Universidad Nacional de Cordoba
Facultad de Ciencias Agropecuarias
Escuela para Graduados

EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE LA EXPRESION DE
SINTOMAS DEL VIRUS DE LA “PESTE NEGRA” (TSWV) EN EL
CULTIVO DE TOMATE (Lycopersicon esculentum Mill. )

Mariel Silvina Mitidieri

Tesis
Para optar al Grado Académico de
Doctor en Ciencias Agropecuarias
Mencién: Produccién Vegetal

Cérdoba, 2009



EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE LA EXPRESION DE
SINTOMAS DEL VIRUS DE LA “PESTE NEGRA” (TSWV) EN EL
CULTIVO DE TOMATE (Lycopersicon esculentum Mill. )

Mariel Silvina Mitidieri

Comision Asesora de Tesis

Director: Biol. Edith Taleisnik PhD. INTA-IFFIVE. C  ordoba.
Comisién asesora: Ing. Agr. Elvio Biderbost. MSc.
Dra. Olga Del Longo

Tribunal Examinador de Tesis
Dr. Ruben Bottini

Ing. Agr. MSc Sergio Fernando Nome
Dra. Olga Del Longo

Presentacién formal académica

Facultad de Ciencias Agropecuarias
Universidad Nacional de Cérdoba



Este trabajo no se podria haber hecho sin.....

la constante colaboracién y compromiso de mis cdienus de la EEA
INTA San Pedro en especial: Virginia Brambilla, &tal Saliva, Mario
Piris, Martin Barbieri y Estela Piris con quienembramos, plantamos,

inoculamos, medimos y cosechamos plantas y plaet&smate

el personal del INTA-IFFIVE Cdérdoba en especiallaha di Feo,
Raquel Haelterman, Eva Cafrune, Andrea RibottaiidlCordoba,
Karina Grunberg que siempre me ofrecieron su afgejooyo

Pilar Castellano que me brind6 su ayuda y su adhistd Ing. Elvio
Biderbost que siempre estuvo dispuesto a contrdyulo que fuera
necesario

Olga Del Longo que presté generosamente su tiengus palabras de
aliento

David y Rosa que cuidaron a Julian tantos fineseti@ana en el Instituto

Susana Diaz, Anibal y Roberto Arrighetti que estron con Julian en

Cordoba y Villa Lugano, armaron y trasladaron cakaaqui para alla 'y
sobretodo tenian muchas ganas de que me fuera bien

mi mama y mis hermanos a quienes quiero muchajyeéne quieren

Norberto Angel que siempre confié en mi y me diogartunidad de
desarrollar mi profesion en un area que me apasiona hace sentir util

los que no creyeron en mi y asi me dieron fuerea geguir adelante
Edith Taleisnik que dirigio, midid, corrigio, codnalbergo, aconsejo, a

quien quiero entrafiablemente, con quien hemos ealaraprendido a
tolerarnos y respetarnos



A Julian Arrighetti el
solcito que me dio ganas
de seguir siempre
adelante con esta tesis y
con todo



RESUMEN

La “peste negra del tomate”, causada entre otros,ep tospovirus TSWYV, es la
principal enfermedad de origen viral, que afectasta especie en el cinturén horticola
metropolitano. La exposicion del cultivo a altamperaturas en la etapa de plantin, podria
incrementar su predisposicion al patogeno. El olgete este trabajo, fue describir los
cambios en la susceptibilidad del hospedante freméecciones de TSWV en respuesta a
la aplicacion de estrés térmico antes de la ino@ia evaluar la respuesta a tratamientos
quimicos con potencialidad para modificar tal spgbdidad, como el acido salicilico
(AS) y peroxido de hidrogeno (PER) y obtener infacdn sobre algunos mecanismos
fisiologicos implicados en estas respuestas, efmeuiente la actividad de enzimas del
sistema antioxidante como catalasa (CAT) y supdmgismutasa (SOD). Plantas jévenes
de tomate fueron sometidas a estrés térmico (2# 43°C) antes de ser inoculadas con
una cepa de TSWV, se evalud posteriormente la evwnlude sintomas bajo condiciones
controladas (25C, 16 hs de luz). El estrés térmico aplicado, autmknpredisposicion a
contraer la virosis en plantas de tomate de trés/aes susceptibles y uno resistente al
patogeno. Este efecto duré hasta 4 horas en etihibusceptible Bonanza y una en el
resistente Gol. La aplicacion de AS y PER en dilidhdosusceptible produjo atenuacion de
sintomas sistémicos y disminucion de la sistematimadel virus. En el hibrido resistente
el AS, atenud el aumento en el nimero y tamafioedi®ries locales y disminuyo la
sistematizacién del virus, ambos efectos ocasimpdoel estrés térmico. En condiciones
de in6culo natural, los tratamientos con AS redujesl porcentaje de plantas con sintomas
de “peste negra” en el hibrido susceptible. Losoges de 1 a 4 horas posteriores a la
aplicacion de estrés térmico coincidié con aumeatok actividad CAT. Los tratamientos
de estrés térmico aplicados, lograrian modificaresfado redox en las células del
hospedante y provocarian cambios en su sistemaxalante para protegerse del estrés
oxidativo causado por las altas temperaturas, esansbios (mayor actividad CAT)
provocarian aumentos de predisposicion al patogéms. practicas culturales que
impliqguen someter a las plantas a altas tempemstaamentaran la susceptibilidad a
TSWV. Aplicaciones exdgenas de AS ayudaran a retucicidencia de esta enfermedad.
PALABRAS CLAVE: TOMATE TSWV ESTRES TERMICO ACIDCBALICILICO
ANTIOXIDANTES



ABSTRACT

Tomato spotted wilt, caused by TSWV among othepdesus, is the main viral disease
affecting tomato crop in Gran Buenos Aires greeh. \idigh temperature exposure of
young plants could predispose them to the pathogbka. objective of this work was to
describe changes of host susceptibility to infetiof TSWV as a consecuence of heat
shock application prior to inoculation, to evaludte effect of chemicals which can
modify such susceptibility as salicylic acid (SA)dahidrogen peroxide (PER) and to
obtain information about some physiological mechians involved in the response to such
conditions, especifically the activity of some artdant enzimes like catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD). Heat shock (24 hs &C3#Qvas applied to young tomato
plants prior to be mechanically inoculated with WV strain, symptoms evolution were
evaluated during the following 15 days under cdido conditions (25°C, 16 hs
photoperiod). Young plants of three susceptibletivais and a resistant one, which
suffered heat sock prior to inoculation showed numedisposition to viral infection. SA
and PER application in the susceptible cv cause@rsystemic symptoms severity and
viral distribution. Inoculated leaves of the resigtcv treated with SA showed less number
and diameter of local lesions and reduced viralribistion to apical leaf, both effects
observed after heat shock application. SA appboatireduced the incidence of plants
showing symptoms of tomato spotted wilt in the sps$ible cultivar under natural
inoculum conditions during four seasons. Period4d-oft hours after heat shock during
which prediposing effect of high temperatures welwserved, showed higher CAT
activity. Heat shock could modify host cell redstatus and cause changes in antioxidant
system in order to protect themselves from oxidaburst caused by high temperatures,
these changes (higher CAT activity), could predsgpdost to the pathogen infection.
Cultural practices which imply exposure of plamsigh temperatures can increase tomato
young plants susceptibility to TSWV. Exogen applmas of SA at the assayed dosis will
reduce disease incidence.
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ANEXO |

Tabla 2.1 Efecto del estrés térmico antes de leuiacion. Analisis de variancia 150
para altura (cm) a los 15 dias de la inoculaciéatenma seca total por planta
(g/planta) y tasa relativa de crecimiento (cm/digfa final).Hibrido Bonanza,
susceptible a TSWV.

Tabla 2.2 Efecto del estrés térmico antes de leuillagcion. Analisis de variancia 151
para severidad de sintomas a inicios y fin de laluexion y dias desde la
inoculacion hasta la aparicion de sintomas. Hibftmanza, susceptible a
TSWV.

Tabla 2.3 Efecto del estrés térmico antes de leuiacion. Andlisis de variancia 151
para test de ELISA (Absorcién a 410 nm) al folisloculado y foliolo apical
Repeticiones 2 y.Hibrido Bonanza susceptible a TSWV

Tabla 2.4 Efecto del estrés térmico antes de leuilagion. Analisis de variancia 152
para rendimiento total (kg/planta), descarte t(#8), causas de descarte (%) y
porcentaje de frutos comerciales chico, medianaandg. Hibrido Bonanza,
susceptible a TSWV.

Tabla 2.5Analisis de variancia para altura (cm) a los 15 die la inoculacion,
materia seca total por planta (g/planta) y tasativel de crecimiento 153
(cm/dia)/altura final)Hibrido Gol resistente a TSWV.

Tabla 2.6 Efecto del estrés térmico antes de leuiacion. Andlisis de variancia 153
para numero de lesiones locales en el foliolo ilamu a inicios y fin de la
evaluacion y numero de foliolos inoculados muerkdibrido Gol, resistente a
TSWV.
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Tabla 2.7 Efecto del estrés térmico antes de leuilacion. Andlisis de variancia 154
para absorcion a 410 nm correspondiente al tesEldSA en el foliolo

inoculado y foliolo apicalHibrido Gol resistente a TSWV.

Tabla 2.8.1 Efecto de distintas horas de estrésidérantes de la inoculacion. 154
Andlisis de variancigara severidad de sintomas sistémicos a inicias g€ la
evaluacion y dias desde la inoculacion hasta laica de sintomas para las
repeticiones 1, 2 y 3. Hibrido Bonanza suscepabl&SWV.

Tabla 2.8.2 Efecto de distintas horas de estrésid¢érantes de la inoculacion. 155
Andlisis de variancia por repeticion para severidadgintomas a los 5 dias de la
inoculacion, area bajo la curva de progreso denfermedad, dias desde la
inoculacion hasta la aparicion de sintomas. Hibmbtmanza susceptible a
TSWV.

Tabla 2.9.1 Efecto de distintas horas de estrésidérantes de la inoculacién. 155
Andlisis de variancia para numero y diametro detes locales a inicios y fin

de la evaluacién, dias hasta aparicion de lesigng®rcentaje de foliolos
inoculados con lesiones. Repeticion 1. Hibrido @sistente a TSWV

Tabla 2.9.2 Efecto de distintas horas de estrésidérantes de la inoculacion. 156
Andlisis de variancia para numero y didmetro detes locales a inicios y fin

de la evaluacion, dias hasta aparicion de lesigng®rcentaje de foliolos
inoculados con lesiones. Repeticion 2. Hibrido @sistente a TSWV

Tabla 2.10 Efecto de distintas horas de estrésdéramtes de la inoculacion. 156
Andlisis para test de ELISA (Absorcién a 410 nnrpgfaliolo inoculado a los 5

dias de la inoculacién y foliolo apical a los 50ydias de la inoculacion.

Repeticiones 1y 2. Hibrido Gol resistente a TSWV.

Tabla 2.11 Duracion del efecto del estrés térmignalisis para severidad de 157
sintomas a los 13 y 6 dias de la inoculacion, Bagala curva de progreso de la
enfermedad, dias desde la inoculacion hasta laicaparde sintomas,

repeticiones 1y 2. Hibrido Bonanza susceptiblS®WV.

Tabla 2.12.1 Duracion del efecto del estrés térmie@lisis de variancia para 157
namero y diametro de lesiones locales a inicionyde la evaluacion, dias

hasta aparicion de lesiones y porcentaje de faioloculados con lesiones.

Rep 1. Hibrido Gol resistente a TSWV.

Tabla 2.12.2 Duracién del efecto del estrés térrAitdlisis de variancia para 158
namero y diametro de lesiones locales a iniciognyde la evaluacion, dias

hasta aparicion de lesiones y porcentaje de faigloculados con lesiones.

Rep 2. Hibrido Gol resistente a TSWV.

Tabla 3.1 Efecto del estrés térmico y el acidoc8mo antes de la 159
inoculacion. Analisis de variancia para severidadititomas a 6 y 7 dias de
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la inoculacion (S 6 y S 7), area bajo la curva dmeso de la enfermedad
(AREA), dias desde la inoculacién hasta la apari@dé sintomas (DAS).
Hibrido Bonanza susceptible a TSWV.

Tabla 3.2 Efecto del estrés térmico y el acidoc#mo antes de la 159
inoculacion. Porcentaje de foliolos apicales ELI$Aa los 15 dias de la
inoculacion. Hibrido Bonanza susceptible a TSWV.

Tabla 3.3.1 Efecto del estrés térmico y el acidieitiao antes de la inoculacion. 160
Andlisis de variancia para las variables rendinsigntal (g/planta), porcentajes

de descarte por pequefio (fruto < 50 g), rajadfgroe, podredumbre apical,
virésico y descarte total. Hibrido Bonanza sustépt TSWV. Repeticion 1.

Tabla 3.3.2 Efecto del estrés térmico y el acideitiao antes de la inoculacion. 160
Andlisis de variancia para las variables rendinsidntal (g/planta), porcentajes

de descarte por pequefio (fruto < 50 g), rajadiorae, virésico y descarte tot:
Hibrido Bonanza susceptible a TSWV. Repeticion 2.

Tabla 3.4.1 Efecto del estrés térmico y el acidicifiao antes de la inoculacién. 161
Andlisis de variancia para las variables rendinmecbmercial (g/planta),
porcentajes de fruto chico (50 - 150 g), mediark® (+ 250 g) y grande (> 250

g). Hibrido Bonanza susceptible a TSWV. Repetidion

Tabla 3.4.2 Efecto del estrés térmico y el acidifiao antes de la inoculacion. 161
Andlisis de variancia para las variables rendinmeabmercial (g/planta),
porcentajes de fruto chico (50 - 150 g), mediark® (& 250 g ) y grande (> 250

g). Hibrido Bonanza susceptible a TSWV. Repeticion 2.

Tabla 3.5.1 Efecto del estrés térmico y el acidifiao antes de la inoculacion. 162
Andlisis de variancia para numero (L 5 y L 11) &rdetro de lesiones locales (D

5y D 11) a inicios y fin de la evaluacion (5 y dflas de la inoculacién
respectivamente). Hibrido Gol resistente a TSW\pdReion 1.

Tabla 3.5.2 Efecto del estrés térmico y el acidwiiao antes de la inoculacion 162
ANOVA para numero (LES 5y LES 15) y diametro dedees locales (DIAM 5

Y DIAM 15) a inicios y fin de la evaluacion (5 y51dias de la inoculacion
respectivamente). Hibrido Gol resistente a TSW\pdReion 2.

Tabla 3.6 Efecto del estrés térmico y el acidoc8ado antes de la inoculacién. 163
Hibrido Gol resistente a TSWV. Andlisis de variangara test de ELISA
(Absorcion a 410 nm) para foliolo inoculado a loslias de la inoculacion
(INOC5) y foliolo apical a los 5 (API5)y 10 (API1@)as de la inoculacion.

Tabla 3.7.1 Efecto del estrés térmico y el acidicifiao antes de la inoculacién. 163
Andlisis de variancia para las variables rendinudotal (g/planta), porcentajes

de descarte por pequefio (fruto < 50 g), rajadogrded, podredumbre apical,
virgsico y descarte total. Hibrido Gol resistenfESAWV. Repeticion 1.
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Tabla 3.7.2 Efecto del estrés térmico y el acideifiao antes de la inoculacion.
Andlisis de variancia para las variables rendinuidntal (g/planta), porcentajes
de descarte por pequefio (fruto < 50 g), rajadimroe y descarte total. Hibrido
Gol resistente a TSWV. Repeticion 2.

Tabla 3.8.1 Efecto del estrés térmico y el acidicifiao antes de la inoculacion.
Andlisis de variancia para las variables rendinmecbmercial (g/planta),
porcentajes de fruto chico (50 - 150 g), mediark® (% 250 g ) y grande (> 250
g). Hibrido Gol resistente a TSWV. Repeticion 1.

Tabla 3.8.2 Efecto del estrés térmico y el acideifiao antes de la inoculacion.
Gol resistente a TSWV. Analisis de variancia pa® Variables rendimiento
comercial (g/planta), porcentajes de fruto chid® {350 g), mediano (150 — 250
g) y grande (> 250 g). Hibrido Gol resistente a N&\Wepeticion 2.

Tabla 3.9.1 Aplicaciones de acido salicilico bajadiciones de indculo natural.
Andlisis de variancia para porcentaje de plantasséntomas de “peste negra” al
final del cultivo en invernadero bajo condicionesimbculo natural.

Tabla 3.9.2 Aplicaciones de acido salicilico bajadiciones de indculo natural.
Andlisis de variancia para porcentaje de plantatSEk + para TSWV y
TCSV/GRSV a los 60 dias del transplante.

Tabla 3.10 Aplicaciones de acido salicilico bajadioiones de in6culo natural.
Andlisis de variancia para las variables rendinn¢otal porcentajes de descarte
por pequefo (fruto < 50 g), rajado, deforme, pddnebre apical, virésico,

polilla del tomate y descarte total. Hibrido Borasusceptible a TSWV.

Tabla 3.11 Aplicaciones de acido salicilico bajadioiones de in6culo natural.
Andlisis de variancia para las variables rendinneamercial (kg/m?2),
porcentajes de fruto chico (50 - 150 g), mediark® (& 250 g) y grande (> 250
g). Hibrido Bonanza susceptible a TSWV.

Tabla 3.12 Aplicaciones de acido salicilico bajadioiones de indculo natural.
Andlisis de variancia para las variables rendinn¢atal porcentajes de descarte
por pequeniio (fruto < 50 g), rajado, deforme, {mtlel tomate y descarte total.
Hibrido Gol resistente a TSWV.

Tabla 3.13 Aplicaciones de acido salicilico bajadioiones de in6culo natural.
Andlisis de variancia para las variables rendinn@umercial (kg/m?2),
porcentajes de fruto chico (50 - 150 g), mediark® (@ 250 g ) y grande (> 250
g). HibridoGol resistente a TSWV.

Tabla 3.14 Aplicaciones de acido salicilico bajadioiones de indculo natural.
Andlisis de variancia para las variables niumeragidlas/qg raiz, porcentaje de
raices con sintomas de podredumbres radicularegerianseca raiz.

Tabla 3.15 Aplicaciones de acido salicilico bajadiociones de inéculo natural
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en plantas sometidas al estrés térmico antesatelpiante. Analisis de variancia
para las variables rendimiento total y comercigli{l€) y porcentaje de plantas
con sintomas de “peste negra”. Hibridos Bonanzaly G

Tabla 3.16. Duracion del efecto de predisposiciansado por estrés térmico 169
(40°C) y efecto del &cido salicilico. Andlisis de vada para severidad de
sintomas a los 16, 21 y 28 dias de la inoculaédem bajo la curva de progreso

de la enfermedad, dias desde la inoculacién hastpéaricion de sintomas,
Silvestre Money Maker.

Tabla 3.17 Duraciéon del efecto de predisposicionsado por estrés térmico 170
(40°C) y efecto del &cido salicilico. Andlisis de vada para severidad de
sintomas a los 14, 26 y 39 dias de la inoculacé&ea bajo la curva de progreso

de la enfermedad, dias desde la inoculacion hastparicion de sintomas ,
Mutante NahG.

Tabla 4.1 Duracion del efecto de predisposiciénsada por estrés térmico 171
(40°C) en plantas con y sin aplicacion exdgena de pdwOXAnalisis de
variancia para Severidad de sintomas a los 13,9ldigs de la inoculacién, area

bajo la curva de progreso de la enfermedad, disdedi inoculacion hasta la
aparicion de sintomas. Hibrido Bonanza suscepdifi8 WV, repeticiones 1, 2 y

3.

Tabla 4.2 Duracion del efecto de predisposicionsada por estrés térmico 172
(40°C) en plantas con y sin aplicacion exdgena de woxAndlisis de
variancia para porcentaje de foliolos inoculaddbeO(C 5) y apicales 5 (API 5) y

15 (API 15) dias después de la inoculacion. Hibfimanza susceptible a
TSWV. Repeticiones 1, 2y 3.

Tabla 4.3.1 Duracion del efecto de predisposiciansado por estrés térmico 173
(40°C) en plantas con y sin aplicacion exdgena de pdwOXAnalisis de
variancia para numero de lesiones a los 5 y 1&s de la inoculacion, dias
desde la inoculacion hasta la aparicion de lesitouades. Hibrido Gol resistente

a TSWV.

Tabla 4.3.2 Duracion del efecto de predisposiciansado por estrés térmico 174
(40°C) en plantas con y sin aplicacion exdgena de pdwOXAnalisis de
variancia para diametro de lesiones a los 5, 1Q5 ydias de la inoculacion.
Hibrido Gol resistente a TSWV.

Tabla 4.4 Duracion del efecto de predisposicionsada por estrés térmico 175
(40°C) en plantas con y sin aplicacion exdgena de woxAndlisis de
variancia para severidad de sintomas a los 13, 26 gias de la inoculacion,

area bajo la curva de progreso de la enfermedad,d#isde la inoculacién hasta

la aparicion de sintomas. Silvestre Motelle.

Tabla 4.5 Duracion del efecto de predisposicionsada por estrés térmico 176
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(40°C) en plantas con y sin aplicacion exdgena de pdwOXAnalisis de
variancia para severidad de sintomas a los 10, 20 gias de la inoculacion,

area bajo la curva de progreso de la enfermedad,d#isde la inoculacién hasta
la aparicion de sintomas. Mutante NADPH oxidasa.

Tabla 4.6 Andlisis de variancia para actividad SQ30D/mg prot) y CAT
(mmol HO./min prot) para una repeticion del hibrido susdd#ptia TSWV
(BONANZA) y dos del resistente (GOL 1 y GOL 2). Mtims extraida después

de los tratamientos de estrés y antes de inocular.
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CAPITULO 1

IMPORTANCIA DEL PROBLEMA

La tecnologia del cultivo bajo cubierta apunta aim&ar los rendimientos, mediante
un preciso control del ambiente, riego y nutric{darvis, 1992). Para cubrir necesidades
del mercado, las especies horticolas son cultivadasmomentos del afio en que no se
registran las condiciones Optimas para su crecimign desarrollo, originAndose
naturalmente condiciones de estrés. En nuestrogoaidrecuentes estas situaciones en
invernaderos, causadas por problemas de dimensioagscuadas (suelen ser de menor
altura que lo recomendable) y ventilacion insufitée En el caso especifico del tomate,
los ciclos de produccion bajo cubierta en el cimuhorticola que rodea a la Capital
Federal y en otras localidades de la provincia sleA., Santa Fe y Entre Rios son dos:
uno de primicia que implica sembrar los plantinegadir de mediados de junio, para
transplantar en agosto y otro de tardicia, pareukd siembras y transplantes se realizan
entre noviembre y principios de enero. En el prigeso los plantines son producidos en
momentos donde la temperatura y la luminosidaccreeientran por debajo del éptimo
requerido para la especie, en los meses de dicemenero por el contrario, éstas
superan, por lo menos en varias horas del dias esteles (Francescangeli y Mitidieri,
1996; Logegarayet al, 2007). Estas condiciones ambientales estresantéa etapa de
produccion del plantin y en el momento del trangelatienen consecuencias directas, no
s6lo sobre parametros productivos, sino sobre ddigposicion a plagas y patégenos de

diversa indole (Schoeneweiss, 1975).

De los problemas de indole productiva, detectadosl eliagndstico realizado por el
INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecugrian el cinturén horticola que rodea
a Capital Federal y al Gran Buenos Aires, los d#emrsanitario se destacan como
prioritarios (INTA, 2005, 2008). Entre las enferradds de origen viral, la “peste negra del
tomate” es la mas importante. Esta enfermedad esada por un grupo de virus del

género Tospovirus, familia Bunyaviridae, de loslesi@n la Argentina se han identificado



tres: “tomato spotted wilt virus” (TSWV), “groundnting spot virus” (GRSV) y “tomato
chlorotic spot virus” (TCSV)(Dewet al, 1996; Gracia, 1996; Dal Bo, E., 1996 ;
Williams et al, 1997).

TSWYV afecta a mas de 900 especies (Ehal, 1986; Cheet al, 1987; Peterst al,
1991; Ullmanet al, 2002). Entre los afios 1996 y 1997 se realiz6 pruspeccion
fitopatoldgica para detectar la distribucion de therentes tospovirus en las zonas de
produccion de tomate de Argentina. De 420 muesteaplantas con sintomas de “peste
negra’, 170 resultaron ELISA positivos, de ésto®®8Rieron identificados como GRSV,
28.2 % como TCSV y 8.8 % como TSWV. Las plantasdtddas con GRSV provenian
del centro y noroeste, las infectadas con TCS\hdedste vy litoral; TSWV fue encontrado
solamente en el Valle de Rio Negro (Williaetsal, 2001). Recientemente Calet al.
(2008), registraron en la zona de La Plata la paade TSWV en plantas de pimiento
con sintomas de “peste negra’”. En la naturaleas, tbspovirus son transmitidos
exclusivamente por insectos del orden Thysanopied®e una manera persistente. En
Argentina se ha citado la presencia de tres dedpscies vectoraBrankliniella schultzei
(Trybom), Thrips tabaci (Linderman), ambas registradas desde 193Brankliniella
occidentalis (Pergande), (Williamset al, 1997), esta Ultima es mas eficiente en la

transmision del virus (Inouet al, 2004).

A partir de los afios 1994/95 en que se registrpapdidas importantes debido a esta
virosis (El Informe Frutihorticola, 1996), el pradar horticola, tuvo a su alcance distintos
medios para manejar la enfermedad. Entre los pates se encuentran la aparicion en el
mercado de hibridos de tomate y pimiento resisteatda virosis, el uso de mallas
antiinsectos y el conocimiento de principios amtieficaces para controlar trips, asi como
de los momentos criticos en que se deben reabizacdntroles (Mitidieret al, 1996 a y
b). En las campafias 2000 a 2002 se registraraticiones climaticas caracterizadas por
abundantes precipitaciones en la provincia de Bs, Astas condiciones fueron poco
propicias para la poblacion de vectores y redujdeoimportancia de la enfermedad,
aungue ésta siempre estuvo presente en lotes dacprees que no podian acceder a la
tecnologia apropiada para su control (uso de ics#&s, hibridos resistentes,

saneamiento), llegando a porcentajes de incidet@i80 %, en algunos casos (Mitidieri,



2000). En las campafias 2003/04 y 2008/2009, seievoiv a presentar condiciones
ambientales de escasas precipitaciones y una nwaalta del "virus de la peste negra"
(10-20 % o superiores) en lotes comerciales (Mitidi2003; Grupo Ghia, 2009).
Ultimamente se han detectado quiebres de la resiateggenética en distintos paises
productores de hortalizas, en el caso del pimiestos problemas son mas acentuados,
obligando al productor a controlar el vector, demiBsma manera que lo hace cuando
cultiva un material susceptible (Picd, 2002; Roggetr al, 2002; Margaria, 2004). En
nuestro pais este fendmeno también ha sido deteathgrincipal tospovirus aislado de
plantas de pimiento resistentes a “peste negra” anifestando sintomas de esta
enfermedad ha sido TSWV (Calebal, 2008).

Numerosos trabajos demuestran que la manifestagiéematica que caracteriza a
la “peste negra”, esta influida por la temperatlmaluminosidad, el estado vegetativo y
fenologico de la planta, su equilibrio hidrico ytniwional, la edad del hospedante, etc.
(Kassanis, 1952; Yarwood, 1958; Bawden y Rober®}71 1948; Yarwood, 1976;
Goodmanet al, 1986; Patersoet al, 1989; Cordobat al, 1991; Kaminska, 1993; De
Angeliset al, 1994; Jord&t al, 1996; Lacasat al, 1997). Es importante, por lo tanto,
conocer como las variables ambientales, afectamdescteristicas morfofisiologicas del
plantin, su predisposicion a las enfermedadesejeeto de estos factores en la produccion
(Mancini, 1991; Minami, 1995).

ANTECEDENTES GENERALES

CAMBIOS FISIOLOGICOS OCASIONADOS POR EL ESTRES TERMICO EN
PLANTAS

El estrés térmico provoca alteraciones en el mésbho, con consecuencias sobre un
gran namero de funciones. Se conoce, por ejemple, aj altas temperaturas la tasa
fotosintética decae antes que la respiratoria)g@tanto esto ocasiona una disminucion en
las reservas de carbohidratos (Paolatal, 1997; Taiz y Zeiger, 1998; Rizhsky, 2002).
La exposicidon a altas temperaturas, también puksdtaa la estabilidad de las membranas

celulares, conduciendo a alteraciones en su setiadiy a la pérdida de iones, efectos que



inciden en casi todas las funciones celulares (BIL®88; Cronjé y Bornman, 1999). Otro
efecto negativo de la exposicion de las célulasstks térmico es la desnaturalizacion y
disfuncion de muchas proteinas (Vinocur y Altam2d)5). En cuanto a las hormonas
vegetales, las altas temperaturas estimulan lasséntie acido abscicico y reducen la de
citocininas; estas Ultimas relacionadas con lavidetil fotosintética, la produccién de

clorofila y el desarrollo de los cloroplastos (Mitsy Orcutt, 1996).

Ademas de estos cambios, las células bajo estragtéreaccionan liberando especies
activas del oxigeno (EAOs) (Dat al, 1998; Edreva, 2005). Una de las funciones
fisiologicas alteradas por efecto de las altas &ratpras, es la transferencia de electrones
en la mitocondria, los electrones del NADH prodoqgubr las enzimas del ciclo de Krebs
son conducidos a la reduccidon de oxigeno y ger@radbe EAOs (Rizhsky, 2002). Este
tipo de estrés activa también la sintesis de prasetomo las de choque térmico (Datg
al., 2001), que tienen la funcion de preservar lauimagia celular de los efectos nocivos

del estrés (Taiz y Zeiger, 1998).

Otro cambio observado en plantas sometidas a teltageraturas, es la activacion de
enzimas antioxidantes; en tomate, por ejemplojtatasometidas a 3% mostraron
mayor concentracion de,B8, y expresién de la enzima superéxido dismutasacten
hojas comparado con un control mantenido a’@5asi como menor expresion de la

enzima catalasa (Rivest al, 2003).

ROL DEL ACIDO SALICILICO EN LA RESPUESTA DE LA PLAN TA FRENTE
AL ESTRES ABIOTICO

El acido salicilico (AS), es considerado actualreemm regulador endégeno de accion
hormonal (Szepest al, 2005), que controla el crecimiento y el des#&r@bchettel y
Balke, 1983), la tasa fotosintética y respiratqRancheveaet al, 1996), el transporte de
iones (Harper y Balke, 1981) e induce cambios esmktomia foliar y ultraestructura de
los cloroplastos (Uzunova y Popova, 2000); se atairdurante la exposicion a ozono y



luz UV (Yalpaniet al, 1991; Sharmat al, 1996) e interviene en la respuesta a estrés de
origen abiotico como estrés salino y osmaético (Borst al, 2001).

Otros efectos observados del AS sobre las plastasia induccion de termotolerancia,
y la induccidn de la activacion del sistema antlaxie (Dakt al, 1998). En tabaco, bajas
concentraciones de acido salicilico (itol/l) indujeron termotolerancia mientras que
altas concentraciones (1@fnol/l) no lograron este efecto; a medida que autmehnivel
de AS, aumento la concentracion dgobly disminuyd la actividad catalasa. Altas y bajas
concentraciones de AS aumentaron las actividades ghlgation reductasa vy
dehidroascorbato reductasa ([2atal, 2000). En maiz se logré incrementar la resiséenc
al frio con el agregado de AS (Jaretaal, 2005), en coincidencia con aumentos en la
actividad de peroxidasa y glutation reductasa gpigigciones en la de catalasa (Horveth
al., 2002). Wang y Li, (2005), lograron aumentardkeitancia de hojas de vid a altas y
bajas temperaturas, mediante la aplicacion exddenacido salicilico. A la vez, como
consecuencia de estos tratamientos, se observaeyor@s actividades relativas de
ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa)(@®nodehidroascorbato y la relacion

redox ascorbato-glutation.

Senaratnat al.,(2000) encontraron que la imbibicién de semillagpdroto y tomate en
soluciones acuosas de acido salicilico y acetitiiab (0.1-0.5 mM) indujo tolerancia al
calor, frio y sequia, mientras que la aplicaciénuda dosis 1 mM produjo dafos a los
tejidos. Popovat al, (2003), trataron plantines de cebada con AS Wbynobservaron
que éste preservaba a la fotosintesis del estiéatimo causado por la aplicacion de
paraquat, el AS mejor6 la capacidad de defensaiskelma antioxidativo. Szepesi al.,
(2005), encontraron que pretratamientos con ASdgruénducir resistencia a estrés salino
(100 mM NacCl), este efecto se asocié a la activaaél sistema antioxidante. Las
concentracions altas de AS (1) aumentaron la actividad superéxido dismutasa(s
peroxidasa (PX) y glutation reductasa, mientraslgsienenores concentraciones (1)
disminuyeron la actividad catalasa (CAT), SOD, guoal peroxidasa (POX) y ascorbato

peroxidasa , el tratamiento con AS disminuyo lavaid CAT en hojas y raices.



Existe una compleja relacion entre la liberacion ldgd,, el aumento en la
concentracion de AS vy la inhibicion de la enzimtalesa, que cataliza la transformacién
del primero en @ y H,O,. Raoet al, (1997) estudiaron el aumento en concentracién de
H.O, en Arabidopsis thalianaluego de la aplicacion de AS. Encontraron quéi£),
aumenta su concentracion respondiendo a las dasifASl aplicado. Mitigando la
concentracion de #D, con dimetiltiourea, disminuyé el efecto oxidante A4S,
demostrando la necesidad de la existencia de pkrdpdara que actie el AS. La aplicacion
de AS 1 mM aumenté la concentracion dgOF59 veces mas que el control y produjo
dafio de membranas y proteinas, aumento la acti8@al 32 % mas que el control, pero
no modificd la actividad catalasa ni ascorbato ydasa, aunque dosis mayores si lo
hicieron. La actividad guaiacol-peroxidasa (POX) awomentd, pero si la de coniferyl
alcohol peroxidasa (CA-POX), la actividad glutatioeductasa no fue modificada a
ninguna dosis. Estos autores concluyeron que edx®enta los valores de®; en hojas

activando las enzimas que lo generan, mas queviaadb las enzimas que lo degradan.

Fodor et al, (1997) en tabaco observaron induccion de dehsdoybato reductasa
(DHAR), glutation reductasa, glutation S-transfara€ST) y actividad superéxido
dismutasa en las hojas tratadas con AS, pero @sesuperiores, no observaron cambios
en la actividad CAT. Cheet al, (1997) encontraron que el contenido endégenalles
muy diferente en distintos tejidos de la plantadez, siendo alto en las raices y bajo en
los brotes y relacionaron estos valores a la posesn estos tejidos de catalasas con

sensibilidad diferencial ante AS.

Kauss y Jeblick (1995), obtuvieron aumentos erotecentracion de ¥, después de
tratar con AS suspensiones celulares de pefgtréselinum crispuni.). Ledn et al.
(1995), encontraron en tabaco, que la infiltraai@hojas con kD, aumenté en 5 veces
con respecto al control los niveles de &cido damlicly acido benzoico, sugirieron que el
H.O, activa la biosintesis de AS. También en tabacd,ebal (2000), observaron que a
medida que aumenta el AS, aumenta la concentrat@ohbO,, disminuye la actividad
catalasa y aumenta la actividad reductasa y dedsdoosbato reductasa. Rabal (1997),
observé que las plantas tratadas ce@Jtsufrian menos dafio oxidativo que las tratadas

con AS, pero éste requeria peroxido para inicidaéb oxidativo.



Segun los antecedentes disponibles, el acido Igaligsta involucrado en al respuesta
de la planta al estrés abiotico, en estrecha Gelagbn cambios en la presencia d®©ky

la actividad de algunas enzimas antioxidantes.

ROL DEL ACIDO SALICILICO EN LA RESPUESTA DE LA PLAN TA FRENTE
A PATOGENOS

Ademas del rol que cumple el AS en la resistenciesaés de origen abiotico, este
compuesto esta involucrado en la transmision delesfile defensa (Ryadt al, 1996;
Gaffneyet al, 1993) y la resistencia a enfermedades (Rgtlal, 1996; Sticheet al,
1997; Thulke y Conrath, 1998).

La interaccion entre plantas potencialmente hospeday patdégenos puede ser
compatible o incompatible. Las interacciones coibfes resultan en la proliferacion del
patdogeno en la planta y en el desarrollo de sirdosiatémicos, mientras que las
interacciones incompatibles inducen una respuestietensa del hospedante que restringe

la sistematizacién del patégeno.

Existe un aumento en el nivel endégeno de AS ludataque de un patdégeno, esto
correlaciona con la expresion de genes relacionaoioga patogénesis. En relacion a esta
respuesta, se ha observado una proteina que sa A% que fue identificada como
catalasa, por lo que se propuso que el AS, inhibecatalasa y aumenta el nivel dg0x
(Chenet al, 1993; Conratlet al, 1995; Durner y Klessig, 1996)

En interacciones hospedante-patdgeno incompatildeseaccién hipersensible es un
evento clave en el inicio de la manifestacién der&acciones de defensa. La explosion
oxidativa, es una rapida respuesta que desarnoldemtas que pueden generar una reaccion
hipersensible, cuando son inoculadas con patoggmoecede a la acumulacion local y
sistémica de AS (Malamst al, 1990; Métrauxet al, 1990).

El desarrollo de la reaccion hipersensible, tampr@mueve el gradual establecimiento
de la resistencia sistémica adquirida (RSA)(Datgill., 1996; Gaffney, 1993; Ryadt al,



1996; Boviéet al, 2004). Se denomina asi, a la capacidad tempgpafrmanente de las
plantas de ser resistentes a patdgenos como cemsérule un estimulo externo y activar
mecanismos que ayudan a prevenir la penetracidml@sarrollo de patdogenos en el tejido
del hospedante (Ryaét al, 1996; Sticheet al, 1997). La RSA también ha sido definida
como la reduccién en el numero y tamafio de lesitowdes inducidas por virus (Ross,
1961, citado por Kiralyet al, 2002). El rol central del AS en el inicio de RSie
demostrado en plantas transgénicas de tabaco quesar constitutivamente el gen
bacteriano de la enzima salicilato hidroxilasali), que degrada el AS en catecol. Las
plantas mutantes luego de la inoculacién con TM\étmaoon lesiones necroticas mayores
que las del material silvestre (Gaffretyal, 1993; Delanet al, 1994).

Recientemente, se ha encontrado estudiando laacién entréArabidopsis thaliana y
cepasno virulentas o virulentas d®seudomonasyringae,que elicitores de esta bacteria
pueden iniciar RSA, aumentar los niveles de AS gxpresion de proteinas relacionadas
con la patogénesis sin provocar RH ni sintomasotieos (Mishina y Zeier, 2007) y

proponen que eArabidopsisestos Ultimos no son necesarios para el inicie Sla.

ROL DE LAS ESPECIES ACTIVAS DE OXIGENO Y EL SISTEMA
ANTIOXIDANTE EN LA CELULA VEGETAL

Las especies activas del oxigeno (EAOs) son forpaaisialmente reducidas del, O
atmosférico, estos compuestos participan en elrddisa en la accidon hormonal, en la
transmision de sefales involucradas en el transpieriones (Foremaat al, 2003), en la
expresion génica (Neikt al, 2002) y en la respuesta a estrés bidtico (Hanebal,
2002; Alvarezet al, 1998) y abidtico (Mittler, 2002).

En la célula vegetal, las especies activas delemxigprincipalmente el peroxido de

hidrégeno (HO,) el anidn superoxido (&) y el radical oxidrilo (HO*) son generados en
el citosol, cloroplastos, mitocondrias y espaciopgstico (Mittler, 2002; Bowler y Fluhr,
2000). Existen 3 tipos principales de productore€AOs: las cadenas de transporte de
electrones en cloroplastos y mitocondrias, algpsasxidasas y oxidasas como NADPH

oxidasa, NADH oxidasa, xanthine oxidasa, lipoxigenaglycolato oxidasa y amino



oxidasa y fotosintetizadores como la clorofila @, 2005). La NADPH oxidasa unida a
membrana transfiere equivalentes reductores desd¢ABPH citosélico al oxigeno
extracelular generando superoxido, luego la enzsnpgeroxido dismutasa (SOD)
apoplastica lo dismuta y transforma esOpl(De Garaet al, 2003). ElI HO, extracelular
puede producirse directamente por medio de enzap@aglasticas como: cuamino oxidasa,
polyaminoflavin oxidasa, oxalato oxidasa y perogaléDe Garat al, 2003; Yakimova et
al., 2006).

El H,O, actla como mensajero por poseer caracteristicasiaasi como: estabilidad,
falta de carga eléctrica, pequefio tamafio, seribiéua través de membranas y poseer
propiedades oxidoreductoras. Es una sefal intdaceldel cloroplasto al citosol,

intercelular y entre 6érganos (Edreva, 2005).

El estrés oxidativo, una consecuencia negativeadedsencia de especies activas del
oxigeno, ha conducido a extensos estudios delrmastmtioxidante vegetal (Mittler, 2002),
que incluye moléculas como el ascorbato y glutagida actividad de enzimas como la
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y astoriperoxidasa (APX). La SOD

dismuta el @ a HO,, y la CAT y APX degradan elJ, a HO (Yakimovaet al, 2006).
El balance entre la actividad de la SOD y la AP €AT en las células es crucial para

determinar el nivel estacionario dej’ Oy del O, (Bowleret al, 1991).

ROL DE LAS ESPECIES ACTIVAS DE OXIGENO Y EL SISTEMA
ANTIOXIDANTE EN LA RESPUESTA DE LA CELULA VEGETAL F RENTE AL
ESTRES

La presencia de especies activas de oxigeno egegpaesta comun a numerosas
situaciones de estrés de origen ambiental (Fetyal, 1997; Andersomet al, 2002), como
la presencia de contaminantes ambientales (ozodgidd de azufre, 6xido nitrico),
radiacion UV, metales pesados, etc. Otra causaudergcion de EAOs es la reduccién de
la fijacion de CQ por altas o bajas temperaturas, deficiencias @liegr déficit hidrico y
estrés salino (Edreva, 2005), exceso de exitaan@ngética y dafio mecéanico (Chang,
2005).
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Chang, 2005, estudié la respuesta fisiolégica yemdar de mutantes y lineas
transgénicas dérabidopsis thaliangpara investigar la red de sefales que controlan la
respuesta bibtica y abiotica frente al estrés. §ashheridas, la actividad de la enzima
APX2 aumenté solamente después que se expusieoma @osis de luz excesiva, esta
respuesta no se relacioné a vias de sefiales deptwwddel acido jasmonico, quitosano o
acido absicico, pero si fue necesario el transptartelectrones fotosintético. La induccién

de APX2, fue precedida por una reduccion en ladadgacion de CQ

En cuanto a las catalasas, las plantas tienen piegltisoformas de estas enzimas
diferencialmente reguladas en varios tejidos derat desarrollo y diferentes estrés
ambientales (Lee y An, 2005). En tabaco se halldomcatalasas reguladas por AS y en
arroz existe una CAT insensible a AS (Cle¢ral, 1997; Durner y Klessig, 1996). Lee y
An, 2005, en pimiento para pimentd@apsicum annuunh.) aislaron 3 catalasas que se
expresan diferencialmente en varios 6rganos. Emtiisres encontraron queaCatly
CaCat2se regulan diferencialmente por el ritmo circadigrtienen diferente distribucion
espacial entre hojas y tallos y que los transcipte CaCat3 se hallaban en niveles
similares en distintos érganos y independientemdatéa fase luz/oscuridad. Mientras
gue los tratamientos con paraquat y heridas aumoen& nivel de ARNm d€aCatlen
hojas de pimiento tratadas y no tratadas, las &&n aumentaron la actividad CAT en
hojas, como el paraquat. La actividad CAT no autmemt los tallos con ninguno de los

tratamientos.

ROL DE LAS ESPECIES ACTIVAS DE OXIGENO Y EL SISTEMA
ANTIOXIDANTE ~EN EL  ESTABLECIMIENTO DE  RELACIONES
COMPATIBLES E INCOMPATIBLES ENTRE PATOGENOS Y PLANT AS

Como se expuso anteriormente, la interaccion gi#metas y patégenos potenciales
define dos grandes grupos: plantas potencialmadgduantes y no hospedantes. Entre las
primeras, la interaccion con el patdégeno puede ceenpatible o incompatible. Las
interacciones compatibles resultan en la proliiéraclel patégeno en la planta y en el
desarrollo de sintomas sistémicos, mientras quéntasacciones incompatibles inducen
una respuesta de defensa de las plantas que gedtisistematizacion del mismo (Gabriel
y Rolfe, 1990). Durante este ultimo proceso, s@pee la interaccion del producto de un
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gen de avirulencia en el patdgeno (Avr), que se aiheeceptor codificado por el
correspondiente gen de resistencia del hospedaph{@ékeret al, 1997).

La generacion de EAOs es una caracteristica comunteracciones planta-patdogeno
compatibles e incompatibles (Bolwell al, 1998; Bolwellet al, 2002). En interacciones
incompatibles la resistencia del hospedante se basan primer reconocimiento del
patogeno por la planta, seguido por una rapidaosipi oxidativa, con la acumulacion de
H.O, (Mehdy, 1994; Lee y Hwang, 2005) y una respuegiartensible (RH), disparada
por este ultimo (Dangkt al, 1996; Raskin, 1992; Baket al, 1997; Yakimovaet al,
2006), que involucra la muerte programada de clMECP) y la activacion coordinada de
una bateria de mecanismos de defensa, que impligeageeso de la infeccion. Como se
expuso anteriormente la MCP es un mecanismo guae tiemo objetivo eliminar células

muertas redundantes o peligrosas durante el agclodd de organismos multicelulares.

En las células humanas existe un factor denomiA&#F1, que se une a un complejo
de alto peso molecular llamado apoptosoma, el onal vez ensamblado activa las
caspasas para iniciar la apoptosis. Existe honmlegfre varios productos de genes de
resistencia vegetal y el factor humano APAF1l. LaRM§&e diferencia de la necrosis
vegetal, en que esta Ultima es producto de la ewwstular pasiva a causa de traumas
severos sufridos durante situaciones extremas tlésesndependiente de la actividad
celular (Datet al, 2003).

El radical libre gaseoso oxido nitrico (ON) tambiectiia como sefal en plantas y
animales. La muerte celular programada se actvaip balance entre EAOs y ON, el ON
captura el @ y no permite que se transforme enOpl El calcio es otro elemento
importante en la MCP, es un mensajero intracelutdversal en animales y plantas.
Elevados niveles de calcio fueron observados abémtemente con la diferenciacion de
tragueas, formacion de aerénquima, diferenciaceémaldurona, respuesta hipersensible y

senescencia de hojas (Hoeberichts y Woltering, 2002

El acido salicilico via arriba de MCP afecta eladst de fosforilacion de un

componente sefial que activa la explosion oxiddaarez, 2000); via abajo en tabaco,
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induce a las cascadas de kinasas (MAPKSs) implicadds activacion de RH (Zhang y

Klessig, 1997, 2001). Bajas concentraciones de &8ativan MCP, pero si respuestas de
defensa, altas concentraciones de AS inducen M@Pel&cion a estos resultados, Barna
et al. (2003), encontraron que la acumulacién de perégildidrogeno estaba atenuada,
en plantas de tabaco Xanthi-nc infectadas con TMivatadas con AS o manifestando
RSA por una inoculacién previa con TMV.

En cuanto a la accién de otros reguladores vegetale acido jasmonico regula
negativamente la MCP ya que atenda la producciéreA®s, el etileno y el acido
giberélico (AG) inducen muerte celular programaslacido abscicico (AB) no tiene este
efecto. Mientras que el AG reduce la actividad mlareas que capturan EAOSs, el AB hace

gue esta actividad se mantenga (Hoeberichts y Vifajte2002).

El desarrollo de la reaccion hipersensible, tambipromueve el gradual
establecimiento de la resistencia sistémica adui(RSA)(Danglet al, 1996), que
confiere resistencia a largo plazo a un amplio @spede patdogenos normalmente
virulentos (Gaffney, 1993; Ryakst al, 1996). Alvarezet al, (1998), encontraron que la
explosion oxidativa primaria, induce otras explos® secundarias, dispersas
sistémicamente por la planta en forma de microuestas hipersensibles, siendo ambos

tipos de RH necesarios para que ocurra RSA.

Las especies activas del oxigeno tienen un efacib @h este proceso, promueven la
apoptosis a altas concentraciones, pero induceitasis de antioxidantes a bajas dosis
(Hoeberichts y Woltering, 2002). Los antioxidantiegiben la expansion de éareas
necroticas que facilitan la penetracion de fitopatios necrotréficos (De Gaet al,
2003). Los cambios inducidos en la expresién degeses responsables del sistema
antioxidante, modifican la respuesta de la planésteés de origen bidtico y abidtico. El
exito de la reaccion hipersensible dependera degdeesion de los sistemas de eliminacion
de especies activas del oxigeno y del desbalanicestido redox del ascorbato y el
glutation (De Garat al, 2003).
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CAMBIOS EN EL HOSPEDANTE OCASIONADOS POR EL ESTRES TERMICO
QUE AFECTAN EL PROCESO DE INFECCION VIRAL

B) ACUMULACION DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

La habilidad de un virus para moverse dentro depliEnta estd dada por la
compatibilidad entre la proteina de movimiento Iviyalas proteinas del hospedante
(Scholthof, 2005). Como se expuso anteriorments, da@lulas sometidas a altas
temperaturas sufren cambios en la expresion dersdisegenes involucrados en la
respuesta al estrés, que pueden alterar la reageldrospedante frente al patdégeno. A su
vez los virus regulan la expresion de genes dgbddamnte, reprimiendo la traduccion del
ARN en el frente de avance de la infeccion (AraydMaule, 1998). Estos cambios
consisten en la interrupcién transitoria de la esiist de proteinas del hospedante, a
excepcion de las proteinas de choque térmico Wilguitina. Esta ultima es un pequefio
polipéptido, altamente conservado, involucrado ancar proteinas que deben degradarse,
esta involucrada con la respuesta al estrés bigtiabiotico y esta codificada por una

familia de genes llamada polyubiquitina.

Los cambios fisioldgicos sufridos por las células libspedante, que se encuentran en
el frente de ataque viral, tienen algunas caratiesms comunes con las sufridas ante el
estrés térmico. Una de las explicaciones a estdoefgostula que las proteinas de choque
térmicoson Utiles al patdgeno, por eso son las Unicamqueon inhibidas en la capa de
células donde se encuentra el frente de infeccidal; \vesto Ultimo explicaria por qué

algunos virus codifican sus propias proteinas deeh térmico (Aranda y Maule, 1998)

Arandaet al (1996), examinaron el frente de invasion virakerbriones inmaduros de
arveja infectados con PSbMV (“Pea seed borne mosiais”) y encontraron que
conjuntamente con el comienzo de la replicacidoalyvse indujo la expresion désp70
inducida por calor y poliubiquitina, asi como taémse inhibid la sintesis de lipoxigenasa.
Por otra parte, Havelda y Maule (2000) observammalacion deHsp70en células de
Cucurbita pepanfectadas con CMV, en una reaccion compatible. édnbargo, PSbMV

induce Hsp70 pero no el factor de transcripcioruamib por calorHsf, por lo que se
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supone que existe un control selectivo de la eijmmede genes inducidos por el calor,
durante la infeccion viral (Arandg al, 1999).

Existen otros ejemplos de relacién entre protetfeshoque térmico y virus. Estas
proteinas podrian servir de chaperonas a los guasrequieren de sus servicios para
cumplir determinadas funciones, entre las cualesneeentran la replicacion viral y el
movimiento de célula a célula, esto ocasionariamagor sistematizacion de la infeccion
y mayor concentracion viral en reacciones compegitlfAgarwalet al, 2002). Existen
numerosas citas en que se describe la induccioparte de los virus, de la expresion de
chaperonas celulares como Hsc70, Hsp40 y Hsp9@uaumo es claro si son requeridas

directamente para la funcién viral o inducidas glastrés causado por la infeccion.

Las Hsc70 se inducen en etapas tempranas de lkxidrieviral y su expresion es
regulada por el ciclo celular. Se las ha encontnaticionadas con la actividad de los
plasmodesmos (Aoket al, 2002). La hipotesis de que los virus inducenistesis para
facilitar la infeccion, se ve apoyada por el hecd®que algunos virus codifican sus
propias chaperonas (polyomaviridae y closterovirQ&)o caso que refuerza esta hipoétesis,
es que para un virus mutante para el gen Gamllgqua el nivel de Hsp70 y Hsp40 en
células infectadas, el aumento en el nivel de dloaps mediante la aplicacion de estrés
térmico, restaurd la capacidad de replicacion (glllivan y Pipas, 2001; Scheibel y
Buchner, 1998; Sainist al, 1994).

Otro ejemplo de interaccion entre sintesis de pratede choque térmico y proteinas
virales involucradas en el proceso de infeccioalyies la proteina de movimiento viral
NSm de TSWV. Esta proteina interactia con homodlogesDnal, las cuales son
reguladoras de Hsp70 en mamiferos, por lo quemasugue el movimiento de TSWV es
dependiente de Hsp70 (Soelligt al, 2000). Las proteinas homélogas de DnalJ son
chaperonas, importan proteinas al reticulo endoy@so o mitocondrias, se acumulan en
respuesta a la infecciébn con TSWV vy al estrés t@mitl dominio J de las chaperonas
DnaJ se une a la proteina Hsp70 que se une a ghbaios. Gracias a la interaccion con las
chaperonas DnaJ y Hsp70, la nucleocapside unid&ma Bk une al citoesqueleto (von
Bargenet al, 2001). La interaccion de la proteina N con larNySla conexidn de ésta con

la proteina vegetal DnaJ, que interactuaria corHgs/0, forman parte de una red de

15



interacciones involucradas en el movimiento céiutzlula de los virus (Schereier, 2001)
y demuestra como el estrés térmico puede influesta proceso, al inducir cambios en la

expresion de chaperonas como la Hsp70.

Otro ejemplo documentado de relacion entre prosefi@achoque térmico y virosis es la
relacion entre la secuencia lider llama&dan TMV, que funciona como un promotor de
traduccidon en plantas, esta secuencia se une a&daOH, requerida para promover la
traduccion, esta ultima se vio incrementada despada aplicacion de estrés térmico que

elevd la expresion de la Hspl101 (Gallie, 2002).

Como se expuso anteriormente, la reaccion hipatder(®H) es una forma de muerte
celular asociada con la resistencia de las plamfas patdgenos, ocurre en interacciones
incompatibles y en algunas compatibles (Yakim@&taal, 2006). La muerte celular
programada (MCP), es un mecanismo que tiene conjetivab eliminar células
redundantes o peligrosas durante el ciclo de viéa odganismos multicelulares
(Hoeberichts y Woltering, 2002). En la célula vefjeta MCP, interviene en la
xylogénesis, formacion de aerénquima, senesceercigtalos, desarrollo de endosperma,
respuesta a patogenos y estrés abidtico. Los evgnémzimas que caracterizan la MCP,
son la condensacion y encogimiento del citoplasmalgleo, formacion de cuerpos
apoptaticos que contienen ADN, degradacion de Apiteasas (llamadas caspasas en la
célula animal)(Vaux, 2002) y liberacién de citocaora del mitocondria al citosol
(Hoeberichts y Woltering, 2002; Dat al, 2003). Las EAOs, el calcio y el etileno,
intervienen en la MCP (Yakimow al, 2006).

Las proteinas de choque térmico, también podritimirien la susceptibilidad a virus
inhibiendo la muerte celular programada, la cuapate de la respuesta de la planta al
patdgeno en interacciones incompatibles. (Buzeaml., 1997; Beere y Green, 2001; Le
Blanc, 2003; Pandegt al, 2000). En tomate, se encontré que el estrésdérpnotege a
suspensiones celulares de MCP inducida por cangmiodh (Hoeberichts y Woltering,
2002).
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B) ACTIVACION DEL SISTEMA ANTIOXIDANTE

Otro cambio observado en las plantas sometidasr@sdgrmico es la activacion del
sistema antioxidante. En tomate, por ejemplo, psbmetidas a 3& mostraron mayor
concentracion de D, y expresion de la enzima superoxido dismutasa (S@fbra en
hojas comparado con un control mantenido a°’@5asi como menor expresion de la
enzima catalasa (CAT)(Rivert al, 2003).

El aumento en la actividad de estas enzimas tang@éma visto incrementado como
respuesta a la infeccion viral. Maud¢ al. (2002), encontraron la induccién de catalasa
cerca del sitio de la infeccién viral, esto Ultipodria ser util al patdgeno para frenar la
explosion oxidativa que tiende a aislarlo dentrbtej@lo infectado. Coincidiendo con este
altimo trabajo, en interacciones compatiblesQleumis sativuy Cucurbita pepo con
CMV vy “zucchini yellow mosaic virus”, se observé wumento de actividad de las
enzimas SOD, CAT y APX. También un aumento de pdemidn, acidos grasos

poliinsaturados y aumento de la actividad peroxid&sedle-Bauer, 2000).

Los autores de los trabajos mas antiguos que tescel efecto del estrés térmico en
distintas interacciones virus-hospedante atribuyeies resultados a cambios fisiol6gicos
ocasionados por el estrés térmico como la reduad&mcarbohidratos (Kassanis, 1952;
Bawden y Roberts, 1947, 1948; Wiltshire, 1956)awhento en el poder de invasion del
virus (Yarwood, 1958), el retraso en el inicio dedaccion hipersensible y la consecuente
muerte de células infectadas y disminucién deasa tle deposiciéon de calosa (‘&fal,
1969), y a modificaciones en la capacidad difeadnmara soportar el inicio y desarrollo de
una infeccién viral (Helms y Mc Intyre, 1964). Ea Hécada del 90 se describié la
inestabilidad de algunos genes de resistenciaas &mperaturas para algunos virus
incluido TSWV (Valkonen y Watanabe, 1999; Moury at, 1998) y la pérdida de
capacidad de desarrollar la reaccién en plantagtidas a estrés térmico, fue asociada a

una baja acumulacion de &cido salicilico (AS) (Rask992).

En los dltimos afios se han realizado importantestes al conocimiento de los

procesos fisiologicos que modulan la infeccionlwyra la relacidon entre el estrés térmico y
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el aumento de predisposicion del hospedante. Unesties avances involucran a las
proteinas de choque térmico, éstas juegan un nmoloptial en mantener la estructura
proteica luego de someter a las células a altapeturas pero ademas, la expresion de
algunas de ellas como laspf0 es inducida por un amplio rango de virus inahaye
miembros de los géneros Potyvirus, Tobravirus, ®igs, Geminivirus y Cucumovirus
(Arandaet al, 1996: Whithanet al, 2003; Aparicicet al, 2005) y su acumulacién ha sido

observada en distintos patosistemas (Havelda ye&/120D0).

Otra alteracién de los procesos celulares que esdtifitan como producto del estrés
térmico y podria afectar la respuesta de la plfxatde a la infeccion viral es la liberaciéon
de EAOs (Datet al, 1998; Edreva, 2005; Rizhsky, 2002 y Rivaial 2003), éstas
generan dafos celulares y el aumento en la adiivddaenzimas antioxidantes que actian
para prevenirlos; algunas de estas enzimas sogidatupor los mismos virus en el sitio
de la infeccion (Escalest al, 2000; Mauleet al, 2002; Riedle-Bauer, 2000; Li y Burritt,
2003; Diaz Vivancost al.,2006).

Esta tesis se baso en la hipotesis de que la eikposie plantines de tomate a altas
temperaturas incrementa su predisposicion a lasdidnes con TSWV, cuya verificacion
y el estudio de algunos aspectos fisiolégicos aslos constituyen el trabajo experimental.
Los antecedentes que sustentan cada etapa deotisia expuestos en los capitulos

pertinentes.
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HIPOTESIS
HIPOTESIS 1

La exposicion de plantines de tomate a altas tesmy@s incrementa su
predisposicion a las infecciones con TSWV, efeaie iene una duracion determinada
luego de finalizado el choque térmico.

Este aumento de predisposicidon se traducira enraonde la severidad de sintomas
sistémicos, reduccion del crecimiento y modificacide parametros productivos en
cultivares susceptibles y aumento del nimero dmres necréticas en los foliolos

inoculados en los cultivares resistentes.

HIPOTESIS 2
El &cido salicilico esta involucrado en el aumeni® susceptibilidad a TSWV
ocasionado por el estrés térmico. Genotipos defieseen la produccion de AS seran

particularmente susceptibles a la infeccién viral.

La aplicacion exdgena de acido salicilico puedéridmiir a reducir la incidencia de
TSWV en cultivos comerciales de tomate sin provadi@raciones en el crecimiento ni en

parametros productivos.

HIPOTESIS 3
Los mecanismos de defensa ante la infeccion raplantas sometidas a estrés térmico,

dependen de un incremento de especies activasgeEnoxEAOS), especificamente®i.

Genotipos deficientes en la produccion dg€f seran particularmente susceptibles a la

infeccion viral.
Las altas temperaturas inducen en el hospedanterdosn en susceptibilidad a las

infecciones, en coincidencia con incrementos eackividad de enzimas antioxidantes
(SOD y CAT).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de episodios de estrés térmicel @eriodo previo a la inoculacion de

plantines de tomate con TSWV, sobre la predisp@side los mismos a la infeccion viral

y estudiar las bases fisioldgicas de tal respuesta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO 1

Establecer un sistema experimental donde se dtexgresion de sintomas de TSWV,
alterando las condiciones ambientales de tempearatur

Evaluar la predisposicion a la infeccion con TSWieflida como incidencia,
intensidad y progreso de la enfermedad) en platieetomate susceptibles y resistentes a
tospovirus, sometidos a pretratamientos con aitgpéeatura. Estudiar las consecuencias

de este cambio de susceptibilidad sobre el crentmigparametros productivos.

Determinar cuantas horas de estrés térmico sonsag&e para modificar la

predisposicién a TSWV en cultivares de tomate resies y susceptibles a la enfermedad.

Determinar cuantas horas dura el efecto del estrésico sobre la predisposicion a

TSWV en cultivares de tomate resistentes y sudadepti
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OBJETIVO 2

Determinar los efectos de aplicaciones exdogenacidi® salicilico sobre el progreso
de la infeccién y la severidad de sintomas prodisciubr TSWV, en plantas de cultivares
de tomate resistentes y susceptibles y en genatipficientes en la produccion de AS,

pretratadas con estrés térmico.

Describir los efectos de aplicaciones exégenasi &alicilico en cultivos de tomate

sometidos a presiéon de inéculo natural.

Determinar el efecto de aplicaciones exdgenas ide &alicilico sobre el crecimiento y
la parametros productivos de cultivos comerciakesothate resistentes y susceptibles a la
infeccion por TSWV

OBJETIVO 3

Describir los efectos de aplicaciones exdgenas & Bobre la susceptibilidad a la
infeccibn por TSWV, en plantas provenientes deatn&ntos de estrés térmico de

cultivares de tomate resistentes y susceptiblesegpatogeno.

Evaluar la susceptibilidad frente a TSWV de plantdastomate deficientes en la

produccion de bD,, sometidas a estrés térmico previo a la inocutacio
Describir los efectos de los tratamientos de edéémsico y la infeccibn con TSWV

sobre la actividad de enzimas antioxidantes (S@ZAY) en hojas de cultivares de tomate

resistentes y susceptibles al patdgeno.
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CAPITULO 2

EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE LA EXPRESION DE
SINTOMAS DE “PESTE NEGRA”, EL CRECIMIENTO Y
PARAMETROS PRODUCTIVOS EN GENOTIPOS DE TOMATE
SUSCEPTIBLES Y RESISTENTES A TSWV

INTRODUCCION

La exposicion de una planta a altas temperaturasertenta su susceptibilidad a
muchos organismos patdgenos incluyendo virus (Yadwd976).Los tratamientos de
estrés térmico posteriores a la inoculacion, hardteefectos diversos dependiendo del
tiempo, de la temperatura y del momento de la agithen con respecto a la inoculacion; sin
quedar claro si el efecto ha sido en el establecitni de la infeccion inmediatamente
después de la inoculacién o en la replicaciéon wirkhslocacién subsecuentes (Goodman
et al, 1986).

Dentro de los efectos estudiadds expresion de reacciones necroticas frente a una
infeccion viral esta afectada por condiciones anthies, entre ellas la temperatura antes o
después de la infeccion (Zheagal, 2005). Kassanis (1952) obtuvo un incrementoaen |
susceptibilidad en plantas sometidas a’G6durante 6 horas a 2 dias previamente a la
inoculacion con un mayor efecto cuando el tratatoietuvo mayor duracion. Los
patosistemas estudiados fueron poroto-TNN/, glutinosaTMV, N. glutinosaTBSV,
tobacco—-TSWV. El tiempo requerido para la maximspuesta, dependié de la edad y
estado fisioldgico general de la planta, a mayadecdhas largo debi6 ser el tratamiento. El
sintoma observado fue el aumento en el nimero glenkes necréticas y el efecto fue
inverso cuando el estrés fue aplicado después dwdalacion. Kassanis interpretd sus
resultados relacionando el aumento en la predisigosicon la reducciéon de carbohidratos
ocasionada por el estrés térmico, estos datos almerentes con los obtenidos por otros
autores: mayor numero de lesiones locales en tistimteracciones hospedante virus

sombreando las plantas antes de la inoculacién dBaw Roberts (1947, 1948) y mayor
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namero de lesiones necrdticas en poroto ocasionama3 NV tanto si las plantas eran
sombreadas como si estaban iluminadas pero sendiaria concentracién de dioxido de

carbono en el ambiente luego de la inoculaciont@Mile, 1956).

Yarwood (1958), en pepino inoculado con TSWV vy sigit 20 segundos en agua
caliente a 50° C luego de la inoculacion, observdwmento en el nimero de lesiones y en
el tamafo de éstas. Igual efecto observé en pgrasgupi inoculados con TMV, TRSV,
PYBMV o AMV, este efecto se atribuy6 a dafios ocasionados gaplasicion a las altas
temperaturas sufridos por el hospedante. El eg&r@nico provocé la aparicion de
infecciones sistémicas en lugar de infeccioneddsoen las interacciones poroto-TSWV y
pepino-TMV (10-60 segundos a 50° C de 1 a 5 diegdwe la inoculacién). Yarwood
atribuyd sus resultados, a un aumento en el pagl@mésion del virus y/o en la necrosis

causada por muchas infecciones que de otra maadnabieran aparecido.

Hutton y Peak (1952), citados por Finley (1953)camtraron que en algunos
materiales resistentes, la eficiencia en desacivBB8WYV variaba considerablemente con
la temperatura y sugeria una temperatura de 32 &fpacilitar la seleccidon de fenotipos
susceptibles y resistentes.

Gonzalez y Pound, (1963), encontraron mayor nunderglantas deN. glutinosa
infectadas con CVA cuando éstas fueron mantenid&°@ antes de la inoculacion, con
respecto de aquellas mantenidas a °20y mayor concentracion de virus en los
tratamientos postinoculacion a 28 °C que a 20 P@uiero y tamafio de las lesiones a 28
°C fueron mayores que a 20 °C, este efecto fue raamco progresivamente con el
aumento de la temperatura. Para estos autoreduésthfactor ambiente mas importante,
afectando la severidad de la infeccion y el tipcsifdomas y citan experiencias de otros
investigadores (Pound y Walker, 1945), en que teentracion de CVA, fue muy alta a
28 °C, pero declind progresivamente a medida quertgeratura se redujo a 6.
También citan los resultados de (Pound y Weatli®53), en que hojas d¢. glutinosa

mantenidas a altas temperaturas, fueron mas sies infecciones iniciales de CVA.
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Otras experiencias son las de Samuel (1931) (cifamlo Kassanis, 1952) quien
encontrd, que el virus del mosaico del tabaco, ymfad lesiones cloréticas y moteados
sistematizados cuanddicotiana glutinosaera mantenida a 3&, en lugar de las lesiones
necroticas localizadas que se producian a tempasatuas bajas; por otra parte, Best
(1936 citado por Kassanis, 1952) encontré que TMWieotiana glutinosay TSWV en
Nicotiana tabacurproducian un 30 % mas de lesiones si la temperatmbiente era
elevada de 15 a 2C.

Wu et al.,(1969), sumergieron hojas de porddnéseolus vulgarijd..) en agua caliente
a 50°C durante 10 a 60 segundos y las inocularon con ;Téfi¢ontraron mayor ndmero
de lesiones y mayor tamafo de éstas, en funcida desis de calor aplicada. En este
ensayo, el tratamiento de calor luego de la in@odia retraso la reaccion hipersensible de
muerte de células infectadas y disminuyd la tasade@osicion de calosa, con una
correlacion positiva entre el tamafio de las lesiont&a deposicién de este compuesto en
las células sanas adyacentes. Estos autores tamreéntraron, que la infectividad del
virus extraido de las lesiones de las hojas eslass&ra mayor a medida que aumentaba la
dosis de estrés y concluyeron que el retraso apdecion de las necrosis y aumento de las
mismas podria aumentar la duracion de la replicagital en células estresadas con

respecto al control.

Helms y Mc Intyre, 1964, estudiaron el efecto detaso tratamientos pre y post
inoculacion (49-50 °C por 30 segundos en aguartalieen el nimero y tamafio de
lesiones en hojas de porofh@seolus vulgarig.), inoculados con TMV, razas 1y 2 y sus
respectivos acidos ribonucleicos, encontrando guelacion entre el nimero de lesiones
de las hojas tratadas y el testigo fue mayor que lBn todos los casos el calor aumento el
tamafio de las lesiones, los cambios en niumero wnftande éstas variaron segun el
in6culo. Segun estos autores, las células somedidesdrés térmico pasaban por distintos
estados fisioldgicos, reconocibles por una capdcdiferencial para soportar el inicio y
desarrollo de una infeccion viral. Tu (198%)contré que existe un rol de la temperatura
post inoculacion en el desarrollo de necrosis oocasia en poroto por BYMV, el
porcentaje de plantas que desarrollaron sintomasg@ncentracion viral aumenté de 16 a
24°C pero disminuy6 de 24 a 28.
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En los trabajos citados anteriormente, la duradigrtratamiento de altas temperaturas,
que aumentd la susceptibilidad fue variable,a4 @i 36'C (Kassanis, 1952) o un segundo
a 55°C (Yarwood, 1956). En cuanto a la duracién de pedisposicion ocasionada por
altas temperaturas, ésta varié de 15 minutos estqma 10C (Panzer, 1958), 3 dias en la
misma especie expuesta 10 segundos€J¥arwood, 1956) e inoculada con el virus del
mosaico del tabaco, hasta 24 dias en cafia de aXjmaesta al calor e inoculada con el

virus del mosaico de la cafa de azucar (Benda,)18xlbs citados por Yarwood (1976).

Experiencias mas recientes confirman los resultaddenidos en décadas pasadas.
Plantas de tabaco resistentes, inoculadas con Té&drobllaron infecciones sistémicas a
32 °C, con fallas en la acumulacion de PR-1. Esta gérde la capacidad de desarrollar
RH a altas temperaturas, fue asociada a una bajmutacion de acido salicilico.
Aplicando éste ultimo en forma exdégena a las hg@#dujo la sintesis de PR-1 a 24 y 32
°C (Raskin, 1992).

Valkonen y Watanabe (1999), encontraron que elbdgeresistencia al virus del mosaico
de pepino (CMV) en papa ho se expresa a 28 °Ca\l8i°C. Este gen estaria relacionado
con la falta de un factor en el hospedante, redaegpara que exista una interaccion
compatible que permita el transporte a larga dewliga del virus, o a la imposibilidad de
CMV de suprimir eficientemente los mecanismos tesiamiento génico en papa. Segun
estos autores algunos genotipos de papa que expeegen dominante de resistencia a
PVY, pierden esta condicion a altas temperatursimskdatos coinciden con los de Moury
et al. (1998), quienes observaron que la resistenciaVe@\l 8onferida por el gen Tsw en

pimiento es menos estable a 32 °C que a 22 °C.

La alteracién en la expresion de sintomas sist&nfoe estudiada por Brakke y
Samson (1981), estos autores encontraron queabefe las altas temperaturas alteraba
de manera diferencial la interaccion planta-patog&sMV que WSMV. Mientras que el
cultivo era mas susceptible a BSMV si las plantas enantenidas a 2& en lugar de 35
°C luego de la inoculacion, algunas lineas eran sn&septibles a WSMV a mayores

temperaturas, mientras que para algunas lineaabia Hiferencia.
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En otras interacciones planta patdgeno compatiBlekeret al., (1998), encontraron
una interaccion significativa entre la edad delpeosinte y el régimen de temperatura, con
una mayor susceptibilidad a regimenes de 30/18di@noche) que 25/18, en poblaciones
de Capsicum chinenseesistentes a TSWV. Llamas-Llamas al, (1998), observaron
mayor severidad de sintomas en plantadlidetiana tabacunctv. White Burley,Datura
stramoniumy Physalis ixocarpanantenidas a alta temperatura e inoculadas con TSWV
Estos autores obtuvieron en tabaco, mayor acundulat® virus en distintos tejidos de la
planta, para el tratamiento con altas temperatgadgp en las hojas inoculadas, donde la

concentracion fue mayor a bajas temperaturas.

Diaz-Pérezet al, (2007), estudiaron el efecto de la temperatadicular sobre la
expresion de sintomas de TSWV y el crecimiento ndiraiento en tomate inoculado
artificialmente o sometido a infeccion natural.dste trabajo el peso de la biomasa aérea y
el rendimiento fueron mayores cuanto mayor tienggoplantas se mantuvieron libres del
patdgeno bajo los dos sistemas de inoculacidneytieshpo fue mayor en los tratamientos
gue lograron mantener menor temperatura radictil&zamdo distintos colores de mulch.
Dado que el color del mulch afecta a la poblaciéinvdctor que puede verse atraida hacia
el cultivo en menor o mayor medida, es dificil stedrabajo separar este efecto aunque
las plantas inoculadas artificialmente respondiedenla misma manera que aquellas

sometidas a in6culo natural.

Los antecedentes detallados anteriormente sobre ausnéateusceptibilidad a virosis
ocasionada por la exposicion del hospedante a ttaperaturas, permiten formular la
hipétesis de que el estrés térmico provoca camdmofa fisiologia del hospedante que
facilita el desarrollo de enfermedades de origesl MParticularmente en el caso del cultivo
de tomate, la exposicion del cultivo a altas terafpgas en la etapa de plantin podria
incrementar su predisposicion al tospovirus TSW\AI® que dentro de los sintomas
sistémicos ocasionados por este patdégeno se ermualteraciones en la altura de las
plantas y formas de los frutos, es de esperar guebserven asociados al aumento de

susceptibilidad por estrés térmico, cambios enrpeii®s de crecimiento y de produccion.
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HIPOTESIS

La exposicion de plantines de tomate a altas tesyr@s incrementa su predisposicion
a las infecciones con TSWYV, efecto que tiene uneadidn determinada luego de

finalizado el choque térmico.

Este aumento de predisposicion se traducira en r@onge la severidad de sintomas
sistémicos, reduccion del crecimiento y modificacide parametros productivos en
cultivares susceptibles y aumento del nimero dmres necréticas en los foliolos

inoculados en los cultivares resistentes.

OBJETIVOS

Establecer un sistema experimental donde se ddtergresion de sintomas de TSWV,

alterando las condiciones ambientales de tempearatur

Evaluar la predisposicion a la infeccion con TSWmelida como incidencia,
intensidad y progreso de la enfermedad) en plantieetomate susceptibles y resistentes a
tospovirus, sometidos a pretratamientos con aitgpéeatura. Estudiar las consecuencias

de este cambio de susceptibilidad sobre el crentmigpardmetros productivos.

Determinar cuantas horas de estrés térmico sonsae&e para modificar la

predisposicion a TSWV en cultivares de tomate rexsiss y susceptibles a la enfermedad.

Determinar cuantas horas dura el efecto del estrésico sobre la predisposicion a

TSWV en cultivares de tomate resistentes y suduepti
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES GENETICOS UTILIZADOS

Para las experiencias, se utilizaron dos hibridosetciales de tomate, ya probados en
diferentes épocas de cultivo y condiciones de noari@pl, heterocigota para el gen Swb
gue confiere resistencia a tospovirus y Bonanzs;eqiible, ambos con similar estructura
de planta y tipo de fruto (habito de crecimientdeiterminado, fruto redondo de firmeza
estructural)(Mitidieriet al., 1996b, 2001)

ESTABLECIMIENTO DEL SISTEMA EXPERIMENTAL

Obtencién de plantines

Previamente a la germinacion se realiz6é un trataimia las semillas con 1.5 % HCL
durante 24 h para prevenir la presencia de TM\A#s de la pulpa (Cérdokaal, 1991).
Se realiz6 la siembra en bandejas de termoforng&@odq/celda) sobre un sustrato estéril a
base de una mezcla de una parte de turba, unalda peina de tierra que fue regado con
solucion nutritiva de Hoagland. El sustrato se mmamta capacidad de campo. Los
plantines se obtuvieron bajo condiciones contraagta camara de crecimiento, con una
temperatura de 2% y un fotoperiodo de 16 horas de luz a 52000rhediante lamparas

de vapor de sodio de alta presion de 400 watts.

Preparacion del inéculo

Se utilizé una cepa standard de TSWYV, proporcionpdael Ing. Elvio Biderbost, que
fue mantenida a -7%C en freezer y multiplicada sobre plantas sanasidetiana rustica
mantenidas en invernadero. El indculo se prepan@éenuo (1/10 peso/volumen de buffer
extraccidén) hojas jévenes ddicotiana rusticacon sintomas visibles de TSWV en un
mortero enfriado y mantenido sobre hielo (Fig. @)1El medio de extraccion fue 0.01 M
buffer fosfato pH 7.0 con 0.01 M sulfito de sodibas hojas fueron inoculadas
mecanicamente frotando el extracto sobre la sujpedie hojas previamente espolvoreadas
con Carborundum 400-mesh (Cérdaal, 1991).
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Aplicacion de los tratamientos de estrés térmico

Los tratamientos de estrés se aplicaron cuandoplastines tuvieron 3-4 hojas
verdaderas expandidas. Para la aplicacion dehiratdo de estrés térmico se construyeron
dos camaras donde las altas temperaturaS@}Ose generaron mediante un sistema de
resistencias eléctricas, regulado con un termogkaesanis, 1952 y Helms y Mc Intyre,
1964)(Fig 2.1.y 2.2 Ay B). Las dos camaras fiectm la misma luminosidad durante un
fotoperiodo de 16 horas de luz mediante lamparasper de sodio de alta presion de 400
watts como se mencioné arriba. El sustrato de lerstipes fue mantenido a capacidad de

campo a lo largo de todas las experiencias.

Las plantas se inocularon, una vez transcurridpeslodo de estrés y cuando la
temperatura de las hojas de plantas tratadas vafveeigualarse a las del control. Para los
experimentos de dosis de estrés se sometié adatapla 40C durante 1, 4, 8 y 24 horas
antes de la inoculacion. Para evaluar la duraciéh efecto del estrés térmico las
inoculaciones se realizaron 1, 4, 8 y 24 horasutese finalizado el tratamiento de estrés

térmico.

Las temperaturas foliares fueron medidas con sessatheridos al limbo de la hoja,
éstos y los sensores ambientales fueron conectadosadquisidor de datos de canales

analdgicos, tomandose registros durante las 24 ligrauracion de los tratamientos.

DETERMINACION DEL CONTENIDO RELATIVO DE AGUA

En todos los experimentos, previamente a la inc@iase evalué el contenido relativo
de agua (CRA). Para eso se tomo el peso fresco fididbos por tratamiento (PF),
inmediatamente de finalizados los tratamientos sieé® y el peso saturado 24 horas
después de mantenerlos en contacto con agua eas lwsméticas de polietileno (PSat).
Posteriormente se secaron en estufa ®C6durante 2 dias consecutivos y se tomd el peso
seco de cada uno (PS). El CRA se calcul6 seglguaste formula:
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CRA = (PF — PSat)/(PSat — PS) x 100

Esta metodologia se utilizé para controlar queplastas no sufrieran déficit hidrico al

momento de la inoculacion.

VARIABLES DE RESPUESTA

Incidencia e intensidad de la enfermedad

La manifestacion de la enfermedad se evalu6 dufidntiias a partir de la inoculacion,
manteniendo las plantas en condiciones controlddasmperatura (2%). En el hibrido
susceptible se evalué incidencia (como el porcerttajplantas con sintomas) y severidad
(Fig 2.2 D). Esta ultima variable se cuantificodiendo el desarrollo de sintomas segun
una escala visual (Cérdols al, 1991) asignando valores del 0 al 10 donde 0 = sin
sintomas, 1= ligera decoloracion de las nervademadsas hojas cercanas al apice, 3= 30 %
de la planta mostrando epinastia y/o cambios eoll@acion de las hojas y nervaduras, 5
= plantas con un 50 % de altura con respecto ijeesano y mostrando epinastia y/o
cambios en la coloracién de las hojas y nervademnasl 50 % de sus hojas y tallos, 7=
plantas con un 75 % de altura con respecto algtesano y mostrando epinastia y/o
cambios en la coloraciéon de las hojas y nervademasl 75 % de sus hojas y tallos y 10=

muerta.
En el hibrido resistente se cont6 el nUmero demes necréticas por foliolo inoculado

y el tamafio de las mismas (Fig 2.2 E y F), ya quaeobservaron sintomas sistémicos

como respuesta a la inoculacion.
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Progreso de la enfermedad

El progreso de la enfermedad se calculé6 como apald curva de enfermedad segun

la siguiente ecuacion, adaptada a partir de ladt@mie Shaner y Finney (1977):

Area bajo la curva 22 " izy(X ;.1 + X)(t .1 — §)/2,
donde X= valor de severidad segun escala * £8, el tiempo desde la inoculacion hasta
la observacion iésimaryes el nimero de observaciones.

Esta variable, al integrar los valores de severig@dmite analizar los efectos de los

tratamientos sobre el progreso de la enfermeda&d lerspedante.

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO

Los diagndsticos mediante la prueba serolégica BRAA (Clark y Adams, 1977)
fueron realizados en el INTA San Pedro y en elitltst de Fitopatologia y Fisiologia
Vegetal del INTA Cordoba vy, utilizando antisueronta TSWYV, producido en dicho
instituto. Las diferencias de concentracion viral estimaron a partir del valor de
absorbancia a 410 nm, medida en el test de ELISAlKet al, 2002). La planta fue
considerada ELISA + cuando el nivel de absorbaaea0 nm fue superior a la del punto
critico (calculado como la media de la absorbaacld0 nm de los 6 testigos sanos mas 3
veces el desvio).

EVALUACION DEL CRECIMIENTO

Se midid la altura de la base al apice de las qdaat los 5, 10 y 15 dias de la
inoculacion, se calculé la tasa de crecimientotisgacomo: TCR = (cm/dia)/altura final,
para el periodo evaluadba materia seca por planta se evalué secando taasi® de cada
planta en estufa a 6& durante 48 horas.

EVALUACION DE PARAMETROS PRODUCTIVOS

Entre los 15 y 20 dias de la inoculacion las pestatransplantaron, en un invernadero
metdlico (9 x 18), sin ventana cenital y con malti-insectos (15 x 15 hilos por cm) en
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las aberturas, el marco de plantacién fue de sulobkes a 50 cm entre surcos, 1 metro de
calle entre ellos y una distancia entre planta®.dem (Fig 2.3 A, B y C). Se realizaron
aplicaciones preventivas para el control de tags formetanato (200 g/hl), para evitar
inoculaciones naturales, las plantas se mantuvibasta el final de la cosecha, para
obtener datos relativos a la producciéon. La p@pan del suelo, se realizé a base de
arado de reja y cincel, se agregd cama de pollma@mmienda organica, a razon de 4 kg
m2, que fue incorporado con sucesivas pasadastdeuliivador. Durante el cultivo se
suministr0 semanalmente, fertilizantes solublesagés del riego por goteo, a base de
nitrato de calcio, nitrato de potasio, triple 1Suffato de magnesio, en total se aplicaron
167.23 kg N/ha, 66.5 kg/P/ha, 315.58 kg K/ha, 3Xkg¢8Ca/ha y 53.57 kg Mg/ha. Se
realizaron cosechas semanales de los frutos etloedégamadurez comercial, se evaluo el
peso total, peso de frutos comerciales grandese (200 g), medianos (200 — 150 g) y

pequefio (150 — 100 g) y las causas de descarfgepaefio (< 100 g), deforme y virésico.

DISENO ESTADISTICO Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Para los tratamientos en condiciones controladata experimento se repitid 3 veces,
con 10 plantas por tratamiento y por repeticionm®straran en este capitulo las medias de
uno de los experimentos, en el anexo | quedantradas los andlisis de variancias para
cada repeticion. Una vez aplicados los tratamierdesplantas se distribuyeron en un

disefio completamente aleatorizado.
Luego de verificar la normalidad de las variabtesyealiz6 el andlisis de la variancia,

mediante el procedimiento GLM, del paquete estadiSAS (SAS Institute, 1993). Las

diferencias entre medias fueron analizadas medeanést de rangos multiples de Duncan.
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TRATAMIENTO ANTES DE LA

INOCULACION

ESTRES TERMICO

Materiales genéticos

Susceptible a TSWV: Bonanza

Lesiones ;
locales 5

Resistente a TSWV: Gol,
portador del gen S sws

EVALUACION SINTOMAS

INOCULACION
CON TSWV

Sintomas
sistémicos

Figura 2. 1 Esquema del sistema
experimental desarrollado.

Los tratamientos de estrés se
aplicaron antes de la inoculacion

con una cepa de TSWV. Para
los experimentos de dosis de
estrés se sometio a las plantas a
40°C durante 1, 4, 8 y 24 horas

antes de la inoculacion.

Para evaluar la duracion del

efecto del estrés térmico las

inoculaciones se realizaron 1, 4,
8 y 24 horas después de
finalizado el tratamiento d

estrés térmico. En el hibrid

susceptible se evaluargn
sintomas sistémicos y en gl
resistente, lesiones locales.
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Figura 2.2 Evaluacién de sintomas de TSWA/.Los tratamientos d¢
estrés térmico se aplicaron con un sistema ddensias eléctricaB. Las
evaluaciones se realizaron en condiciones contisla@ Sintomas
ocasionados por TSWV en hojas Hécotiana rustica D Sintomas
ocasionados por TSWV en el hibrido susceptibleaBaa inoculadas

mantenidas bajo condiciones controladad.esiones locales en foliolgs

inoculados del hibrido resistente a TSWV Gol enntaa control.F
Lesiones locales en foliolos inoculados del hibrekistente a TSWV Ga|
en plantas con tratamiento de estrés térmico peeladnoculacion
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Figura 2.3 Evaluacion d

parametros productivos.

A y B Para evaluar
rendimiento las planta
inoculadas fueron
transplantadas en u
invernadero  con  mall
antitrips en las abertura€

Sintomas de “peste negrj
en frutos de plantas de
hibrido Bonanza inoculada
con una cepa de TSWV

transplantadas en u
invernadero para evalug
rendimiento

1%

o




oC

RESULTADOS

EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE LA TEMPERATURA DE H OJA Y EL
CONTENIDO RELATIVO DE AGUA EN LOS HIBRIDOS RESISTEN TE Y
SUSCEPTIBLE A TSWV

En las figuras 2.4 y 2.5 se observan los cambios éemperatura foliar asi como el

contenido relativo de agua medido antes y luegéinddizado los tratamientos de estrés,

durante la puesta a punto del sistema experimental.

A Hibrido Bonanza
40 cd *
* *
30 - e m— e — e, -
[ — \
»0 | N
el C ONtro
10 .
—a = Estrés
o]
1E 18 horas 22 horas INOC 18 horas
DIE DIE DINOC
Hibrido Gol
B
40 — * * *
* * *
30 - e = a
- = ‘\
20
e CONtro
10 i
= = Esfrés
0
IE 18 horas 22 horas INOC 18 horas
DIE DIE DINOC

Figura 2.4 Temperatura de
hoja a una hora (IE), a 18 y
22 horas de iniciado el
estrés (DIE), al momento de
inocular (INOC) y 18 horas
después de inocular eA
Hibrido Bonanza y B
Hibrido Gol.

Estrés = Plantas sometidas a
40°C durante 24 hs. Control
= Plantas sometidas a 25.

**  Diferencias altamente
significativas (P < 1 %)
entre plantas estresadas y
control.
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Figura 2.5 Contenido relativo de agua despuésndéiZado el tratamiento de
estrés (24 horas a 40) para los hibridos Gol y Bonanza.

Durante los tratamientos de estrés de 24 horas’@ 48 temperatura foliar no superé
los 35°C (Figura 2.4 A, B), mientras que en las plantagtrob se mantuvo alrededor de
los 25°C, estas temperaturas se diferenciaron signifizatente (P <1%) a inicios del
estrés y a 18 y 22 horas de iniciado el mismoe8ibargo, al momento de la inoculacion,
las plantas sometidas a estrés térmico y las pglacaatrol no diferian en temperatura
foliar.

El contenido relativo de agua en plantas sometdastrés térmico y control fue similar

al momento de la inoculacién (Figura 2.5), indicaade las plantas tratadas no estaban en

condiciones de déficit hidrico en ese momento.
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EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE EL CRECIMIENTO EN L OS
HIBRIDOS RESISTENTE Y SUSCEPTIBLE A TSWV

En las tablas 2.1 y 2.2 se observan las mediasghara, materia seca y tasa relativa de

crecimiento a los 5 dias de los tratamientos.

Tabla 2.1 Altura (cm) a los 15 dias de la inocdlacimateria seca total por planta
(g/planta) y tasa relativa de crecimiento (cm/dit)fa final). Hibrido Bonanza,
susceptible a TSWV.

ALT (cm) MS (g/planta) TRC
(cm/dia)/altura

final)
Control Sanas 23.00 £ 0.80 A 9.46+1.10 A 0.0620603 A
Estrés Sanas 2144 +1.25 A 5.40 +0.60|B 0.050830A
Control + Virus 17.68+0.62 B 246 +0.17C 0.040.002 B
Estrés + Virus 13.81+0.84C 151+026C 0.03rE03 C

Estrés= plantas inoculadas después de finalizattatemiento de estrés (24 hs a°@), Virus= plantas inoculadas
con una cepa de TSWV, Control = plantas mantenid@&°&, Sanas= plantas no inoculadas, ALT15= altura 4%os

dias de la inoculacién, MS= materia seca total gdanta, TRC= tasa relativa de crecimient@ms resultados son
medias de uno de los ensayos.

En el hibrido susceptible Bonanza, no se observé@faato consistente del estrés
térmico sobre la altura y la tasa de crecimientdasnplantas sanas, aunque las medias
fueron levemente menores para las plantas estesdéila observaron diferencias
significativas entre plantas estresadas y contaoh el total de materia seca por planta
(Tabla 2.1, Ver Anexo Tabla 2.1). Como se vera mdalante estas diferencias, no se

tradujeron en modificaciones en el rendimientoldatas sanas.

Las plantas inoculadas luego del estrés mostraeroras valores de altura a los 15
dias de la inoculacién, que las plantas inoculattagstrés y que las plantas sanas con y
sin estrés (Tabla 2.1 Ver Anexo Tabla 2.1). La tds crecimiento relativa también fue

menor en estas plantas (Tabla 2.1 Ver Anexo Talila En cuanto a la materia seca total
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por planta, las plantas sanas se diferenciarondieitaamente de las inoculadas
(P<1%)(Ver Anexo Tabla 2.3).

Tabla 2.2 Altura (cm) a los 15 dias de la inoculacién, mateseca total por planta
(g/planta) y tasa relativa de crecimiento (cm/dig)fa final). Hibrido Gol resistente a

TSWV.

ALT (cm) MS (g/planta) TRC (cm/dia)/altura
final)
Control Sanas 34.00 £ 2.45 6.46 + 0.52 0.19 + 0.021
Estrés Sanas 32.40 £ 2.07 5.67 £+ 0.52 0.19 £ 0.006
Control + Virus 33.00 £ 4.24 599+ 1.14 0.19 +@R0
Estrés + Virus 33.75 £ 2.87 4.64 £ 0.58 0.19 £6.00

Estrés= plantas inoculadas después de finalizantatamiento de estrés (24 hs a°@), Virus= plantas inoculadas con
una cepa de TSWV, Control = plantas mantenidas“€25anas= plantas no inoculadas, ALT15= altura 4%odias de

la inoculacion, MS= materia seca total por plaftRC= tasa relativa de crecimient®e muestran medias de una
repeticion.

Al igual que en el hibrido Bonanza, en el hibridol @ tratamiento de estrés no
provocé modificaciones en distintos parametros meimiento evaluados, pero en este
caso no se observaron diferencias en plantasladasicomo se vera mas adelante (Tabla
2.2 Ver Anexo Tabla 2.5). En cuanto a la materizag®tal por planta, las plantas no

inoculadas mostraron mayores valores (Tabla 2.28exo Tabla 2.5).
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Severidad

EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE LA EXPRESION DE SINTOMAS DE
TSWV EN LOS HIBRIDOS RESISTENTE Y SUSCEPTIBLE A TSWV

En la figura 2.6 se puede observar la evolucidlogsintomas sistémicos en el hibrido
susceptible Bonanza, asi como los dias hasta #pade sintomas. En la tabla 2.3 se
observan los resultados de los tests de ELISA ddsaios sobre foliolos inoculados y

apicales.

8 r : 8
Control
6 | |= ® =Estrés 'l B} . s
¢ 3 Il
'y \

2 w - AT 5 & &

* I Estrés Control
oL %

6 7 8 10 11 13

Dias desde la inoculacién

Figura 2.6 Severidad de sintomas sistémicos (irtpliey dias hasta aparicion de sintomas
(derecha) en plantas sometidas a estrés (24 &d@iC) antes de la inoculacion y control.
Hibrido Bonanza susceptible a TSWV. Se muestranaset una repeticion.

Tratamientos antes de la inoculacion con TSWV;&str Plantas sometidas a®@durante 24 hs. Control = Plantas
sometidas a 2%C. Plantas inoculadas una hora después de fidaliel estrés térmico. ** = Significativo con P<D0=
Significativo con P<0.05.

Tabla 2.3 Resultados del test de ELISA para TSWM«Pen el foliolo inoculado y foliolo
apical de plantas del hibrido Bonapaaliversos tiempos desde la inoculacion

INOC 5 API 5 API 10
Control 0.943+0.11 0.115+0.02 1.819 + 0.06
Estrés 1.275 + 0.06 0.202 £ 0.03 1.795 £ 0.08

INOC5= foliolo inoculado a los 5 dias de la inocidac, API5 y API10= foliolo apical a los 5 y 10 dide la inoculacion.
Se muestran las medias de una repeticion.

En el hibrido susceptible Bonanza, las plantas 8dasa estrés térmico (24 horas a 40
°C) antes de la inoculacion manifestaron sintomstgrsicos mas severos (Figura 2.6),

estas diferencias fueron estadisticamente sigtifacsa (P< 1%) al final de la evaluacién
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Lesiones/foliolo

W
o

20

(12 a 13 dias de la inoculacion) (Ver Anexo Tabl®).2Las plantas estresadas
manifestaron los sintomas antes que las contrajuf&i 2.6). Se observd mayor
concentracion viral (estimada a partir de la alkeocta medida en el test de ELISA) en el
foliolo inoculado a los 5 dias de la inoculaciom esta ultima la diferencia fue
estadisticamente significativa (P< 5%)( Tabla ¥&r)Anexo Tabla 2.3).

En la figura 2.7 se puede observar la evolucioriadaparicion de lesiones locales
hibrido resistente Gol. En la tabla 2.4 se exprdsarresultados de los tests de ELISA

desarrollados sobre foliolos inoculados.

Figura 2.7 Efecto del estrés
térmico antes de la
. _{_ _ _%_ - _{ inoculacion. Lesiones locales
. - = -{‘ - por foliolo inoculado a

. % distintos dias de la
{» inoculacion. Hibrido Gol,

10 L resistente a TSWV. Se

]— muestran medias de una

repeticion.

T Tratamientos antes de la inoculacién

con TSWV; Estrés = Plantas sometidas
4 5 6 9 10 13 a 40°C durante 24 hs. Control = Plantas
; sometidas a 2%C. Plantas inoculadas

Dias una hora después de finalizado el estrés

térmico. ** = Significativo con P<0.01,

* = Significativo con P<0.05.

Tabla 2.4 Resultados del test de ELISA para TSWY;jAen el foliolo inoculado del
hibrido Gol.

Control 0.106 + 0.005

Estrés 0.202 +0.013

Estrés= plantas inoculadas después de finaliZadatamiento de estrés (24 hs a°@), Control = plantas mantenidas
a 25°C. Se muestran medias de una repeticion.

En el hibrido resistente Gol no se observaron siato sistémicos luego de la
inoculacion, las plantas sometidas a estrés tériamtes de la inoculacidon manifestaron
mayor numero de lesiones locales en los foliolosutados (Figura 2.7). Estas diferencias
fueron estadisticamente significativas a los 4F6<(1 %) y 11-13 (P< 5 %) dias de la
inoculacion. (Ver Anexo Tabla 2.6). Las plantagesstidas mostraron mayor numero de

foliolos inoculados muertos (P < 1 %)(Ver Anexo [@al2.6). Se observé mayor
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concentracién viral (estimada a partir de la aleocta medida en el test de ELISA) en el
foliolo inoculado a los 5 dias de la inoculaciéstas diferencias fueron estadisticamente

significativas. (Tabla 2.4, Ver Anexo Tabla 2.7).

EFECTO DEL ESTRES TERMICO Y LA INOCULACION CON TSWV SOBRE
PARAMETROS PRODUCTIVOS EN EL HIBRIDO SUSCEPTIBLE A TSWV

En la figura 2.8 se observan los resultados detritamientos sobre parametros

productivos
— B
CJRendimento =8 Descarte A 0
1
8 a a 80 Rajado
a 51 N Deforme
g 6 1 60 O Pequefio
= = B Virdsico
(_g- 4 I b 1 40 § X 50
>
~ 2 1 20 25 +
0 0 0
Control - Estrés C(.)ntrolES'Fres * Control ~ Estrés Control HEstrés +
Figura 2.8 Rendimiento y descarte total (A),
causas de descarte (B) y categorias de fruto
B Chico O Mediano| ¢ comercial (C) para plantas inoculadas con y
W Grande sin estrés antes deiteoculacion. Hibrido
100% Bonanza, susceptible a TSWV. Se muestran
medias de una repeticion.
75% r
Medias con letras iguales no se diferencian estealisente
50% [ al 5 % para el test de comparacién de medias restigpe
Duncan. Estrés= plantas inoculadas después dedida
2504 el tratamiento de estrés (24 hs a°@). Virus= Plantas
inoculadas mecanicamente con una cepa de TSWV,
0% Control = plantas mantenidas a %5 Sanas= plantas

no inoculadas. TOTAL = rendimiento total por

Control Estrés ControlEstrés planta, DESCARTE = porcentaje total de descarte,
+ Virus + Virus CHICO = frutos entre 100 - 150 g, MEDIANO =

frutos entre 150 — 200 g y GRANDE= frutos > 200 g.

Las plantas inoculadas después del estrés mostnaeaor rendimiento total (Figura

2.8) y mayor porcentaje de descarte total con ptgelas inoculadas sin estrés, (P< 5%)
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siendo los frutos virésicos la mayor causa de dtes¢higura 2.8) (Ver Anexo Tabla 2.4).

Los frutos comerciales de las plantas estresadas da la inoculacién presentaron mayor
porcentaje de frutos comerciales pequeios (P <(¥&¥)Anexo Tabla 2.4). En las plantas
sanas, no se observaron diferencias en cuanto salarde total y sus causas como

consecuencia del estrés aplicado.
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DETERMINACION DE LAS HORAS DE ESTRES TERMICO NECESA RIAS
PARA MODIFICAR LA PREDISPOSICION A TSWV EN LOS HIBR IDOS
RESISTENTE Y SUSCEPTIBLE A TSWV

Se realizaron experimentos para determinar cudioias de estrés térmico previas a la
inoculacion, son necesarias para modificar la ppediicion a TSWV, en cultivares de
tomate resistentes y susceptibles a la enfermé&atald figura 2.9 se observa el efecto de la
aplicacion de distintas horas de estrés termicoedalexpresion de sintomas sistémicos de

TSWV en el hibrido susceptible Bonanza.

C3SINS Figura 2.9 Efecto de distintas
—#=DIAS horas de estrés térmico antes

03 12 de la inoculacion.
B ool 19 Arriba: severidad de
= | ¢ & sintomas sistémicos en el
® 01 O  hibrido susceptible a 5 dias de
n ﬁ_l dEI 13 la inoculacién y dias desde la
0 0 inoculacion hasta aparicion de
Control 1 4 8 24 sintomas.
A Abajo: area bajo la curva de
Horas de estrés témico
progreso de la enfermedad.
= 160 Hibrido Bonanza susceptible a
S 120 TSWV.
o L
g % Se muestran medias de una
g 40 4% repeticion.
< 0 Plantas inoculadas después de 1, 4, 8 y

24 horas de estrés (4Q) y control (25

24 °C). Area bajo la curva de progreso de la
enfermedad = se calculé segun una
ecuacion que utliza los valores de
severidad tomados durante los 15 dias
posteriores a la inoculacion.

o)

Control 1 4

Horas de estrés térmico

En el hibrido susceptible la mayor predisposiciénobservo a partir de 1 hora de
aplicacion del estrés, este efecto se manifest@a@umento en la severidad de sintomas
sistémicos a los 5 dias de la inoculacion y maywedsres de area bajo la curva de la

enfermedad (Figura 2.9).
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Los datos obtenidos indican que el estrés térrafeotd la respuesta temprana de la
planta luego de la inoculacion con TSWV y esto smifestd luego en el progreso de la
enfermedad. El analisis de variancia general, mostiferencias estadisticamente
significativas (P< 1 %) para severidad de sintom#&ss 5 dias de la inoculacion y area
bajo la curva de la enfermedad y para dias hastacam de sintomas (P < 5%) (Ver
Anexo Tablas 2.8.1y 2.8.2).

En la figura 2.10 se observa el efecto de la aplicade distintas horas de estrés

térmico sobre la expresion de lesiones localeshi®ido resistente Gol asi como los

resultados de los tests de ELISA realizados sabi@ds inoculados y apicales.

45



5
o 4T
S c 3| |BDIAVS5
wn
@ €2 [ODIAM 15
1 .
:
Control 1 4 8 24
o Control 1 4 8 24
Horas de estrés térmico
Horas de estrés térmico
C D
| 3pias  —a—FoL
20
15 80
g0 | C33INOC 5| [T
160 C3APIS
» 10 | —a—AP| 15
&8 140 8 1108
o 5 © 40 |
1 20
0 0 0 0
Control 1 4 8 24 Control 1 4 8 24
Horas de estrés térmico Horas de estrés térmico

Fig 2.10 Efecto de distintas horas de estrés té&raites de la inoculacioi Lesiones
locales por foliolo inoculad® Didmetro de las misma§. Dias desde la inoculacion hasta
aparicion de lesiones locales y porcentaje delédicon lesionesD. Efecto de distintas
horas de estrés térmico antes de la inoculacidiceRtaje de ELISA positivos en el foliolo
inoculado (INOC 5) y apical (API 5y 15). Hibridml3esistente a TSWV. Se muestran las
medias de una repeticion.

Plantas inoculadas después de 1, 4, 8 y 24 horastdss térmico (48C) y control ( 25°C). Hibrido resistente Gol.
Medias con letras iguales no difieren entre si%l paa el test de medias multiples de Dun

En el hibrido resistente el efecto predisponenteesieés térmico, se observé a partir
de 4 horas de aplicado el mismo. Esto se evidec@wmo mayor nimero de lesiones
locales y diametro de las mismas en el foliolo ut@do, asi como mayor concentracion
viral en el foliolo inoculado a los 5 dias de ladualacién. No se observaron sintomas
sistémicos en ningun caso. Las lesiones localesnzdidas se interpretaron como areas de
tejido necrosadas, como respuesta del gen deemsmstdel hospedante a la infeccion
viral. EI mayor numero y diametro de las mismas,casmo la deteccién del patdgeno a
través del test de ELISA, serian producto de uasatren la capacidad del tejido del
hospedante de manifestar estas reacciones deenesas(Figura 2.10) (Ver Anexo Tablas
2.9.1,2.9.2 y2.10).
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DURACION DEL EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE LA
PREDISPOSICION A TSWV EN LOS HIBRIDOS RESISTENTE Y
SUSCEPTIBLE

Para determinar la duracion del efecto predispenanTSWV que provoca el estrés
térmico, se utilizo la dosis de estrés térmicot{@das a 40C), que mas efecto tuvo sobre
la susceptibilidad a TSWV en ambos cultivares.&figura 2.11 se observa los resultados
de los tratamientos sobre la manifestacion de miasosistémicos de TSWV en el hibrido

Bonanza susceptible a TSWV.

CSING6  —a—DIAS Figura 2.11 Duracion del
0.16 20 efecto del estrés térmico.
ie]
e 012 ¢ » Ariba: severidad de
g 008 1105 sintomas sistémicos a los 6
® 0,04 | d] d] dias de la inoculacién y dias
0 0 hasta aparicion de sintomas
Control 1 4 8 24 . .
Abajo: Area bajo la curva
Horas después del estrés térmico de progreso de la
enfermedad.
£ 300 o
S a Hibrido Bonanza
© 200 | o susceptible a .TSWV.Se
o b muestran medias de una
S 100 b % b repeticion.
: | 7
[«B)
< 0 @ Plantas inoculadas 1, 4, 8 y 24 horas
Control 1 4 8 24 después de finalizado el estrés
térmico (24 horas a 4%C) y control
Horas después del estrés térmico (25°C).

En el cv Bonanza, las plantas inoculadas 1 y 4shdespués de finalizado el estrés
manifestaron sintomas sistémicos mas severos Blgs6 dias de la inoculacion (Figura
2.11) y mayores valores de area bajo la curva denfarmedad. (Figura 2.11). Estas
diferencias fueron estadisticamente significatifs 1%) para la variable area bajo la
curva de progreso de la enfermedad (Ver Anexo Taldla), se observé un adelanto en la
aparicion de sintomas sistémicos en plantas indasld hora después del tratamiento de
estrés (P < 1 %) (Figura 2.11, Ver Anexo TablaR.11
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Dias

En la figura 2.12 se observa los resultados ddré&damientos sobre la aparicion de

lesiones locales en el hibrido resistente Gol.

A B
15 a 4
OLES 5 ® DIAM 5
1 L
LES 17 E ol ODIAM 17
o5+ b
’ b b b I—l
0 B o
Control 1 4 8 24 Control 1 4 8 24
Horas después del estrés Horas después del estrés térmico
C Fig 2.12 Duracion del efecto del estrés
60 térmico. A Lesiones locales por foliolo
20 | CDIAS inoculado.B Diametro de las mismas€.

a . . g .
r —arFoL 1 |40 Dias hasta_aparlmon, de lesiones Ipcales
T T y porcentaje de foliolos con lesiones
10 | (abajo). Hibrido Gol resistente a TSWV.
h I h | 20 Se muestran medias de una repeticion.
h
I-I-l Plantas inoculadas después de 1, 4, 8 y 24 horas de

estrés térmico (46C) y control (25°C). Medias con
Control 1 4 8 24 letras iguales no difieren entre si al 5 % partes!de

medias multiples de Duncan

—

%

Horas después del estrés térmico

En este hibrido las plantas inoculadas una honauéssdel estrés, manifestaron mayor
namero de lesiones locales y mayor diametro deniesnas a 17 - 20 dias de la
inoculacion, menor namero de dias hasta la aparicié lesiones locales y mayor

porcentaje de foliolos inoculados con lesionesléscérigura 2.12).

El efecto del estrés térmico fue estadisticamagtefeativo (P < 5%) para el nimero
de lesiones locales a los 17-20 dias de la inoicuig¥er Anexo Tablas 2.12.1y 2.12.2).
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DISCUSION

EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE EL CRECIMIENTO Y
PARAMETROS PRODUCTIVOS EN LOS HIBRIDOS RESISTENTE Y
SUSCEPTIBLE A TSWV

En el hibrido susceptible el estrés térmico (24a8a@ 40°C), no afecté de manera
significativa la altura y la tasa de crecimiento las plantas sanas, aunque las medias
fueron levemente menores para las plantas estmes&#a observaron diferencias
significativas entre plantas estresadas y conad pl total de materia seca por planta pero
estas diferencias, no se tradujeron en modificasian el rendimiento de plantas sanas.
Las plantas inoculadas luego del estrés mostraenoras valores de altura a los 15 dias
de la inoculacién, que las plantas inoculadas sirég y que las plantas sanas con y sin
estrés La tasa de crecimiento relativa tambiémfaeor en estas plantaste efecto seria
consecuencia del tratamiento previo a la inocutasigbre la expresion de sintomas, dado
qgue la reduccion de la altura es una de las coasei@s de la infeccion viral sobre el

hospedante.

Las plantas inoculadas después del estrés (24 tmord® °C) mostraron menor
rendimiento total y mayor porcentaje de descata ton respecto a las inoculadas sin
estrés, siendo los frutos virésicos la mayor cagsdescarte. Los frutos comerciales de las
plantas estresadas antes de la inoculacion presentaayor porcentaje de frutos
pequefios. En las plantas sanas, no se observdeoendias en cuanto al descarte total y

Sus causas como consecuencia del estrés térmicadapantes de la inoculacion.

Estos resultados coinciden con los obtenidos pazdPeérezet al, (2007), quienes

encontraron que el aumento en temperatura en Ipdogedel hospedante, mas
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especificamente la raiz; disminuia el tiempo enajwiltivo estaba libre de TSWV y esto
se traducia en menor peso de la biomasa aéredymiento.

En el hibrido resistente, la tasa de crecimientativa no fue modificada por los
tratamientos de estrés (24 horas a°@) o por la inoculacion. No se observé efecto
consistente del estrés térmico sobre la altura taga de crecimientoen cuanto a la

materia seca total por planta, las plantas no iadas mostraron mayores valares

EFECTO DEL ESTRES TERMICO SOBRE LA EXPRESION DE SINTOMAS DE
TSWV

A) En una interaccion planta patégeno compatible

En el hibrido susceptible las plantas sometidastréstérmico (24 horas a 20) antes
de la inoculacion manifestaron sintomas sistéminéas severos, que fueron observados
antes que en las plantas control y mayor conceatragral (estimada a partir de la
absorbancia medida en el test de ELISA) en el lfolinoculado a los 5 dias de la
inoculacion. El aumento en la predisposicion sestepa partir de 1 hora de aplicacion del
estres, este efecto se manifestd como aumentosavdaidad de sintomas sistémicos a los
5 dias de la inoculacion y mayores valores de baga la curva de la enfermedad. En
cuanto a la duracion de este efecto, las plantasuiadas hasta 4 horas después de
finalizado el estrés manifestaron sintomas sistgsnimas severos a los 13 y 6 dias de la

inoculacion y mayores valores de area bajo la cdevia enfermedad.

Los datos obtenidos indicarian que el estrés térmiiectd la respuesta temprana de
la planta luego de la inoculacion con TSWV y egtormnifesto luego en el progreso de la
enfermedad. Estos resultados coinciden con losnalmt® por otros autores en otras
interacciones plata-patbgeno compatibles como EBrakk Samson (1981), para la
interaccion maiz-WSMV, quienes encontraron quersguineas eran mas susceptibles a
WSMYV a 35°C que a 25C; aungue los mismos autores en la interacciortglaatogeno,
maiz-BSMV encontraron que el cultivo era mas susllepa BSMV si las plantas eran

mantenidas a 2% en lugar de 38C luego de la inoculacion. Segun estas observesjon
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el efecto de la temperatura sobre la predisposid@rhospedante a patdégenos de origen

viral podria depender de cada interaccion planspédante.

También existen coincidencias con los resultaddenidios por Llamas-Llamast al
(1998), quienes registraron mayor severidad demiss en plantas ddicotiana tabacum
cv. White BurleyDatura stramoniuny Physalis ixocarpanantenidas a alta temperatura e
inoculadas con TSWV y mayor acumulacion de viruslistintos tejidos de la planta de
tabaco, salvo en las hojas inoculadas, donde laeotracion fue mayor a bajas
temperaturas, este ultimo resultado no coincide@®obtenidos en el presente estudio, ya

gue se encontré mayor concentracion viral en é@lfwinoculado.

Diaz-Pérezet al, (2007), también encontraron que el aumento empdestura en los
tejidos del hospedante, mas especificamente lareaiajo el tiempo en que las plantas se
mantuvieron libres del patégeno bajo dos sisteneagfibccion: inoculacion artificial y
natural. Este tiempo fue mayor en los tratamiergog lograron mantener menor
temperatura radicular utilizando distintos colatesnulch. Este ultimo efecto podria haber
afectado a la poblacién del vector, por lo que ifisilden este trabajo separarlo de la
alteracion sobre la temperatura de la raiz y elesuionen la predisposicion del hospedante,
aunque las plantas inoculadas artificialmente nedigoon de la misma manera que

aguellas sometidas a inoculo natural.

B) En una interaccién planta patdgeno incompatible

Las plantas sometidas a estrés térmico (24 ho#3°g€) antes de la inoculacion
manifestaron mayor nimero de lesiones locales®follos inoculados y mayor nimero
de foliolos inoculados muertoSe observd mayor concentracion viral (estimadartér joie
la absorbancia medida en el test de ELISA) en @lfoinoculado a los 5 dias de la
inoculacion, estas diferencias fueron estadistiodenesignificativas El efecto
predisponente del estrés térmico, se observé & gartt horas de aplicado el mismo. Esto
se evidencid como mayor numero de lesiones localdE@ametro de las mismas en el
foliolo inoculado, asi como mayor concentraciomaivan el foliolo inoculado a los 5 dias

de la inoculacion.
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Las plantas inoculadas una hora después del estasfestaron mayor niumero de
lesiones locales y mayor diametro de las mismasg a2D dias de la inoculacién, menor
namero de dias hasta la aparicion de lesionese®oalmayor porcentaje de foliolos

inoculados con lesiones locales.

Los resultados expuestos en esta tesis, coincideros obtenidos anteriormente por
otros investigadores en décadas pasadas en l@specta a aumentos en predisposicion al
aumentar la temperatura en la que se encuentraiejidss del hospedante. Best (1936)
encontré que TMV emicotiana glutinosay TSWV enNicotiana tabacunproducian un
30 % mas de lesiones si la temperatura ambientelevada de 15 a AT (citado por
Kassanis, 1952). Kassanis (1952), en distintagaotéones virus hospedante (poroto-
TNV, N. glutinosaTMV, N. glutinosaTBSV, tobacco-TSWV) obtuvo aumento de
lesiones necréticas en plantas inoculadas despeéda @plicacion de estrés térmico.
Especificamente erNicotiana tabacuminoculado con TSWV, 6 horas de estrés
(temperatura ambiente a 36) ocasionaron un efecto similar que la aplicaciér24 y 48
horas de estrés. En estos estudios el efecto @okefue inverso cuando el estrés fue
aplicado después de la inoculacion.

Otros autores encontraron mayor numero de plargad. djlutinosainfectadas con
CVA cuando éstas fueron mantenidas a°@8antes de la inoculacion, con respecto de
aquellas mantenidas a 2L y mayor concentraciéon de virus en los trataminto
postinoculacion a 28 °C que a 20 °C (Gonzalez yn@01963; Pound y Walter, 1945 y
Pound y Weathers, 1953; estos dos ultimos citado&pnzalez y Pound, 1963).

Resultados coincidentes con esta tesis a pesamuedagmetodologia utilizada es
distinta, ya que el estrés fue aplicado sumergi¢msibojas de 20 a 40 segundos en agua a
50 °C, son los obtenidos por Helms y Mc Intyre (1968),la interacciérPhaseolus
vulgarisL.-TMV, en la cual el tratamiento de estrés téoraplicado 6 y 4 horas antes de
la inoculacién produjo un mayor numero de lesianeslos tratamientos mas cercanos a la
inoculacién (2-0.8 horas), el diametro de lesiotasbién aumenté como resultado del

estrés térmico pero no con la misma tendencia. ¥@dw(1958), aplicO estrés térmico
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después de la inoculacion con TSWV a hojas de pepmnobservé un aumento en el
namero de lesiones y en el tamafio de éstas, lomanizbservd en poroto y caupi
inoculados con TMV, TRSV, PYBMV o AMV. Los resultas se atribuyeron a dafios

ocasionados por las altas temperaturas sobregeajelohospedante.

Con la misma técnica Wet al., (1969), trataron hojas de poroh@seolus vulgarjs
L.), antes de la inoculacion con TMV, como resutaghcontraron mayor niumero de
lesiones y mayor tamario de éstas, en funcién dede de calor aplicada. El tratamiento
post inoculacién, tuvo el mismo resultado con usanthucion de la tasa de deposicion de
calosa, y una correlacion positiva entre el tamaéidas lesiones y la deposicidén de este
compuesto en las células sanas vecinas. La inigativdel virus extraido de las lesiones

de las hojas estresadas, guardo relacion con isdegstrés aplicado.

Otros trabajos que aportan coincidencias son lo¥udéL989),quien encontré que la
temperatura post inoculacion altera el desarrodondcrosis ocasionada en poroto por
BYMV, el porcentaje de plantas que desarrollaramosnas y la concentracion viral
aumento6 de 16 a 2 pero disminuyé de 24 a 2€ y los de Zheng (2005), este autor
observé aumento en la incidencia de necrosis @&gsicedusadas por SMV en plantas de
soja mantenidas a temperaturas crecientes de A8Gd:spués de la inoculacion.

En los experimentos expuestos en este capituldnyeducraron al hibrido resistente
Gol, no se observaron sintomas sistémicos comdtadsude los tratamientos aplicados.
Las lesiones locales observadas se interpretan coews de tejido necrosadas, como
respuesta del gen de resistencia del hospedarmtaendetcion viral en coincidencia con
otros autores que relacionaron el mayor desarenll@siones locales con dificultades en la
expresion de genes de resistencia. EI mayor nUyndr@metro de las mismas, asi como la
detecciéon del patégeno a través del test de ELE®Aan producto de un atraso en la
capacidad del tejido del hospedante de manifestas @eacciones de resistencia. Otros
investigadores en otro tipo de interacciones sémason aparicion de sintomas sistémicos
en lugar de reacciones localizadas como resultadda daplicacion de estrés térmico.
Samuel (1931), citado por Kassanis, 1952) enconqtré, el virus del mosaico del tabaco,

producia lesiones clordticas y moteados sistentigza&uandd\icotiana glutinosaera
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mantenida a 35C, en lugar de las lesiones necroéticas localizapes se producian a
temperaturas mas bajas; por otra parte, Huttonak PE952), citados por Finley (1953),
encontraron que en algunos materiales resistelstesficiencia en desactivar a TSWV
variaba considerablemente con la temperatura. Yadwi@958) observo la aparicion de
infecciones sistémicas en lugar de infeccioneddsoen las interacciones poroto-TSWV y
pepino-TMV.

Raskin (1992) encontr6 que plantas de tabaco eesest, inoculadas con TMV
desarrollaron infecciones sistémicas a°@2 Valkonen y Watanabe (1999), encontraron
gue el gen de resistencia al virus del mosaicoegenp (CMV) en papa no se expresa a 28
°C vy si a 18 °C y que algunos genotipos de papaegpresan el gen dominante de
resistencia a PVY, pierden esta condicion a akaspéeraturas. Mourgt al. (1998),
observaron que la resistencia a TSWV conferidagbagen Tsw en pimiento es menos
estable a 32 °C que a 22 °C.

La duracion del tratamiento de altas temperatugas, aumento la susceptibilidad en
otros estudios fue variable, 4 dias a °86 (Kassanis, 1952) o un segundo a °&5
(Yarwood, 1956). En cuanto a la duracion de esgaligposicion por temperatura, ésta
varié de 15 minutos en porotos a 10 (Panzer, 1958), 3 dias en la misma especie
expuesta 10 segundos a“&d(Yarwood, 1956, citado por Yarwood, 1976) e idada con
el virus del mosaico del tabaco, hasta 24 diasadia de azlcar expuesta al calor e
inoculada con el virus del mosaico de la cafia deaz(Benda, 1971), todos citados por
Yarwood (1976). De todos estos antecedentes el codgparable por la metodologia
utilizada con el trabajo realizado en esta tesiglede Kassanis (1952), la duracion del
efecto de estrés fue menor a la obtenida poraieittor, en este estudio la duracion fue
de 1 hora para el hibrido resistente Gol y 4 hgas el hibrido susceptible Bonanza.
Estas diferencias podrian deberse a la naturalekaesirés aplicado, en esta tesis la
temperatura de la hoja no superé los’G5y las plantas no sufrieron estrés hidrico, otro
factor determinante de las diferencias puede sea#rial genético utilizado. En resumen,
es dificil establecer si realmente las condiciaregue se llevaron a cabo los experimentos

son comparables para analizar las diferencias earkcterizacion de la reaccion, pero si
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es valido el resultado general en cuanto a los atoseen predisposicion observados por
someter al hospedante a altas temperaturas ankgsdeulacion.

El aumento en la infeccibn provocada por la aplmacde estrés térmico al
hospedante antes de la misma, ha sido observadauraerosas interacciones planta
patdbgeno que involucran a virus (Yarwood, 1976), cambio los efectos de los
tratamientos post inoculacion, han sido diversdependientes de la duracion e intensidad
del estrés aplicado y del momento de la aplicacaimrespecto a la inoculacion (Goodman
et al, 1986). Si bien ninguno de los antecedentes meadas puede utilizarse en
comparacion directa con el estudio presentado ntesis ya que los tratamientos no se
realizaron con la misma metodologia o rango de éeatpras, se podria concluir que el
efecto del estrés térmico aplicado antes de lauiaomn sobre la infeccion viral en
interacciones compatibles e incompatibles deperdeada interaccion planta-patégeno y
gue cuando esta interaccion involucra a tomate WVYSI aumento en la temperatura
favorece la infeccion viral y el establecimientd ple6geno en los tejidos inoculados, esto
se traduce en una mayor severidad de sintomamagistsi el hospedante es susceptible y
un atraso en la expresion del gen de resistenaifestado a través de un mayor nimero

de lesiones y tamario locales cuando el hospedam@arador del gen de resistencia Swh.

CONCLUSIONES PARCIALES

En el hibrido susceptible Bonanza, no se observ@fanto consistente del estrés
térmico sobre la altura y la tasa de crecimientéasrplantas sanas, pero si en las plantas
inoculadas, como consecuencia de la alteraciom empresion de sintomas. Al igual que
en el hibrido Bonanza, en el hibrido Gol el tratmtd de estrés no provocod
modificaciones en distintos parametros de crecitoi@valuados en plantas sanas ni

inoculadas.

En el hibrido susceptible Bonanza, las plantas 8dasa estrés térmico (24 horas a 40
°C) antes de la inoculacion manifestaron sintomagreicos mas severos, €stos se

manifestaron antes que en las plantas controll Bibedo resistente Gol no se observaron
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sintomas sistémicos luego de la inoculacion, lastps sometidas a estrés térmico antes de
la inoculacion manifestaron mayor nimero de lesidoeales en los foliolos inoculados y

mayor niumero de foliolos inoculados muertos.

En ambos hibridos se observé ademas en el tratamerestrés, mayor concentracion
viral (estimada a partir de la absorbancia medideeletest de ELISA) en el foliolo

inoculado a los 5 dias de la inoculacion.

En el hibrido susceptible la mayor predisposiciénobservo a partir de 1 hora de
aplicacidon del estrés, este efecto se manifest®aumento en la severidad de sintomas
sistémicos a los 5 dias de la inoculacion y maywedsres de area bajo la curva de la
enfermedad. En el hibrido resistente el efectoigpedente del estrés térmico, se observo
a partir de 4 horas de aplicado el mismo. Estové#erci6 como mayor niamero de
lesiones locales y diametro de las mismas en ébldolinoculado, asi como mayor

concentracion viral en el foliolo inoculado a lodigs de la inoculacion.

En cuanto a la duracion del efecto del estrés, lehitgido Bonanza, las plantas
inoculadas hasta 4 horas después del mismo mamndastintomas sistémicos mas severos
y mayores valores de area bajo la curva de lamefdad. En el hibrido resistente el efecto
del estrés dur6 una hora, las plantas inoculadaseperiodo manifestaron mayor nimero
y diametro de lesiones locales, menor niumero de lthata la aparicion de las mismas y

mayor porcentaje de foliolos inoculados con lesdoeales.
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CAPITULO 3

EFECTO DEL ACIDO SALICILICO SOBRE LA PREDISPOSICION
A LA INFECCION CON TSWV Y SOBRE EL CRECIMIENTO Y
PARAMETROS PRODUCTIVOS EN PLANTAS DE TOMATE
RESISTENTES Y SUSCEPTIBLES AL VIRUS BAJO CONDICIONE S
CONTROLADAS Y BAJO PRESION DE INOCULO NATURAL

INTRODUCCION

El acido salicilico (AS) cumple un importante ral k& resistencia al estrés de origen
abidtico (Datet al, 1998 a y b; Daet al, 2000; Jand&t al, 2005; Wang y Li, 2005;
Senaratnat al.,2000; Szepest al.,2005) y esta involucrado en la transmision delssfia
de defensa (Ryakst al, 1996; Gaffneyet al, 1993) y la resistencia a enfermedades (Ryals
et al, 1996; Sticheet al; 1997; Thulke y Conrath, 1998).

En interacciones hospedante-patdgeno incompatildeseaccién hipersensible es un
evento clave en el inicio de la manifestacién der&acciones de defensa. La explosion
oxidativa, es una rapida respuesta que desarrt@dmplantas que pueden generar una
reaccion hipersensible, cuando son inoculadas atgenos y precede a la acumulacién
local y sistémica de AS (Malanst al, 1990; Métrawet al, 1990). Después del primer
trabajo publicado por White (1979), quien desculmjiie aplicaciones externas de AS
previas a la inoculacion con TMV lograron redudinémero y tamafio de las lesiones en
N. tabacumel rol del contenido enddgeno de esta moléculel @noceso de iniciacion de
la respuesta sistémica adquirida (RSA) fue exteastarestudiado en pepino y tabaco. En
ambas especies se encontrd6 acumulacién de AS merdeda aparicibn de marcadores
moleculares de RSA luego de la induccion (Malahyl, 1990; Métrauxet al, 1990).
Yalpani et al. (1991), observaron que las hojas de tabaco rewsieoculado con TMV,

desarrollaban menor nimero de lesiones si se #sbf@r con AS. Efectos similares
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lograron también Yalpanét al. (1993), aplicando precursores de AS, como el acido
benzoico y cindmico. También se observé que loslesvde AS aumentaron mas de 50
veces en el cv de tabaco resistente, pero no eusaeptible al inocular con TMV
(Malamyet al, 1990). Silvermart al, (2005), evaluaron la capacidad de iniciar RSA, de
47 derivados del salicilato y encontraron una edt@elacion entre la induccién de PR-1a

y la induccién de resistencia a TMV.

Mur et al. (1997), realizaron estudios en plantas transgemeaabaco, que no pueden
acumular AS desde etapas tempranas de la formeeida lesion y encontraron mayores
tasas de crecimiento de lesiones, asi como tamp#ticulas de TMV, en areas
asintomaticas. Segun los autores, la respuestarita de tabaco portadora del gen N de
resistencia a TMV se podria dividir en tres etapasa fase inicial prenecrotica
caracterizada por la explosién oxidativa y la irdée de genes de enzimas de la via del
fenilpropano y la sintesis de bajos niveles de &# segunda fase de expansion de las
lesiones, sintesis de AS y deteccidn de proteilasionadas con la patogénesis alrededor
de las lesiones y una tercera etapa en que lasnéssicomienzan a ser limitadas y
comienza a exhibirse RSA, el rol principal del ac#dlicilico estaria dado en la fase pre-
necrética. La alteracion de la acumulacion de ASlaerexplosion oxidativa inicial,
aumentaria la dispersion viral y retrasaria la meude tejidos durante el establecimiento

de la lesion.

Altos contenidos de AS fueron encontrados en Ipdote de plantas infectadas con
diferentes patdgenos, por ejemplo, en el floemplaatas de pepino luego de la infeccion
por Colletotrichum (Metraux et al, 1990). Jeuret al. (2000), probaron en plantas de
tomate dos inductores de resistencia: pretrataosenbn acido DL-3-aminobutirico y
preinoculacion con tobacco necrosis virus (TNV) alldron altos contenidos de acido
salicilico en las hojas tratadas. Hammond-Kosegtckl. (1996), detectaron un pico de
acido salicilico a las 12 horas de inyectar cotiftest de tomate con fluidos intercelulares
de Cladosporium fulvumlos cvs utilizados portaban los genes Cf-9 y @u2 confieren
resistencia a este patdgeno. Rasmussah (1991), encontraron altas concentraciones de
AS en el floema de peciolos de hojas de pepinouladas corPseudomonas syringae

patovarsyringae
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Trabajos recientes han abordado los efectos dekd8e la biologia celular de la
infeccidn viral. Zhanget al (2004), estudio el rol de la acumulacion de ASaerespuesta
de hipersensibilidad y resistencia sistémica adtpide tabaco inducida por el elicitor
PB90 secretado pdthytophthora boehmeriaEste elicitor indujo RH en mutantesah
gue no acumulan AS, por lo que los autores conohmygue esta reaccién puede estar
mediada por una via independiente del AS. Sin egobBB90 aumento la resistencia y
acumulacion de PR-1 en el silvestre pero no enutamte deficiente en AS. Los autores
concluyeron que el AS podria actuar como un primensajero en la induccién de RSA,
pero no d&RH siendo esta Ultima una respuesta directa ddédadion por patdégenos.

En otros estudios que utilizaron plantasRi@seolus vulgarigl tratamiento con AS 1
mM, inhibié parcialmente la acumulacién de “whitever mosaic virus” en las hojas
infectadas. También se observdé que el AS aumengxpaesion de la enzima phenil
amonio liasa (PAL), NPR-1, PR-1 y Hsp70, genescrefeados con la resistencia a
patogenos (Galigt al, 2004). Murphy y Carr, (2002) observaron en tabguoe los
tratamientos con AS, restringieron a la célula @pidca el movimiento viral a partir del
sitio de infeccion con TMV, pero no con CMV. Tambigbservaron que el AS, no inhibe
el movimiento de TMV disminuyendo el tamafio del ilémde exclusion de los

plasmodesmos, pero que inhibe la replicacion eindbs protoplastos del mesdfilo.

El AS puede también inducir resistencia a virusplmtas que no tienen un gen de
resistencia, esto ocurre en ausencia de muertéacgluse traduce en reduccion de la
cantidad de virus en el tejido infectado y retrasda aparicion de sintomas (Whéteal.,
1983; Chivasat al, 1997). Esta molécula puede inhibir la repliéacriral, esto pudo ser
observado en protoplastos de caupi infectados alfalfa mosaic virus” y en tejidos de
tabaco infectados con TMV y PVX ; también se ob&erm pepino infectado con CMV
que la aplicacion de AS inhibia la entrada dels/en el floema (Murphgt al. 1999). Con
respecto a patdogenos de origen fungico, aplicasiomedgenas de acido salicilico,
indujeron resistencia Alternaria solanien tomate cultivado hidroponicamente (Spletzer y
Enyedi, 1999).
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Alamillo et al.,(2006), encontraron infecciones sistémicas de @fPplantas de tabaco
que expresan el genaNG, que impide la acumulacién de acido salicilicdemntejidos al
transformarlo en catecol, pero no en el silvesii@de so6lo pudo replicarse en hojas
inoculadas, la replicacion y acumulacion de PP\ fuayor en hojas localmente
infectadas de plantas deficientes en AS

Huanget al. (2005), inocularon a plantas deabidopsis thalianay tomate con CMV y
“oilseed rape mosaic virus” y encontraron que unidéede los genes inducidos han sido
asociados previamente con la defensa de las plgntespuestas de estrés. Segun estos
autores, en hospedantes susceptibles, los virusimjeetan a las plantas inducen la
expresion de un conjunto comdn de genes; en layactiones virus-hospedante
compatibles, la expresién de la mayoria de losgest inducida por una via dependiente
de AS y puede compartir componentes de sefaleslusradas en interacciones

incompatibles, pero su expresion incrementadamdri efectos sobre la expresion viral.

EFECTO DE LAS ALTAS TEMPERATURAS SOBRE LA ACUMULACI ON DE
ACIDO SALICILICO Y LA RESPUESTA DE LA PLANTA FRENTE A
PATOGENOS

El aumento de predisposicidn de las plantas fremiefermedades virales, consecuencia
de la exposicion de las mismas a altas temperafuodsia explicarse en parte por cambios

en la acumulacion y sintesis de AS.

Plantas de tabaco portadoras del gen N, que cenfisistencia a TMV, responden a la
inoculacion con este virus exhibiendo hipersensdid, aumento en los niveles de AS e
induccion de RSA. Yalpanet al. (1991), encontraron que plantas resistentes a TMV
inoculadas con este patdégeno y mantenidas®& 380 desarrollaban lesiones locales en el
foliolo inoculado, pero si en las hojas superieré@¥eriores una vez retornadas a°€4lo
gue mostraba la infeccidn sistémica del virus. €atttores observaron que la acumulacion
de AS y la proteina relacionada con la patogéneBisl, inducida por TMV estaba
inhibida totalmente a 3Z.
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Aplicando &cido salicilico en forma exdgena a lag$, se indujo la sintesis de PR-1 a
24y 32°C, pero no se restaurd la capacidad de inducici@adipersensible en plantas
mantenidas a 32 o en aquellas infectadas a 82y luego mantenidas a 22 (Raskin,
1992; Malamyet al, 1992). Dado que el AS no fue suficiente paramlelar la respuesta
hipersensible, se deduce que a altas temperamuafias vias relacionadas con la defensa
a patdgenos se encuentran bloqueadas (Maéimy, 1992), por ej. a 32C, también se

encuentra bloqueada la explosion de etileno asaeasS.

Recientemente, Canto y Palukaitis (2002), aportaras evidencias sobre el rol de este
compuesto en el aumento de susceptibilidad a esttades causado por altas
temperaturas, ya que encontraron que el gen Nodedajue otorga resistencia a TMV por
debajo de los Z&, confiere también resistencia al virus mutante®/IJGFP que expresa
una proteina verde fluorescente. Esta resistersci@reno independiente y experimentos
con plantasnahG deficientes en AS demostraron que opera a tralesuna via
independiente del mismo. De esta manera se refleeidaa de que existe una vinculacion

entre el AS y el aumento de susceptibilidad ocaslorpor el estrés térmico.

EL USO DE INDUCTORES DE RESISTENCIA EN AGRICULTURA

El uso en agricultura de resistencia inducida nuzdigor inductores quimicos,
aplicados al cultivo en una especie de “preinmuiizd ha sido discutida en los ultimos
afos. Algunos ejemplos de estas moléculas son tmsc de origen bidtico como
carbohidratos, acido salicilico, acidos grasos,m@@asmtos aminoacidos, etileno,
glucoproteinas, derivados de levaduras, metabotit@gobianos, asi como inductores
abidticos 0 semisintéticos; estos inductores tandid ventaja que podrian ser efectivos
contra infecciones virales (Lyon y Newton, 1999).b&n el acido salicilico es un
elemento esencial en la activacion de RSA, existens inductores quimicos como el
acido 2,6-dicloro-isonicotinico (INA) o el acidormo-(1,2,3)-thiadiazol-7-carbothioico S-
methyl ester (ABM, BION®) y el &cido Le-amino butyrico (ABA) que son
independientes del AS (Stichet al, 1997; Kessmanet al, 1994; Malamyet al, 1996;
Friedrichet al, 1996; Gorlacket al, 1996; Zhuet al., 2003; Boviéet al, 2004; Guzzo,
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2004; De Nardet al, 2006; Piriset al, 2007). La aplicacion de estas sustancias seyiacl
dentro de un paquete de practicas culturales guteitmayen al manejo racional de plagas y
enfermedades (Staub, 2001).

Existen antecedentes sobre el uso agricola deadoties de resistencia como el
acibenzolar metil (ABM), este compuesto fue selmtatlo por poseer una molécula
similar a la del AS e induce resistencia a un ammplingo de cultivos (Ruess, 1998).
Aplicaciones semanales de este producto indujeroteqrion contra PVY en papa y
tabaco, pero también tuvieron efecto sobre enfeaeside origen fingico y bacteriano.
Tally et al. (1999), redujeron la incidencia de plantas de tensan sintomas de TSWV
asperjadas con ABM. Romeret al. (2001), indujeron en pimiento, resistencia a
Xanthomonas axonopodiw vesicatoria asperjando semanalmente con ABM. En tomate
Louws et al. (2001), redujeron la severidad del ataque foleXdnthomonas axonopodis
pv vesicatoriay Pseudomonas syringge tomato En pimiento se observé una reduccion
del nimero de frutos en relacion directa a la dadtide ABM aplicada por hectarea (Tally
et al, 1999). EnAnanas comosuda aplicacion de acibenzolar methyl redujo la
reproduccién dé&kotylenchulus reniformig Meloidogyneg(Chinnasriet al., 2006) e indujo
la sintesis de PR -1 en raices de las plantaslasata

El uso de inductores de resistencia podria tengomailidad en cultivos bajo cubierta
donde mayor cantidad de variables ambientales dést@ncontrol y podrian combinarse
con el uso de biocontroladores (Lyon y Newton, 208Qisten ejemplos de iniciativas de
organismos estatales que promueven el estudio te tgg de compuestos. El
Departamento de Agricultura de los Estados Unido#&uhérica (USDA) ha desarrollado
un proyecto para investigar RSA en el cultivo dpgppara inducir la resistencia a tizon
tardio, afidos, nematodes y PVY (USDA, 2003). Eesthdo de Pennsylvania en el mismo
pais, también ha abordado el uso de elicitored empejo de plagas y enfermedades en

cultivos bajo cubierta (Hoover, 2004).
Como hemos expuesto en la introduccién del capitulp 2 de esta tesis, se han

detectado quiebres de la resistencia genética aVvI8hVdistintos paises productores de

hortalizas, en el caso del pimiento estos problestas mas acentuados, obligando al
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productor a controlar el vector, de la misma mageelo hace cuando cultiva un material
susceptible (Picd, 2002; Roggeed al, 2002; Margaria, 2004), este fendbmeno se ha
observado también en nuestro pais (Calval, 2008). Por otra parte Mouey al., (1998),
observaron que la resistencia a TSWV conferidagbaggen Tsw en pimiento es menos
estable a 32 °C que a 22 °C. Sekal., (1998), encontraron una interaccion significativa
entre la edad del hospedante y el régimen de tetypar con una mayor susceptibilidad a
regimenes de 30/18 °C (dia/noche) que 25/18 °@pblaciones d€apsicum chinense
resistentes a TSWV. Estos antecedentes nos perssfecular sobre el posible uso que
podrian tener los compuestos como el ABM si seatail momentos Optimos en que
pudieran aplicarse, para mejorar la expresién degyde resistencia con dificultades para
manifestar su efecto a altas temperaturas. El@fdet la aplicacion de estos inductores
sobre parametros productivos deberia tenerse da ganque en algunos casos se han
detectado efectos no deseables en el rendimientis deiltivos en que se aplicaron (Tally
et al, 1999).

Segun los resultados expuestos en el capitulo &itdetesis, la exposicion de plantas
jovenes de tomate a las altas temperaturas prentanee la inoculacion con TSWV,
favorece la infeccion viral y el establecimientd ple6geno en los tejidos inoculados, esto
se traduce en una mayor severidad de sintomamgistsi el hospedante es susceptible y
un atraso en la expresion del gen de resistenaidfestado a través de un mayor numero y
tamafio de lesiones locales cuando el hospedargeresior del gen de resistencia Swb.
Existen numerosos ejemplos sobre el efecto deloasdalicilico en la respuesta del
hospedante a enfermedades de origen viral, aungoesgdn aparentemente, no sea ser el
primer mensajero en el proceso. Entre los cambidedes por el hospedante, las
dificultades en acumular &cido salicilico que pmésela célula expuesta a altas
temperaturas, la privaria de un componente esegtial normal inicio de los mecanismos

de defensa frente al ataque de un patdgeno.
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En el presente capitulo se estudio el efecto @pliaacion de 4cido salicilico a plantas
jovenes de tomate susceptibles y resistentes a TPAE conocer en qué medida se
alteraba su respuesta frente a la infeccion eniciones controladas y bajo condiciones de
estrés térmico. También se estudio el efecto dgpliaacion de AS sobre el crecimiento y

parametros productivos en condiciones controladsggg/presion de indculo natural.

HIPOTESIS

El &cido salicilico esta involucrado en el aumeni® susceptibilidad a TSWV
ocasionado por el estrés térmico. Genotipos defieseen la produccion de AS seran

particularmente susceptibles a la infeccién viral.

La aplicacion exdgena de acido salicilico puedéridmiir a reducir la incidencia de
TSWYV en cultivos comerciales de tomate sin provadi@raciones en el crecimiento ni en

parametros productivos.

OBJETIVOS

Determinar los efectos de aplicaciones exdgenacidi® salicilico sobre el progreso
de la infeccién y la severidad de sintomas prodiscjgbr TSWV, en plantas de cultivares
de tomate resistentes y susceptibles y en genatipiicientes en la produccion de AS,

pretratadas con estrés térmico.

Describir los efectos de aplicaciones exégenasi &alicilico en cultivos de tomate

sometidos a presion de inéculo natural.
Determinar el efecto de aplicaciones exdgenas ide &alicilico sobre el crecimiento y

la pardmetros productivos de cultivos comerciakesothate resistentes y susceptibles a la
infeccién por TSWV
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES GENETICOS UTILIZADOS

Para las experiencias, se utilizaron dos matergdegticos comerciales de tomate, ya
probados en diferentes épocas de cultivo y contiksiale manejo: Gol, heterocigota para
el gen Sw5 que confiere resistencia a tospovif@enanza, susceptible, ambos con similar
estructura de planta y tipo de fruto (habito deioneento indeterminado, fruto redondo de
formeza estructural) (Mitidieet al, 1996,2001) También se utilizaun genotipo mutante
portador del gen NahG que transforma el acido ibaticen catecol (Silvestre = Money
maker), cedido por el Dr. Matthew Smoker, Sainshiaiyoratory, Cambridge University,

Inglaterra.

PROCEDIMIENTOS COMUNES A TODOS LOS EXPERIMENTOS

Obtencién de plantines, preparacion del inéculo y@icacion de los tratamientos de

estrés (Ver capitulo 2)

TRATAMIENTOS CON ACIDO SALICILICO

Una vez finalizados los tratamientos de estréstgbdizada la temperatura foliar, se

asperjo las plantas con una solucion de acidoilsaid mM + 1ul de Tween 20.

VARIABLES DE RESPUESTA

Evaluacion de la enfermedad, progreso de la enferrdad y evaluacion de parametros
productivos (Ver capitulo 2).

Pruebas de diagndstico

Para confirmar la presencia de tospovirus en last@é cultivadas bajo presion de
in6culo natural, se extrajeron muestras de apiasodas las plantas, éstas fueron
sometidas al test de ELISA, para los mismos seartin reactivos de AGDIA, incluyendo

un anticuerpo contra TSWV y otros combinado quenece GRSV y TCSV.
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EVALUACIONES A CAMPO BAJO CONDICIONES DE INOCULO NA TURAL

Las experiencias se realizaron en la EEA INTA Sedr® Lat SUD 33° 41", Longitud
W. G. 59° 41'. Plantas jovenes de tomate se trantgbn, en un invernadero metélico
tipo tunel (8 x 50), sin ventana cenital y sin malhti-insectos en las aberturas, el marco
de plantacion fue de surcos dobles a 50 cm entcesul metro de calle entre ellos y una
distancia entre plantas de 0.4 m (Figura 3.1)e8kzaron aplicaciones preventivas para el
control de trips, las plantas se mantuvieron helstemal de la cosecha, para obtener datos
relativos a la produccion. La preparacion del susé realizdé a base de arado de reja y
cincel, se agregé cama de pollo, como enmiendanmaaa razén de 4 kg/mz2, que fue
incorporado con sucesivas pasadas de rotocultivddiorante el cultivo se suministro
semanalmente, fertilizantes solubles a través idgbrpor goteo, a base de nitrato de
calcio, nitrato de potasio, triple 15 y sulfato magnesio. Las plantas fueron asperjadas
semanalmente con una solucién de acido salicilloM 1hasta los 45 dias después del
transplante. Los experimentos se realizaron lass afP99, 2000, 2004 y 2005, se
utilizaron los hibridos Bonanza (susceptible) y @asistente). Los controles fueron
asperjados con agua destilada con el pH corredjindsano valor que la solucion de acido
salicilico. En la Tabla 3.1 se muestran las pianes y temperatura promedio diarias
60 dias antes y después del transplante, registeatdka Estacion Meteroldgica de la EEA
INTA San Pedro (Uviedo R., 1999, 2000, 2004 y 2000 se obtuvieron diferencias
significativas para el nUmero de foliolos con dai@otrips por planta, a los 30 dias del
transplante, en los recuentos realizados en lagpai@s 2000 y 2005, los promedios
fueron 0.79 y 14.76 respectivamente.

Tabla 3.1 Precipitaciones acumuladas (mm) y promeeilas temperatura®) medias en
abrigo, 60 dias antes y después de cada tramspla las evaluaciones a campo bajo
condiciones de indculo natural.

1999 2000 2004 2005
Fecha transplante 14 de 22 septiembre 5 Enero 20 Enero
diciembre
Precipitaciones (mm
Antes 147.8 147.4 261.5 206.0
Después 198.7 256.5 268.6 184.6
T media®C

Antes 20.5 11.7 21.0 23.7

Después 24.4 17.1 23.2 22.0
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En la campafia 2004 se realizd un estudio del atdgueematodos y podredumbres
radiculares. Una vez finalizada la cosecha se earan las plantas y se analizaron las
raices individualmente, se hizo un recuento delaglse dividio la masa radicular sana
de la que tenia sintomas de podredumbres. Se pesoporcidn sana o enferma para
estimar el porcentaje de raiz afectado.

EVALUACION DEL DESARROLLO DE ORGANISMOS DEL FILOPLA NO,
PATOGENOS FOLIARES Y RADICULARES

Veinte discos de hoja de 10 mm de diametro fuerdraielos de cada parcela y
desinfectados sumergiéndolos durante 10 segundalsa@mol etilico al 70 % e hipoclorito
de sodio al 20 % durante dos minutos, posterioren&irdron enjuagados pasandolos por
agua destilada estéril dos veces, secados en gapétro y sembrados en cajas de Petri
de 9 cm de diametro (5 por caja), conteniendo megka papa glucosado al 2%. Luego de
incubarse una semana a 25 en estufa de cultivo se hizo el recuento de cadon
presentes. De la misma manera se procedié pdizarelas aislamientos de patégenos
presentes en las raices, el material inicial fudromos de raices mostrando sectores
necrosados o con podredumbres. Para la evaluaeiédaéio ocasionado por patdogenos
foliares se utilizd una escala subjetiva en bagp®rlentaje de tejido foliar afectado, donde
0= sano, 1= 10 al 25 % de tejido afectado, 2= ZD&o de tejido afectado, 3= 50 al 75 %
de tejido afectado, 4= 75 al 100 % de tejido afbztga5= 100 % de tejido afectado.

Una vez finalizada la cosecha, se extrajeron ttatasaices, se lavaron, se contaron
las agallas presentes y se evalud el porcentajeides necrosadas, de las cuales se
extrajeron trozos para realizar aislamientos copnagcedimiento similar al utilizado con

los discos de hoja.
DISENO ESTADISTICO Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Para los tratamientos en condiciones controladat experimento se repitio 3 veces,
con 10 plantas por tratamiento y por repeticionaWez aplicados los tratamientos las

plantas se distribuyeron en un disefio completamaetgorizado. Para las evaluaciones
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bajo presion de indculo natural se utilizé un dise@n bloques completamente

aleatorizados, con 8 repeticiones y 10 plantapparela.
Luego de verificar la normalidad de las variabtesrealiz6 el analisis de la variancia,

mediante el procedimiento GLM, del paquete estadiSAS (SAS Institute, 1993). Las
diferencias entre medias fueron analizadas medanést de rangos multiples de Duncan.
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Figura 3.1 Evaluacién del efecto de aplicacio
de acido salicilico bajo presion de inécd
natural.

A Para evaluar rendimiento las plantas fuefe
transplantadas en invernadero comercial Qaj
presion de indculo natural.
B Sintomas sistémicos de “peste negra” er) @i
hibrido susceptible Bonanza causados por |t
infeccion natural. F
C Sintomas de TSWV en hojas.

D. Se aplico acido salicilico (AS) 1 mM una v
por semana durante los primeros 45 dias des
del transplante Las plantas tratadas (izquierd
sin tratar (derecha) fueron transplantadas
surcos dobles con un disefio en bloq
completos al azar.

E. Plantas sin tratamientos de acido salicilico.
F. Plantas tratadas con &cido salicilico.




Severidad

RESULTADOS

MODIFICACION DE LA PREDISPOSICION FRENTE A TSWV POR
APLICACIONES EXOGENAS DE ACIDO SALICILICO. EFECTO S OBRE EL
CRECIMIENTO Y PARAMETROS PRODUCTIVOS

A) Hibrido susceptible Bonanza
En la figura 3.2 y 3.3 se observan los resultadosadaplicacion de acido salicilico

sobre la manifestacion de sintomas de TSWV y parémproductivos respectivamente.

A

0,4 a 12
ab b b | 10
+8 , Figura 3.2 Efecto del estrés térmico
0,2 + CSING +6 & vy la aplicacion de &acido salicilico
| —m—DIAS l +4 2 antes de la inoculacion.
M T2 . , o
0 0 A Severidad de sintomas sistémicos
Control Control Estrés Estrés + a los 6 Qias de la inocula_ci_é,n (SIN
£ AS AS 6) y dias hasta aparicion de
sintomas.
B B Area bajo la curva de progreso
de la enfermedad.
., 400 a C Porcentaje de foliolos apicales

ELISA + a los 15 dias de la
inoculaciéon.  Hibrido  Bonanza
susceptible a TSWV. Se muestran
medias de una repeticion.

N
o
o
T
(@]

Plantas inoculadas una hora después de
finalizado el estrés, con una cepa de TSWV.
. . Estrés = Plantas sometidas a°@durante 24
Control - Control +  Estres Estres + hs. Control = Plantas sometidas a°€5 AS =
AS AS aplicacion de &cido salicilico 1 mM antes de la
C inoculacion., Area bajo la curva = se calculd
segln una ecuacién que utiliza los valores de

Area bajo la curve
o

severidad tomados durante los 15 dias
| posteriores a la inoculacion. Medias con letras

80 ! o .
iguales no difieren entre si al 5 % para el test de
medias multiples de Duncan.

S
40 r
0

Control Control + AS Estrés Estrés+ AS
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En plantas no estresadas la aplicacion exdégenacik &alicilico previo a la
inoculacion contribuyd a atenuar los sintomas migt@s y redujo el nimero de foliolos

apicales ELISA + a los 15 dias de la inoculaciGggF3.2 y Ver Anexo Tablas 3.1y 3.2).
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En las plantas inoculadas se observd mayor readimien las plantas control
tratadas con AS y menor descarte por virésico smplantas control y sometidas a estrés
(Figura 3.3, Ver Anexo Tablas 3.3.1 y 3.3.2). Leatamientos no modificaron la
proporcion de frutos comerciales grandes, medianpgquefios (Fig. 3.3, Ver Anexo

Tablas 3.4.1y 3.4.2).

A
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g I 0O- AS
g @+ AS
c 6
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o
> 4r
X
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C Sanas E Sanas C Inoc E Inoc
B
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o 4r a O-As
3 b @+ AS
2ot b
) 2
o ‘W
0
C Sanas E Sanas C Inoc E Inoc
C
100 :
O Rajado mDeforme| [
B Pequefio O Virdsico =
75 | .
O Pod apical
£ -
© -
Q
()]
% 50 - -
[
©
X w7 -
25 e
0

C Sanas C Sanask Sanas E SanasClInoc ClInoc+ ElInoc EInoc+
+ AS +AS AS AS

Figura 3.3. Efecto del estrés térmico y el &cidicidao antes de la inoculaciorA
Rendimiento total (kg/plantdd Rendimiento comercial (kg/plant&) Causas de descarte
para plantas sanas e inoculadas (Inoc). HibridmmaBpa susceptible a TSWV. Se
muestran medias de una repeticiEdratamiento de estrés (24 hs a°@) antes de la inoculacién, AS=
aplicacion de &cido salicilico 1 mM antes de laciacion Medias con letras iguales no difieren entre si® para el
test de medias multiples de Duncan.



B) Hibrido resistente Gol

En las figuras 3.4 y 3.5 se muestran los resultddda aplicacion de &cido salicilico
sobre el desarrollo de lesiones locales y la caraein viral en las plantas inoculadas con
TSWV.

8
S s | WLESS
> OLES 11
o 4 r
5 b b a b
32 | b b
S ] a B - ]

Control Control + Estrés Estrés + AS
AS
a

6 | 'mDIAM 5
c 4 | ODAM11] ab b
S b

a

0

Control Control + Estrés  Estrés + AS
AS

Figura 3.4 Efecto del estrés térmico y el 4&cidacBalo antes de la inoculacion. Lesiones
locales en el foliolo inoculado y diametro de lasmas (mm) a los 5 y 11 dias de la
inoculacion. Se muestran medias de una repeti€8irés= 24 hs a 48C previo a la
inoculacion; AS = aplicacion de acido saliciliconM), previo a la inoculaciéon. Hibrido
Gol resistente a TSWV.

La aplicacion de &cido salicilico antes de la itacidn, redujo el niumero de lesiones
locales en las plantas sometidas a estrés téririg®(4)(Ver Anexo Tablas 3.5.1 y 3.5.2).
El diametro de las lesiones fue mayor en las ptasanetidas a estrés térmico antes de la
inoculacion (Fig 3.4), la aplicacion de acido détio redujo el tamafio de estas lesiones
(Ver Anexo Tablas 3.5.1y 3.5.2).
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Figura 3.5 Efecto del estrés térmico y el acid@g@o antes de la inoculaciétxquierda

Test de ELISA (Absorcion a 410 nm) para foliolodalado a los 5 dias de la inoculacion (INOC) y
foliolo apical alos 15 (API15) dias de la inocida. DerechaPorcentaje de foliolos ELISA
positivos inoculados (INOC) y apicales a los 5 di@sa inoculacion (API 5Se muestran medias
de una repeticion. Hibrido Gol resistente a TSWV.

Estrés = plantas inoculadas después de finalizbntatamiento de estrés (24 hs £@). AS= aplicacion de acido
salicilico 1 mMantes de la inoculaci.

El estrés térmico, incrementd la concentraciéal\en los foliolos inoculados a los 5
dias después de la inoculacion y en el folioloa@dos 15 dias de la inoculacion, el acido
salicilico revirtio este efecto en el foliolo api¢gig 3.5, Ver Anexo Tabla 3.6). El estrés
térmico, incrementd el numero de foliolos inocukgaapicales positivos, 5 dias después

de la inoculacion (P< 5%), el acido salicilico r&vi este efecto en el foliolo inoculado

(P<1 %).

En la figura 3.6 se observan los efectos de lacagibn de acido salicilico sobre

parametros productivos en plantas inoculadas cad\I 8n condiciones controladas.
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Figura 3.6 Efecto del estrés térmico y el acidaciilo antes de la inoculaciéA
Rendimiento total (kg/plantéd Rendimiento comercial (kg/plant&) Causas de
descarte para plantas sanas e inoculadas (InSe).muestran medias de una

repeticion. Hibrido Gol resistente a TSWAEA Tratamiento de estrés (24 hs &@pantes
de la inoculaciér AS= aplicacién de acido salicilico 1 mintes de la inoculacioél

La aplicacion de acido salicilico generé6 aumenteseahdimiento total en las plantas
inoculadas y sanas a pesar de que no se obseplardas con sintomas sistémicos (Fig.
3.6, Ver Anexo Tablas 3.7.1, 3.7.2, 3.8.1 y 3.8i@npoco se observaron cambios en las

causas de descarte (Fig. 3.6).
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RESPUESTA AL ESTRES TERMICO Y APLICACIONES CON ACID O
SALICILICO EN UN GENOTIPO DEFICIENTE EN PRODUCCION DE ACIDO
SALICILICO

Este experimento se realiz6 para conocer coOmo megpan material mutante NahG
deficiente en acido salicilico, comparado con sesire Moneymaker y de esa manera
poder inferir la intervencion de este compuestdosrcambios de predisposicion frente a
TSWV ocasionados por el estrés térmico. En la igBi7 se muestra el efecto de la
aplicacién de AS sobre la expresion de sintomasWV en plantas del mutante y el
silvestre inoculadas a distintos tiempos luegoimizado el estrés térmico. En las figuras
3.8 y 3.9 se observan los resultados de la apfinade AS sobre el porcentaje de foliolos

inoculados y apicales ELISA positivos.

Silvestre Moneymaker

1200

Mutante NahG
0O-AS
800 - O+ AS

SR I

8 Control 1

Horas después del estrés Horas después del estrés

Area bajo la curva
Area bajo la curva

o

o

Control 1

Figura 3.7 Duracion del efecto de predisposicidumsado por estrés térmico (@) y efecto
del &cido salicilico. Area bajo la curva de progrele la enfermedadd Silvestre Money
maker.B Mutante portador del gendkG que transforma el acido salicilico en catecol.

Plantas inoculadas después de 1, 4, 8 y 24 horastds térmico (48C) y control (25°C). Area bajo la curva de progreso
de la enfermedad = se calculé segliin una ecuao®nutiiza los valores de severidad tomados duriasté5 dias posteriores
a la inoculacior

A los 16 dias de la inoculacidon se observé en éenah silvestre, mayores valores de
area bajo la curva de progreso de la enfermedadalalda aplicacién de estrés térmico (P
< 5%), en plantas donde no se aplicé acido salic(kig 3.7, Ver Anexo Tabla 3.16).
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El mutante MhG no manifestd estas diferencias de susceptibilrééationadas a la
tempratura previa a la inoculacion, pero la apl@aae acido salicilico atenu6 sintomas
en las plantas control y una hora después delsesian respecto al silvestre, el mutante

manifestd mayores valores de area bajo la curvaragreso de la enfermedad (Fig 3.7)
(Ver Anexo Tablas 3.16 y 3.17).

A
B
‘ O-AS o+ AS‘ Silvestre Money maket Mutante NahG
80 80
H‘II_I'I H—,,—HH—,m
o] 0
Control 1 4 8 24
ontro Control 1 4 8 24

H d 5s del estré
oras despues delestres Horas después del estrés
Figura. 3.8 Foliolos inoculados ELISA positivoglias después de la inoculacidnSilvestre

Money makerB Mutante NahG deficiente en acido salicilie@ntas inoculadas después de 1, 4, 8 y 24

horas de estrés térmico (40) y control (25°C). AS= Tratamiento con acido salicilico (1 mMpagado a las plantas
inmediatamente después de los tratamientos des.

A B

Mutante NahG.
Silvestre Money maker

40

40 |
20 O- AS
0+ AS |_|—| 20 |—|
0 0

Control 1 4 8 24

%
%

Control 1 4 8 24
Horas después del estrés

Horas después del estrés

Figura. 3.9 Foliolos apicales ELISA positivos agltespués de la inoculaciénSilvestre
Money makerB Mutante NahG deficiente en acido salicilie@ntas inoculadas después de 1, 4, 8 y 24

horas de estrés térmico (40) y control (25°C). AS= Tratamiento con acido salicilico (1 mMpagado a las plantas
inmediatamente después de los tratamientos des.

El silvestre Moneymaker se comportd de manera airail hibrido susceptible Bonanza
en cuanto a que el acido salicilico redujo el pataje de foliolos inoculados y apicales
ELISA positivos 5 dias después de la inoculacidesta respuesta fue aleatoria en el
mutante MhG que degrada el &cido salicilico en catecol (Fgy33.9).
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EFECTO DE APLICACIONES DE ACIDO SALICILICO SOBRE
SOBRE EL CRECIMIENTO, PARAMETROS PRODUCTIVOS Y LA
MANIFESTACION DE SINTOMAS DE TSWV BAJO CONDICIONES
DE INOCULO NATURAL

A) EN PLANTAS NO SOMETIDAS A ESTRES TERMICO ANTES DEL
TRANSPLANTE

En la figura 3.10 se observa el nUmero de plardasimtomas sistémicos de tospovirus
en las distintas campafias ensayadas, en las figuras 3.12 se muestra el resultado de

estas aplicaciones sobre el rendimiento total yeroial y el descarte por virgsico.

A B
ggg'r']ct'rlgclo Hibrido susceptible ggilrﬁflglo Hibrido resistente
40 40
35 35
30 | 30
25 | 25
20| < 20
15 15
10 %‘q 10 |
5+ 5 |
1999 2000 2004 2005 1999 2000 2004 2005

Figura 3.10 Efecto de aplicaciones de acido salicibajo condiciones de indculo
natural. Plantas con sintomas de “peste negrainal del ciclo de cultivo bajo
condiciones de in6culo natural, campafas 1999, ,22004 y 2005.A Hibrido

susceptible B resistente a TSWV salicilico=Plantas asperjadas semanalmente corsainaion de
acido salicilico (1 mM) los primeros 45 dias despdél transplante. Control = Plantas asperjadasrsgmante
con aaua destilada pH = 3 los primeros 45 diasudissdel transplant

En condiciones de in6culo natural, los tratamiertos acido salicilico redujeron el
porcentaje de plantas con sintomas de peste nageh leibrido susceptible (Fig 3.10).
Estas diferencias fueron estadisticamente sigtiifacs para la interaccion hibrido * 4cido
salicilico para las camparfas 1999 y 2004 (P< 1% Eespectivamente) (Tablas 3.9.1 y
3.9.2). En el hibrido resistente no se observofaat@ definido, pero si es importante el

aumento de plantas con sintomas sistémicos retpsena las sucesivas campanas. En las
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% descarte por virésico

campafas 2004 y 2005, no se obtuvieron diferensigsificativas entre el hibrido

resistente y el susceptible para plantas ELISA entd a TSWV a los 60 dias del

transplante, pero si para TCSV/GRSYV, con menoreseptajes para el hibrido resistente,

esto puede deberse a que las cepas del patogeneegeen el gen de resistencia sean

mutaciones de TSWV.
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Figura 3.11 Aplicaciones de
salicilico bajo condiciones de

natural. Rendimiento total y comercial
(kg/m2), para el hibrido susceptible
Bonanza y resistente Gol para tres

campanfas de cultivo en invernadero.
AS= aplicacién semanal de &cido salicilico 1 mMsdie
el transplante hasta los 45 dias del mismo.

Figura 3.12 Aplicaciones de acido
salicilico bajo condiciones de inéculo
natural. Descarte por virgsico para tres
campafas de cultivo en invernadero.
Hibrido Bonanza susceptible a TSWV.

Salicilico=Plantas asperjadas semanalmente con una
solucién de éacido salicilico (1 mM) los primeros 45
dias después del transplante. Control = Plantas
asperjadas semanalmente con agua destilada pH = 3
los primeros 45 dias después del transplante.

Las plantas que recibieron el tratamiento de A&csddicilico mostraron mayor

rendimiento total y comercial en las campafas 392000, tanto en el hibrido susceptible
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B)

como en el resistente (Fig 3.11). Estas diferenitiason estadisticamente significativas
para rendimiento comercial (P< 5%) para el hibitmanza (Ver Anexo Tablas 3.10,
3.11, 3.12 y 3.13). El descarte por virosico fuenangP < 5%) en la campafa 2000 para
las plantas asperjadas con acido salicilico en leitedo (Fig 3.12)(Ver Anexo Tabla
3.10). El resto de las causas de descarte no naiftréncias significativas para ninguno
de los hibridos. En las campafias 1999 y 2000 daéehdafo causado pBhythophtora
infestansy Leveillula tauricaen todas las parcelas, no se obtuvieron difereneidre
plantas tratadas o no con acido salicilico (VeexnTabla 3.9.3). En la tabla 3.2 se
observan los resultados de los recuentos de aggllgasrcentaje de podredumbres
radiculares encontrados en ambos hibridos.

Tabla 3.2 Aplicaciones de acido salicilico bajodiciones de indculo naturdlimero de
agallas/g raiz, porcentaje de raices con sintoreagodredumbres radiculares y materia
seca raiz.

HIBRIDO AS AGALLAS PODREDUMBRES MATERIA SECA
RADICULARES RAIZ

GOL NO 10.71 + 1.56 37.50 +4.59 7.40 £0.48

GOL SI 10.19+1.21 48.95 + 4.58 7.06 £0.41

BONANZA NO 9.24 +1.30 37.42 +4.59 6.45 +0.33

BONANZA SI 8.70 £ 1.69 31.97 +4.17 7.68 £0.42

AS= aplicacién semanal de acido salicilico (1 mMhasta 45 dias del transplante.

No se observaron diferencias en el nUmero de agadlasionadas por nematodos, ni en
el peso seco de las raices. La interaccion Hibridoido salicilico fue estadisticamente
significativa (P < 5%), el hibrido Gol mostr6 magsr porcentajes de raices con
podredumbres radiculares en las plantas asperjmtasacido salicilico, en el hibrido
Bonanza el efecto es inverso (Tabla 3I2)s principales patdégenos aislados fueron

Fusarium solany Pyrenochaeta lycopersici

EN PLANTAS SOMETIDAS A ESTRES TERMICO ANTES DEL
TRANSPLANTE
En la figura 3.13 se observa el nimero de plantes sintomas sistémicos de “peste
negra”, el rendimiento total y comercial en plargatresadas antes del transplante y que

posteriormente fueron asperjadas con AS.
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Figura 3.13 Aplicaciones de acido salicilico bajndiciones de indculo
natural en plantas sometidas al estrés térmicosaunle transplante.
Rendimiento total y comercial (kg/m?2), para el ldbrsusceptible Bonanza y
resistente Gol en invernadero y porcentaje detgdacon sintomas de TSWV.
Estrés= plantas sometidas a estrés térmico (24 M °C) antes del

transplante. AS= aplicacion semanal de &cido #abcl mM hasta 45 dias
después del transplar

Las plantas asperjadas con acido salicilico y quibieron el efecto del estrés térmico
antes del transplante mostraron mayores rendinsetatales y comerciales tanto en el
hibrido susceptible como en el resistente (Fig)3.Eh el hibrido susceptible la aplicacion
de acido salicilico redujo el numero de plantas siomomas de TSWV (Fig 3.13). No se
obtuvieron diferencias para parametros de crecimiemmo la altura a los 30, 60 y 90 dias
del transplante ni para el numero de coloniasEdieoccumni Alternaria alternataen

discos de hojas sembrados en medio de cultivo.

81



DISCUSION

Los resultados obtenidos en este capitulo coincetertérminos generales con los
antecedentes citados por otros autores en que seeibde un importante rol del acido
salicilico en promover la respuesta de resistahai®iospedante frente a patdégenos de tipo
viral, (Malamyet al, 1990; Gaffneyet al, 1993;Ryalset al, 1996; Sticheet al; 1997,
Thulke y Conrath, 1998; Jeust al 2000; Galiset al 2004; Silvermaret al, 2005),
fungico (Metraux, 1990; Hammond-Kosa@it al, 1996; Spletzer y Enyedi, 1999) o

bacteriano (Rasmussehal. 1991).

EFECTOS DE LA APLICACION DE AS SOBRE LA EXPRESION D E SINTOMAS
DE TSWV EN UNA INTERACCION PLANTA PATOGENO COMPATIB LE

Se observo en el hibrido susceptible Bonanza, quea@tas no estresadas la aplicacion
exdgena de acido salicilico previo a la inoculaco@mtribuyé a atenuar los sintomas
sistémicos y redujo el numero de foliolos apicBlEESA + a los 15 dias de la inoculacion.
Estos resultados coinciden con los obtenidos panité/ét al, (1983) y Chivasat al,
(1997) en tabaco susceptible a TMYienes observaron luego de aplicar ASjuccién
de la cantidad de virus en el tejido infectadoeyraso en la aparicion de sintomas; con los
de Galiset al, (2004) quienes en plantas Ekaseolus vulgarisegadas con AS 1 mM,
observaron la inhibicion parcial de la acumuladi@ “white clover mosaic virus” en las
hojas infectadas y en parte con los de Murphy g C202), quienes observaron en
tabaco que los tratamientos con AS, restringierda @élula epidérmica el movimiento
viral a partir del sitio de infeccidon con TMV, perm con CMV y que el AS inhibe la
replicacion viral en los protoplastos del meséfidurphy et al (1999), también
observaron que el AS puede inhibir la replicacidral, en protoplastos de caupi
infectados con AMV, en tejidos de tabaco infectadms TMV y PVX y que en pepino

infectado con CMV inhibe la entrada del virus eflagdma.
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EFECTOS DE LA APLICACION DE AS SOBRE LA EXPRESION D E SINTOMAS
DE TSWV EN UNA INTERACCION PLANTA PATOGENO INCOMPAT IBLE

En el hibrido Gol, portador del gen de resistereweb, la aplicacion de acido
salicilico antes de la inoculacion, redujo el nimnee lesiones locales y el tamafio de las
mismas en las plantas sometidas a estrés térmicestees térmico, incrementd la
concentracién viral (en los foliolos inoculadosa b dias después de la inoculacién y en
el foliolo apical a los 15 dias de la inoculacigngl nimero de foliolos inoculados y
apicales positivos 5 dias después de la inoculacgdnacido salicilico redujo la
concentracion viral y el numero de foliolos inocldsa positivos, es decir que revirtio el

efecto predisponente del estrés térmico.

Estos resultados coinciden con los obtenidos poite/Nii1979) quien observo que
aplicaciones externas de AS, reducian el nUmeeomafio de las lesiones Bh tabacum
resistente al patégenoYalpani (1991, 1993), quienes observaron quédgas de tabaco
resistente inoculado con TMV desarrollaban menaonemd de lesiones si se las trataba con
AS 0 sus precursores y que en plantas resisteniévainoculadas con este patégeno y
mantenidas a 32C, no desarrollaban lesiones locales en el foliod@ulado, pero si se
observaba la sistematizacion del virus. Estos esitobservaron que la acumulacion de AS
y la proteina relacionada con la patogénesis PRédlcida por TMV estaba inhibida
totalmente a 32C. Otros resultados coincidentes con los obtenmwsRaskin (1992)
(Malamyet al, 1992) quienes aplicando acido salicilico en foerdgena a las hojas no
lograron restaurar la capacidad de inducir reachipersensible en plantas mantenidas a
32 °C o en aquellas infectadas a ®2y luego mantenidas a 22. Dado que el AS no fue
suficiente para desarrollar RH, se dedujo que l@s daemperaturas, estarian afectando

otros procesos fisioldgicos relacionados con lemnk&d a patdgenos.

En interacciones hospedante-patdgeno incompatildeseaccién hipersensible es un
evento muy importante para el inicio de la expmesié las reacciones de defensa (Malamy
et al, 1990; Métrawet al, 1990). La alteracion de la acumulacion de ASaegxplosion

oxidativa inicial retrasaria la muerte de tejidnfectados que se produce en las lesiones
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locales, permitiendo el establecimiento del patégdur et al, 1997). Esto podria ser la
causa del mayor numero de lesiones y diametro slaniamas, que se observa en las
plantas del hibrido portador del gen de resisteBai& cuando son inoculadas luego de los
tratamientos de estrés térmico. ElI hecho de quapligacion de AS atenle este efecto
podria demostrar que dificultades en su acumulaeidros tejidos ocasionadas por las
altas temperaturas, podrian ser una de las caabafedto de predisposicion a TSWV

causado por las mismas.

RESPUESTA AL ESTRES TERMICO Y APLICACIONES CON ACID O
SALICILICO SOBRE LA EXPRESION DE SINTOMAS DE TSWV EN UN
GENOTIPO DEFICIENTE EN PRODUCCION DE ACIDO SALICILI CO

Este experimento se realiz6 para conocer cdmo megpan material mutanteakG
deficiente en acido salicilico, comparado con sesire Moneymaker y de esa manera
poder inferir la intervencion de este compuestdosrcambios de predisposicion frente a

TSWYV ocasionados por el estrés térmico.

A los 16 dias de la inoculacion se observo en diena silvestre, diferencias en
susceptibilidad por la aplicacion de estrés térmeo plantas donde no se aplico acido
salicilico. El mutante BhG no manifesté diferencias de susceptibilidad especto a los
tratamientos de estrés, la aplicacion de salicailemud sintomas en las plantas control y

una hora después del estrés.

Con respecto al silvestre, el mutante manifestéomesyvalores de area bajo la curva de
progreso de la enfermedad. Estos datos coincidaenlasobtenidos por Zhang (2004),
quien encontré que en mutantes de tabaco NahG @@eumulan AS, el elicitor PB90
secretado poPhytophthora boehmerialo aumento la resistencia y acumulacion de PR-1,
efectos observados en el silvestre y Alaméltaal, (2006), quienes encontraron que PPV
puede generar infecciones sistémicas en planttabdeo que expresan el geaH$ pero

no en el silvestre.
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El silvestre Moneymaker se comporté de manera airail hibrido susceptible Bonanza
en cuanto a que el acido salicilico redujo el pataje de foliolos inoculados y apicales
ELISA positivos 5 dias después de la inoculacidesta respuesta fue aleatoria en el

mutante MhG que degrada el &cido salicilico en catecol.

La falta de respuesta al estrés térmico del mutdefieiente en acido salicilico podria
apoyar la hipétesis de que la predisposicion a TS3W¥bmate causada por estrés térmico,
esta relacionada con la imposibilidad de acumul8@r Aeforzando esta idea se observa
menor replicacion y sistematizacion del virus esilelestre Money maker como resultado

de la aplicacion de AS, en cambio esta respuestkeatoria en el mutantealG.

Los resultados obtenidos demostrarian que en ouierees planta patdogeno
compatibles especificamente tomate y TSWV, el A8 ewolucrado en la respuesta a la
infeccién por vias independientes a las que indiRENn EI AS puede también inducir
resistencia a virus en plantas que no tienen undgemsistencia, esto ocurre en ausencia
de muerte celular y se traduce en reduccion daritidad de virus en el tejido infectado y

retraso en la aparicion de sintomas (Wheital, 1983; Chivasat al, 1997).

Segun Huanget al, 2005 en hospedantes susceptibles, los virus mfeetan a las
plantas inducen la expresion de un conjunto congligethes la mayoria de los cuales estan
inducidos por AS. La expresion de muchos de estoggpuede compartir componentes
de sefiales involucradas en interacciones incomestipero su expresion incrementada no
tiene efectos sobre la expresion viral. Esta ultooaclusion no coincide con los datos
obtenidos en este trabajo ya que si, se obserwdirdisucion en la predisposicion a la

infeccién por TSWV, en dos materiales susceptiliego de aplicar AS.
EFECTO DEL ACIDO SALICICO SOBRE PARAMETROS PRODUCT IVOS

En los experimentos realizados bajo condiciones$ralaalas, en el hibrido susceptible
a TSWV se observé en las plantas inoculadas mayatimiento en las plantas control

tratadas con AS y menor descarte por virésico emplantas control y sometidas a estrés.

Los tratamientos no modificaron la proporcion deds comerciales grandes, medianos y
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pequefios. En el hibrido resistente a TSWV la agitica de &cido salicilico generé
aumentos de rendimiento total en las plantas iaoasl y sanas a pesar de que no se
observaron plantas con sintomas sistémicos, tanmgmobservaron cambios en las causas

de descarte.

En los experimentos realizados bajo presion deuloGgatural en plantas sometidas a
estrés térmico antes del transplante, las plargpsrjadas con acido salicilico y que
recibieron el efecto del estrés térmico antes dehsplante mostraron mayores
rendimientos totales y comerciales tanto en eliddsusceptible como en el resistente. En
el hibrido susceptible la aplicacion de acido daiw redujo el nimero de plantas con
sintomas de TSWV. No se obtuvieron diferencias geeametros de crecimiento ni

modificaciones en los microorganismos que habitifoplano.

En los ensayos bajo condiciones de inéculo natperip en plantas no sometidas a
estrés térmcio antes del transplante, los tratanseoon acido salicilico redujeron el
porcentaje de plantas con sintomas de “peste negral hibrido susceptible. En el hibrido
resistente no se observé un efecto definido, dess Bnportante el aumento de plantas con
sintomas sistémicos registrado en las sucesivapat@sn. En las camparfias 2004 y 2005,
no se obtuvieron diferencias significativas entrlibrido resistente y el susceptible para
plantas ELISA + frente a TSWV a los 60 dias datdpdante, pero si para TCSV/GRSV,
con menores porcentajes para el hibrido resisteste,puede deberse a que las cepas del
patégeno contra las cuales el gen de resistenctiopefectividad, sean mutaciones de
TSWYV o cepas que formaban parte de la poblaciérpatglgeno y estén aumentando su
frecuencia al aumentar la presion de selecciore tesibmeno se ha detectado en distintos
paises productores de hortalizas, en el caso delemio estos problemas son mas
acentuados, obligando al productor a controlareetar, de la misma manera que lo hace
cuando cultiva un material susceptible (Pic6, 20R&ygeroet al, 2002; Margaria, 2004;
Calvoet al, 2008).

Las plantas que recibieron el tratamiento de A&csddicilico mostraron mayor

rendimiento total y comercial en las campafas 392000, tanto en el hibrido susceptible

como en el resistente. El descarte por virésicomamor en la campafia 2000 para las
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plantas asperjadas con &cido salicilico en el ddbsusceptible. El resto de las causas de

descarte no mostré diferencias significativas pamguno de los hibridos.

En las campariias 1999 y 2000 se evaluo el dafiodmpsaPhythophtora infestang
Leveillula tauricaen todas las parcelas, no se obtuvieron difereraifre plantas tratadas
0 no con &cido salicilico, tampoco se observaraifitaciones en el desarrollo de
microorganismos que habitan el filoplano, ni emeéiero de agallas ocasionadas por
nematodos, ni en el peso seco de las raices. EldiGol mostr6 mayores porcentajes de
raices con podredumbres radiculares en las plaserjadas con acido salicilico, en el
hibrido Bonanza el efecto fue inversos principales patdégenos aislados fuefosarium

solaniy Pyrenochaeta lycopersici

Los resultados obtenidos bajo condiciones de imdaatural coinciden con los de Tally
et al, (1999) quienes redujeron la incidencia de plade&atomate con sintomas de TSWV
asperjadas con el acido benzo-(1,2,3)-thiadiazzarbothioico S-methyl ester (ABM).
Estos autores observaron una reduccion del numerbutbs en relacion directa a la
cantidad de ABM aplicada por hectarea, pero enresegmte estudio no se registraron
efectos negativos sobre el crecimiento ni sobréarmpatros productivos, por el contrario las
consecuencias de la aplicacion de acido salicfialie parametros de rendimiento fueron
positivas en el cultivar susceptible y en el resitt, tanto en plantas inoculadas como en

las sometidas a indculo natural.

Este efecto benéfico del AS tanto en el hibridaspisble como en el resistente podria
deberse a la accion de defensa generada en elocpltir este inductor sobre otros
patogenos distintos a TSWV o efectos fisiolégicoxwados al estrés del transplante u
otro tipo de condiciones subdptimas de origen almdomo el estrés térmico (Borsaati
al., 2001; Datet al, 1998 a y b; Daet al, 2000; Jand&t al, 1999; Wang y Li, 2005;
Senaratnat al.,2000; Szepest al.,2005).

Asi como el acido salicilico activa la RSA, existanos inductores quimicos como

carbohidratos, &cido salicilico, &cidos grasos,m@@stos, aminoacidos, etileno,

glucoproteinas, derivados de levaduras, metabotit@gobianos, asi como inductores
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abidticos o semisintéticos, algunos ejemplos sbacido 2,6-dicloro-isonicotinico (INA)
o el &cido benzo-(1,2,3)-thiadiazol-7-carbothioBenethyl ester (ABM, BION) v el

acido L«-amino butyrico (ABA) que son independientes del @&Sicheret al, 1997;

Kessmanret al, 1994; Malamyet al, 1996; Friedrichet al, 1996; Gorlactet al, 1996;

Lyon y Newton, 1999Zhu et al.,2003; Boviéet al, 2004; Guzzo, 2004; De Nareh al,

2006, Piriset al, 2007).

Existen antecedentes sobre el uso agricola deadoties de resistencia como el
acibenzolar metil, con buenos resultados en cuani® reduccion de la incidencia de
algunas enfermedades como PVY en papa y tabacegR1L@98), TSWV en tomate (Tally
et al., 1999), Xanthomonas axonopodiw vesicatoriaen pimiento (Romeret al. 2001),
Xanthomonas axonopodpy vesicatoriay Pseudomonas syringge/ tomatoen tomate
(Louws et al. 2001), Rotylenchulus reniformisy Meloidogyne en Ananas comosus
(Chinnasriet al, 2006).

El uso de inductores de resistencia podria tengromatilidad en cultivos bajo
cubierta donde es mas sencillo monitorear y matifiteterminadas variables ambientales
(temperatura, humedad relativa) y donde podrian bamemse con el uso de
biocontroladores en el marco de un manejo integdcedplagas y enfermedades (Lyon y
Newton, 2000; Staub 2001; USDA, 2003; Hoover, 20@)bien en este trabajo no se
observaron sintomas sistémicos en el hibrido met® portador del gen Sw5 como efecto
de la aplicacion de estrés térmico, si se obsend lg aplicacion de AS a plantas
estresadas lograba revertir los efectos de las &taperaturas en cuanto a reducir el
namero y tamafo de las lesiones locales, la coramaén viral y sistematizacion del
patogeno. Mouret al. (1998), observaron que la resistencia a TSWVearatd por el gen
Tsw en pimiento es menos estable a 32 °C que & 32 Soleret al. (1998), informaron
una mayor susceptibilidad a regimenes de 30/18 ®Ia/noche) que 25/18 °C, en
poblaciones deCapsicum chinenseresistentes a TSWV. Estos antecedentes permiten
especular sobre el uso que podrian tener los dotiga de resistencia si se hallaran
momentos Optimos de aplicacién a los fines de raejarexpresion de genes de resistencia
con dificultades para manifestar su efecto a édtagperaturas: de esa manera se evitaria la

aparicion de quiebres de la resistencia. Este fenérse observa ultimamente en distintos
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paises productores de hortalizas incluido nueséis, pen el caso del pimiento estos
problemas son mas acentuados, obligando al pradaatontrolar el vector, de la misma
manera que lo hace cuando cultiva un material ptibte (Pico, 2002; Roggeret al,
2002; Margaria, 2004; Calvet al, 2008).

Como resumen de los resultados expuestos, se puedeir que las dificultades en
acumular acido salicilico que presentan las plaptgqmiestas a altas temperaturas, las
privaria de un componente esencial en el normaloirde los mecanismos de defensa
frente al ataque de un patégeno. La relacién esitrefecto predisponente del estrés
térmico y el acido salicilico se observé en el idibrresistente y no en el susceptible
debido posiblemente a que el primero posee un gerredistencia responsable de
desencadenar esta respuesta de defensa y por endgigd mas influenciado por los
cambios generados en el contenido enddégeno deadsgg/ por efecto de la aplicacion de
altas temperaturas como por su aplicacién exédemal hibrido susceptible no existe este
mecanismo de resistencia por lo que el efecto gpedente del estrés térmico se veria
explicado por otros cambios sufridos por el hospegaomo podrian ser alteraciones en

el sistema antioxidante.

El uso en agricultura de resistencia inducida adali por inductores quimicos,
aplicados al cultivo en una especie de “preinmuize ha sido discutida en los ultimos
afos. La aplicacion de estas sustancias se indeyro de un paquete de practicas
culturales que contribuyen al manejo racional ggad y enfermedades. El uso de estos
compuestos podrian ser cuestionados si se consgleraen algunos casos pueden
ocasionar fitotoxicidad o reducciones en el rendnto, o representar una tecnologia
demasiado costosa. Los datos obtenidos en esgganaddrian contribuir para determinar,
cudl es la etapa del cultivo de tomate en que putligarse el activador para contribuir al
manejo integrado de TSWV, sin ocasionar efectosdeseados sobre parametros de
crecimiento y produccion o aumentar la suscepdidia otras enfermedades o plagas que
pueden estar reguladas por otros mecanismos yajwéaldel salicilico pueda influir

negativamente.
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Como resultado de este trabajo, se propone unaaneende oportunidad para la
aplicacion de AS. La misma comprenderia desdeapbjiante hasta 45 dias posteriores,
etapa en que este compuesto podria aplicarse pdteir la incidencia de virosis,
obteniéndose aumentos en el rendimiento y sinteekg negativos sobre otros problemas

sanitarios que afectan al cultivo.

CONCLUSIONES PARCIALES

Los resultados obtenidos indican, que el &cidocifiath estad involucrado en la
resistencia del cultivo de tomate a esta enfermedadorigen viral. En el hibrido
susceptible la vinculacion de este efecto conasionado por el estrés térmico, no queda
clara como resultado de estos ensayos. En el bilegistente el AS atenud el aumento en
el numero y tamafio de lesiones locales y disminaygistematizacion del virus, ambos

efectos ocasionados por el estrés térmico.

Las plantas sanas del hibrido susceptible trateola\S mostraron mayor rendimiento
comercial. La aplicacion de acido salicilico genauinentos de rendimiento total en las
plantas del hibrido susceptible inoculadas, persametida a estrés y menores descartes
por virdsico en plantas estresadas y control, masmjue en el hibrido resistente el AS
provocé aumentos de rendimiento en las plantasuiadas y sanas a pesar de que no se

observaron plantas con sintomas sistémicos.

El mutante MhG, que tiene inhibida su posibilidad de acumular, A8 manifestd
diferencias de susceptibilidad con respecto arkiarhientos de estrés como si lo hizo el
silvestre, la aplicacion de salicilico atenué simis en las plantas control y una hora
después del estrés. Con respecto al silvestreytanme manifesté mayores valores de area
bajo la curva de progreso de la enfermedad.
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El silvestre Moneymaker se comporté de manera airail hibrido susceptible Bonanza
en cuanto a que el acido salicilico redujo el pataje de foliolos inoculados y apicales
ELISA positivos 5 dias después de la inoculacidista respuesta fue aleatoria en el

mutante MhG que degrada el &cido salicilico en catecol

En condiciones de indculo natural, los tratamiertos acido salicilico redujeron el
porcentaje de plantas con sintomas de “peste negral hibrido susceptible Bonanza en
las 4 campafas sin provocar sintomas de fitotcadichi aumentos en la incidencia de
agallas por gramo de materia seca de raiz, podtaegnmmadiculares, muerte de plantas
después del transplante ni diferencias en el reedim La aplicacion de AS tuve efectos
benéficos en el rendimiento de plantas susceptiplesistentes a TSWV transplantadas

antes de estar sometidas a estrés térmico.
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CAPITULO 4

RELACION ENTRE EL PEROXIDO DE HIDROGENO Y LA
ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES CON EL

INCREMENTO EN PREDISPOSICION A TSWV CAUSADA POR LA
EXPOSICION A ALTAS TEMPERATURAS

ANTECEDENTES

ROL DE LAS ESPECIES ACTIVAS DE OXIGENO Y EL SISTEMA
ANTIOXIDANTE EN EL ESTABLECIMIENTO DE  RELACIONES
COMPATIBLES E INCOMPATIBLES ENTRE PATOGENOS Y PLANT AS

La liberacion de especies activas del oxigeno (BAS®sina reaccion de las células bajo
estres, entre ellos el estrés térmico (Etadl, 1998; Edreva, 2005; Rizhsky; 2002; Rivero
et al, 2003) y ademas una caracteristica comun en auierees planta-patégeno
compatibles e incompatibles (Bolwell, 1998; Bolwel002). En estas Ultimas, la
resistencia del hospedante se basa en un prin@raemiento del patdgeno por la planta,
seguido por una rapida explosién oxidativa, coadamulacion de ¥, (Mehdy, 1994;
De Garaet al, 2003;Lee y Hwang, 2005) y una respuesta hipersensilty, (Bisparada
por este ultimo (Dangét al, 1996; Raskin, 1992; Baket al, 1997; Yakimoveaet al,
2006), que involucra la muerte programada de ce(MECP) y la activacion coordinada de

una bateria de mecanismos de defensa, que imgigengeeso de la infeccion.

Existe una compleja relacion entre la liberacionEd®Os y la activacion del sistema
antioxidante, durante el desarrollo de los procéisagogicos involucrados en la respuesta
del hospedante a la infeccion por parte de pat@ydras EAOs activan la muerte celular
programada (Hoeberichts y Woltering, 2002; Yakimeval, 2006; Liet al, 2006) a altas
concentraciones, pero inducen la sintesis de ad#otes a bajas dosis (Hoeberichts y
Woltering, 2002). Los antioxidantes inhiben la enxgién de &areas necroticas equ
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facilitan la penetracion de fitopatdgenos necratod, por lo tanto el éxito de la reaccion
hipersensible dependera de la supresion de lasrastde eliminacion de especies activas
del oxigeno y del desbalance del estado redox atel(De Garaet al, 2003).
Recientemente, se ha encontrado una relacion estee estado y la regulacion de la
induccién de resistencia sistémica adquirida (RE#)acido salicilico (AS). Esta relacion
estaria basada en que es necesaria la reduccidosdesiduos de cisteina de la proteina
NPR1, que a su vez debe unirse a la forma reddabtactor de transcripcion TGAL para
la activacion de genes que codifican proteinagimiadas con la patogénesis (Fobert y
Després, 2005). La aplicaciéon exdégena de AS aumania relacion entre las formas
oxidadas y reducidas de glutation, el principalutador del estado redox celular (Fobetrt
al., 2008).

Los cambios inducidos en la expresion de los gemsponsables del sistema
antioxidante, modificarian la capacidad de respudstla planta a estrés de origen biético
y abidtico. Esto se refleja en estudios realizadobre plantas transgénicas, algunos

ejemplos se exponen a continuacion:

La sobrexpresion de la enzima ascorbato oxidash gmoplasto de tabaco transgénico,
altero el estado redox del ascorbato y el glutatianmento la sensibilidad frente al ozono
(Sanmartiret al, 2003). Plantas transgénicas de tabaco y toma&esajrexpresan CAT,
resultaron mas tolerantes al estrés fotoxidativasionado por el paraquat, la sequia y el
frio (Edreva, 2005). En suspensiones de célulasmate la exposicion al cadmio indujo
MCP mientras que antioxidantes, incluida la enzeaialasa la inhibieron (Yakimowet
al., 2006). Tambiéen en plantas de tomate que sobresxpracido clorogénico, un fenol
antioxidante, se observaron lesiones reducidasaaularse corPseudomonas syringae
(Niggeneget al, 2004). Plantas de pimiento que sobreexpresan ARZdtraron mayor
tolerancia al estrés oxidativo ocasionado por netigldgeno y mayor resistencia a
Phytophthora nicotianagSarowaret al, 2005). Plantas transgénicas de festuca con
mayores propiedades antioxidantes, por sobrexplesa@anzimas chalcon sintasa, chalcon
isomerasa Yy dihidroflavonol reductasa, involucsada la ruta flavonoide de la via del
fenilpropano, mejoraron su resistenciausarium(Lorenc-Kukulaet al., 2007).
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Otro ejemplo de la interaccidn entre el sistem@aittante y la RH se obtuvo gracias al
estudio de los biofotones que se emiten transittmde durante el desarrollo de la
reaccion hipersensible, como resultado de la est6itade moléculas como la clorofila por
parte de las especies activas del oxigeno (Kobagast, 1997). La distribucion espacio
temporal de estas emisiones permite estudiar aradle de la RH, por ejemplo, luego de
inocular plantas de caupi con CMV, durante el deBarde la RH, Kobayashét al
(2007), detectaron la emision de biofotones a (a&6Lhs de la inoculacion, ésta podia ser
suprimida mediante la aplicacién de Tiron (acidsutfonico) que tiene la propiedad de

capturar las EAOSs.

Algunos de los antecedentes expuestos anteriorniggiitaarian que la sobrexpresion
del sistema antioxidante u otros mecanismos quéur@ap las EAOs, ayudarian a las
plantas a responder al estrés abidtico y al atalgupatégenos una vez establecida la
infeccién, pero inhibiria la MCP, que es partealesbpuesta de resistencia.

Existen antecedentes sobre la evolucion de lasciespactivas del oxigeno y la

actividad de enzimas antioxidantes en distintasactiones planta-patégeno

A) En interacciones planta patdgeno compatibles

Yi et al (1999) encontraron que en plantas de tabacdeetas, la infeccion de TMV,
redujo transitoriamente la transcripcion y actididatal catalasa, coincidentemente con la
acumulacion de AS, en las cercanias de la RH;lieagpn exdgena de AS, ABM 0,85,
ejercio el mismo efecto (Yet al,. 2003) Esta reduccion de la actividad catalasa estaria

relacionada a la activacion de los sistemas daendafen los que esta involucrado eDhl

Kirdly et al (2002), estudiaron el estado antioxidante enshdg@dos materiales de
tabaco que generan lesiones locales luego de éacioh con TMV, la var Xanthi-nc,
portadora del gen N, que otorga resistencia a TM¥ mutante ldhG transgénico, que no
es capaz de acumular AS y no puede desarrollar R&Actividad de las enzimas SOD,
CAT, POX, GST, GR y polifenol oxidasa (PPO) era oragn hojas del material Xanthi-nc

que en el material &G, en cuyas plantas la aplicacion exégena de ASgré aumentar
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la actividad antioxidante. Segun estos autoresref@esion del sistema de defensa
antioxidativo durante la interaccidbn de plantas qmatégenos necrotizantes podria
contribuir a la muerte celular y ser la causa dedadrollo de grandes necrosis en las
plantas MhG. La induccion temprana de antioxidantes en edrdeo de SAR, reduciria

la necrosis luego de la infecciébn con TMV, perotendria una relacion directa con la
respuesta de defensa. Estos autores encontrazoréadjue la aplicacion de SOD y CAT

suprimio la necrosis causada por TMV después deaageneradores de EAOSs.

Otro ejemplo de la interaccion entre la respuestardgen de resistencia, la liberaciéon
de EAOs y el sistema antioxidante es el de Tomé&nkbwal (2006), quienes encontraron
intensa produccion de.B, en materiales de tomate resistentg3idium neolycopersici
correlacionada con alta actividad peroxidasa y rasto peroxidasa. ElI material

moderadamente resistemtechmielewskiipresentaba mayor actividad catalasa.

Raj y Shetty (2008), estudiaron en plantulas deo ngs cambios histoquimicos
originados luego de la infeccién causada $olerospora graminicolaen cv resistentes,
susceptibles o tratados con la bacteria promoterardcimientaBacillus pumilusla cual
induce resistencia al patdgeno. EI examen de Ifidose inoculados mostré una
acumulacion mucho mas temprana de lignina, calddgOy, en los materiales resistentes

o inducidos a resistencia por la bacteria.

Ruoccoet al (2008), encontraron que la proteina Hytral sadeeporTrichoderma
activo respuesta hipersensible en hojas de tomsitepomo reacciones locales y sistémicas
de resistencia a la infeccion por patdégenos. Asbdsis esta proteina también activo al
sistema antioxidante, segun los autores la modirage la acumulacion de EAOs como
aniones superoxido y peroxido jugaria un importaoteen la transmision de sefiales de

defensa.

Un ejemplo claro de como influyen en el procestadafeccion las modificaciones en
la capacidad de liberar EAOs del hospedante sdegalaan el trabajo de Nakajined al,
(2008), estos autores aislaron una cepa avirumBotrytis cinereaque ha perdido su

patogenicidad, el comportamiento de esta cepa@uas al de las virulentas a excepcion de
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gue su infeccion genera una reaccion hipersensibleas hojas de tomate. Los autores
encontraron acumulacién de,®b en lascélulas epidérmicas infectadas por la cepa
avirulenta, pero cuando se adicion6 acido ascorbioa inhibidor de la enzima NADPH

oxidasa, con el objetivo de eliminar eb®4 no se observo la reaccion de hipersensibilidad

pero si se encontrarbifas del patégeno en el mesdfilo.

Otra interaccion similar a la descripta en el dar@nterior, en que se modificé la
respuesta del hospedante frente a una infeccialieahr la capacidad de liberar EAOs, se
puede apreciar en el trabajo de Basaveaegjal., (2008). Estos autores observaron que la
infeccién de sorgo cofolletotrichum sublineolunprodujo una explosion oxidativa con
acumulacion de aniones superoxido yObla las 12 y 48 hs de la inoculacion
respectivamente, en los cvs resistentes y modemdanresistentes, pero no en los
susceptibles. Esta reaccion se redujo, al misnmptieque se observé aumentos en la
severidad de la infeccidbn en los tres cultivareando se infiltré los tejidos con un

inhibidor de la enzima NADPH oxidasa o con catafzaa capturar el #D-.

B) En interacciones planta patégeno compatibles

Menos atencion se ha dado al rol de las EAOs yistersa antioxidante en
interacciones planta-patdgeno compatibles (Stdd@Q;2Venisse, 2001; Riedle- Bauer M.,
2000). Harractet al., (2005), midieron la actividad de varios compuestogoxidantes
enzimaticos y no enziméticos en cvs de cebada deredtes grados de resistencia a
Blumeria graminisf. sp. hordeiy detectaron un incremento en la actividad deksia
antioxidante. El cultivar susceptible mostro las/aras diferencias con respecto al control,
mientras que el cv. resistente registro diferenerasnenor medida. Segun estos autores el
sistema antioxidante en la reaccidén susceptiblédigiria para proteger al patégeno de
los efectos deletéros de las EAOs que se produgeamtg la reaccién de defensa de la

planta.
Escaleret al. (2000), observaron induccion de la enzima glutateductasa, en tejido

de embriones de arveja exhibiendo replicacion actie “pea seed borne mosaic

potyvirus” (PSbMV). Por otra parte, Musedt al. (2004), estudiaron la evolucion del
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contenido de bD, en hojas de manzano recuperadas después dedaidmfecon “apple
proliferation phytoplasm” (APP). Estos autores emn@on que las plantas recuperadas,
mostraban altas concentraciones dg®Hen las hojas donde no se podia detectar al
patdgeno pero no en las raices donde éste segsi@npe, mientras que las plantas sanas
no acumulaban peroxido. Los autores relacionaronpresencia de #D, con la
imposibilidad del patégeno de dispersarse y re@egoero no con la explosion oxidativa
propia de un gen de resistencia, ya que en estmaulel peroxido se eliminaria

rapidamente de los tejidos.

En este mismo sentido Dellet al, (2008), encontraron acumulacion dglply anion
superoxido en hojas infectadas de trigo susceptidycosphaerella graminicolacon
concentraciones crecientes a medida que aumensalsevieridad de los sintomas y

asociado a la presencia de los cuerpos de fruatifio del patogeno

Segun Chang (2005l luz y el metabolismos de la EAOs en los cloroplastosaseri
importantes en la resistencia basal contra pat&emalentos; lineas transgénicas con
expresion reducida de 7 isoformas cloroplésticas @mzima glutation peroxidasa (GPX),
y un mutante que anula la GPX7, fueron mas semsibleestrés fotoxidativo pero
mostraron menor crecimiento bacteriano cuando fugroculadas con razas virulentas de
Pseudomonas syringagv tomato DC 3000 yPs.t. maculicularaza S4326, indicando
mayor resistencia a patogenos, estos resultadoens@dicen con los de Niggeneeigal.
(2004), quienes encontraron reduccion de las lesiarcasionadas pdseudomonas
syringae en plantas transgénicas que sobreexpresan urafgimxidante.

Diaz Vivancoset al. (2006), estudiaron los cambios en el sistema xidaote del
apoplasto foliar en especies Baunussegun su susceptibilidad a Plum pox virus (PPV).
En un cv de duraznero muy susceptible, se obsangumento de actividad APX1, POX,
NADH-POX y PPO, en un cultivar de damasco susclkptie observo baja actividad POX
y SOD vy alta actividad PPO y en un de damascoteeses se observo alta actividad
APX1, POX y SOD. La infeccién prolongada de PPVdpijo estrés oxidativo y aumento

en la concentracion de ,8,, estos cambios fueron mas acentuados en el niateria
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susceptible, (donde se observo pérdida de elgos}hlique en el resistente donde eDH
aumentén el apoplasto pero no se registraron dafiosclais.

Li y Burritt (2003), compararon el metabolismo artdante de plantas susceptibles de
Dactylis glomerataL. que nunca se infectaron con Cocksfoot mottleisvi(CfMV) y
plantas totalmente recuperadas de una infeccigrdedel virus no estaba ya presente y las
plantas mostraban inmunidad frente a la enfermedéiéntras que en las plantas
susceptibles, los niveles de,® disminuyeron luego de la inoculacién para luego
aumentar junto con la peroxidacion de lipidos ynaeade sintomas; las plantas
recuperadas mostraron un leve incremento g8 H pero sin aumento en la peroxidacion
de lipidos. La inoculacion de plantas susceptildesninuyo las formas oxidadas de
ascorbato y glutation y el pool de glutation, léadad CAT aument6 a los 5 dias de la
inoculacion. La actividad antioxidante tuvo ungoressta bifasica en respuesta a CfMV en
plantas susceptibles, disminuyé a inicios del éstaiiento viral pero aumenté
posteriormente en respuesta al dafo celular. Emgdaecuperadas solo se observaron
aumentos momentédneos de actividad APX, dehidrdaatmrreductasa (DHAR) y
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR).

En el trabajo de Aver'yanogt al (2008), se expone un ejemplo de cOmo interactian
los sistemas antioxidantes de hospedantes y pat®geaodmo modifican la liberacion de
EAOs y el proceso de infeccion. Se estudio la faidrade EAOs y expresion de enzimas
antioxidantes en el sitio de la infeccion en lasermcciones compatibles arroz-
Magnaporthe griseay pepino€ladosporium cucumerinumy se observo que la
germinacion de las esporas podia contribuir a waa parte de la produccion de anion
superéxido y de pD, y que tanto el patbgeno como el hospedante prauuefOs y
enzimas antioxidantes. Los autores concluyen quentnais la actividad antioxidante
aumento la compatibilidad entre patdogeno y hosgedaste ultimo trataria de inactivar a
enzimas antioxidantes que no provienen de su angeny que la fase liquida en el sitio
de la infeccion muestra actividades opuestas pigaates/antioxidantes cuyo balance es
probablemente determinante en el desarrollo destessia adquirida o inducida a

enfermedades.
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RELACION ENTRE EL |INCREMENTO EN PREDISPOSICION A
ENFERMEDADES VIRALES CAUSADA POR LA EXPOSICION A AL TAS
TEMPERATURAS, LOS CAMBIOS EN ACUMULACION DE ESPECIE S
ACTIVAS DE OXIGENO Y LA EXPRESION DEL SISTEMA ANTIO XIDANTE

Las células bajo estrés térmico reaccionan liberaspecies activas del oxigeno (Dat
et al, 1998), activando enzimas antioxidantes y siraetio proteinas como las de choque
térmico (Dinget al, 2001), que también tienen la funcion de preselvanaquinaria
celular de los efectos nocivos del estrés (Taiziger, 1998; Rizhsky, 2002). En tomate,
por ejemplo, plantas sometidas a %5 mostraron mayor concentracion deQgl vy
expresion de la enzima superoxido dismutasa (S@Dica en hojas comparado con un
control mantenido a 2%, asi como menor expresion de la enzima catal2&®)(Rivero
et al, 2003).

Kiraly et al, 2002, estudiaron los efectos de la aplicaciogateradores de EAOs, en
plantas de tabaco resistentes e inoculadas con ¥y MdMmetidas a altas temperaturas. La
aplicacion de los sistemas riboflavina/metioninaglyucosa/glucosa oxidasa 0,®,
indujeron necrosis tipo respuesta hipersensibl® 8C3 pero las plantas infectadas sin
tratar, o tratadas pero sin inocular, no desamwildRH. La aplicacion de SOD y CAT
suprimié la necrosis causada por TMV a°0o a 3°C después de aplicar generadores de
EAOs. La concentracion de TMV a 20 fue menor que a 3€ aungue a esa temperatura
se haya generado necrosis con generadores de EAQ®) los autores la concentracion
viral depende de la temperatura mas que de la sisdipo RH, por lo que la resistencia a

virus podria ser independiente de esta reaccion.

Esta independencia entre necrosis tipo RH y regigte virus es reafirmada por Cole
et al, 2001, quienes encontraron tres tipos diferenéesedcciones frente a la infeccion
por CMV en especies deicotiana N. glutinosaes resistente a la cepa W260 y responde
con lesiones clorgticas locales no necrotidds clevelandiiresponde mediante muerte

celular sistémica \. edwardsoniun hibrido entre ambas, responde mediante RH.
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La habilidad para ajustar el sistema antioxidanteoncentraciones cambiantes de
EAOs puede ser vital para todas las especies btjsgJanda, 2005), la resistencia de la
planta a estas condiciones dependera de su capatgdietoxificar las EAOs (De Gaga
al., 2003). Por otra parte la liberacion de EAOs foipage de la respuesta de la planta
frente a patdégenos; se ha observado aumento ondisidin de la concentracién de®3
en materiales resistentes e inmunes (Tomankbéa, 2006; Li y Burritt, 2003) y altos
contenidos tanto en plantas susceptibles recupededana infeccion (Musetit al., 2004)

como en plantas manifestando susceptibilidad @usritt, 2003).

Resulta dificil extraer conclusiones de trabajadizados en distintos sistemas planta
patdgeno y con distintas enzimas antioxidantedaheste punto se ha expuesto que en
interacciones planta patégeno incompatibles enctasanias de la RH se redujo la
actividad CAT, (Yiet al, 1999) pero que en términos generales la mayoresion del
sistema antioxidante condujo a la reduccion detes locales, muerte celular programada
y respuesta hipersensible (Niggeretgal, 2004; Kobayashet al., 2007; Kiralyet al,
2002; Diaz Vivancost al, 2006; Nakajimaet al, 2008; Basavarajat al, 2008), la cual
no esta necesariamente relacionadas a la ressfeecie a patdbgenos (Cole, 2001; Kirdly,
2002). y aumento la resistencia a determinadogpats comd@hytophthora nicotianag
Fusarium spp(Sarowaret al, 2005; Lorenc-Kukul&t al, 2007).

Por otra parte en interacciones planta patdégempatbles, el KO, también tendria
un rol al alterar el establecimiento del patdgendos tejidos del hospedante (Escader
al., 2000), habria una relacion entre la acumulac&it®, (Li y Burritt, 2003; Delleret
al., 2008; Diaz Vivancost al.,2006), el aumento de la actividad antioxidante y el avance
de determinadas infecciones (Harrach, 2005; Esealal., 2000; Diaz Vivancogt al.,
2006; Li y Burritt, 2003) con resultados contradiats en algunos casos (Chang, 2005 y
Niggeneg, 2004). La modulacién del sistema antemxiel también alteraria el grado de
susceptibilidad en hospedantes susceptibles, ya ajugcremento en la actividad
antioxidante aumentaria la compatibilidad entrégeno y hospedante (Aver'yaneval,
2008).
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No es posible inferir a través de alguno de essbsd®s si la accién del B,y la
actividad del sistema antioxidante frente a la daif@n del patbgeno es parte de una
respuesta de resistencia del hospedante o conse&wensu presencia en los tejidos. En
términos generales la mayor expresion del sistertiaxadante condujo a la reduccion de
lesiones locales, muerte celular programada y estplhipersensible y alteraria el grado
de susceptibilidad del hospedante en interacciwapatibles, ya que evitaria la
acumulacion de $D, en el sitio de la infeccion, la cual es necespaia la respuesta del
hospedante frente al patdogeno. Los antecedentagesi®g se basan principalmente en
eventos observados luego de la inoculacion, exiptmos estudios que caracterisen el
efecto del aumento de,8,y los cambios en la actividad antioxidante anteka diefeccion

y su relacién con el posterior desarrollo de laenédad.
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HIPOTESIS

Los mecanismos de defensa ante la infeccion vémalplantas sometidas a estrés
térmico, dependen de un incremento de especiesasactde oxigeno (EAOSs),

especificamente 1D..

Genotipos deficientes en la produccién dg®Hseran particularmente susceptibles a la

infeccidn viral.

Las altas temperaturas previas a la infeccion,dedwen el hospedante aumentos en
susceptibilidad a las infecciones, en coincidercma incrementos en la actividad de
enzimas antioxidantes (SOD y CAT).

OBJETIVOS

Describir los efectos de aplicaciones exdgenas & Bobre la susceptibilidad a la
infeccibn por TSWV, en plantas provenientes deatn&ntos de estrés térmico de

cultivares de tomate resistentes y susceptiblesegpatogeno.

Evaluar la susceptibilidad frente a TSWV de plandastomate deficientes en la

produccion de bD,, sometidas a estrés térmico previo a la inocutacio
Describir los efectos de los tratamientos de esérésico sobre la actividad de enzimas

antioxidantes (SOD y CAT) antes de la inoculacién, hojas de cultivares de tomate

resistentes y susceptibles al patdgeno.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES GENETICOS UTILIZADOS

Para las experiencias, se utilizaron dos matergdegticos comerciales de tomate, ya
probados en diferentes épocas de cultivo y contisiale manejo: Gol, heterocigota para
el gen Sw5 que confiere resistencia a tospovifenanza, susceptible, ambos con similar
estructura de planta y tipo de fruto (habito deioneento indeterminado, fruto redondo de
firmeza estructural) (Mitidieriet al, 1996 2001) También se utilizéun genotipo de
tomate deficiente en la produccion dgOx Este mutante subexpresa la enzima NADPH
oxidasa (Silvestre=Motelle), responsable de la réiben de i6n superoxido y
consecuentemente peroxido, al apoplasto y fue aqubd el Dr. Robert Fluhr, Weizmann

Institute of Science, Rehovoth, Israel.

PROCEDIMIENTOS COMUNES A TODOS LOS EXPERIMENTOS
Obtencion de plantines, preparacion del indculo, djgacion de los tratamientos de
estrés(Ver Capitulo 2)

TRATAMIENTOS CON H 20,

Una vez finalizados los tratamientos de estréstabédizada la temperatura foliar, se

asperjo6 las plantas con una solucion de peréxidadiégeno 5 mM + il de Tween 20.
VARIABLES DE RESPUESTA
Evaluacion de la enfermedad, progreso de la enftadyepruebas de diagndéstico (Ver

Capitulo 2)

ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS CATALASA Y SUPEROXIDO DISM UTASA
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Se extrajeron 2 foliolos de la primera hoja dedlata después del 4pice de 5 plantas
por tratamiento. Las muestras se extrajeron a8 y424 horas de finalizado el estrés

térmico, también se extrajeron muestras al testigotenido a 25C.

Se homogeneiz6 tejido congelado de lamina 1/1Gp/tampodn fosfato de K 50 mM
pH 7.4, con EDTA 1 mM, y PVPP 1/1 p/Pf, para laedetinaciéon de CAT y SOD. Los
extractos fueron centrifugados a 10000g durantmiB@itos, a 4°C. Se midio la actividad

de las enzimas inmediatamente.

La actividad CAT fue medida por disminucion en ts@bancia a 240 nm en tampon
fosfato de K 50 mM pH 7.4 T° ambiente, iniciandoré&accién con kD, 5 mM de

concentracion final en el medio de reaccion (Galktgal, 1996).

La actividad SOD fue determinada por absorban&@0mm (Beauchamp y Fridovich,
1971). Una unidad SOD fue definida como la cantid@@&nzima capaz de inhibir al 50 %
la foto-reduccion del NBT, usando riboflavina y kamo fuente de superéxido. La mezcla
de reaccidon estuvo compuesta por tampon fosfaftisio 50 mM pH 7.4, metionina 13
mM, NBT 75 uM, EDTA 100 nM vy riboflavina 4 uM aprioxadamente. La mezcla fue
calibrada en ausencia de la enzima con concentieie riboflavina entre 2 uM y 20 uM
para alcanzar un valor de absorbancia de 0.25 anb®Odespués de 8 minutos de

incubacion en luz de 360 nm a T° ambiente.

DISENO ESTADISTICO Y PROCESAMIENTO DE DATOS
Ver Capitulo 2
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RESULTADOS

MODIFICACION DEL EFECTO PREDISPONENTE DEL ESTRES TE RMICO
POR APLICACIONES EXOGENAS DE PEROXIDO DE HIDROGENO

A) Hibrido susceptible a TSWV Bonanza

En las figuras 4.1 y 4.2 se observa la evoluciésid®mmas de TSWV vy el porcentaje
de foliolos ELISA positivos en plantamoculadas a distintos tiempos luego de la

aplicacion de estrés térmico con y sin aplicae@gena de pD..

800
O- H202

600 || @+H202 [ [ [

400 *

T
—
—
*

Area bajo la curve

2000 | | . :
' Ul | s

Horas después del estrés

Figura 4.1 Duracion del efecto de predisposiciamsado por estrés térmico (@) en plantas
con y sin aplicacion exégena de®d. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad.
Hibrido Bonanza susceptible a TSWV. Se muestrarianet una repeticion.

Plantas de tomate inoculadas con TSWV 24, 8, hgra después del estrés térmico @9y de la aplicacion de peroxido de
hidrégeno 5 mM. Control= 2%C. * Contraste estadisticamente significativo (P< B#ire tratamientos con y sin peréxido. **
Contraste estadisticamente significativo (P< 1% eematamientos con y sH,0.,.
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En el hibrido susceptible Bonanza la aplicaciémg®, luego de someter las plantas a

altas temperaturas pero antes de la inoculaciGujadd severidad de sintomas sistémicos

en el testigo y en las plantas inoculadas 4, 8 gdtds después del estrés térmico, pero no

en el periodo una hora posterior al mismo dondepmisiste su efecto predisponente a

TSWYV segun resultados descriptos en capitulosiardsr la interaccion peroxido*estrés

térmico fue significativa para la variable areaoblaj curva de progreso de la enfermedad

(Fig 4.1, Ver Anexo Tabla 4.1).

A

0. H202 O+ H202 Foliolo inoculado

1 1

Control

B

Foliolo apical 5 dias

hell d e

Control 1

C Foliolo apical 15 dias

mmmmm

Control 1

Figura 4.2 Duraciéon del efecto de
predisposicion causado por estrés térmico
(40°C) en plantas con y sin aplicacion
exdgena de pD,. Porcentaje de foliolos

ELISA  positivos. Hibrido Bonanza

susceptible a TSWV.

A Porcentaje de foliolos inoculados ELISA
positivos 5 dias después de la inoculacion.
Se muestran medias de una repeticion.

B Porcentaje de foliolos apicales ELISA
positivos a los 5 dias de la inoculacion. Se
muestran medias de una repeticion.

C Porcentaje de foliolos apicales ELISA
positivos a los 15 dias de la inoculacion.
Datos promedio de tres ensayos.

Plantas de tomate inoculadas con TSWV 24, 8, hygra
después del estrés térmico (AD) y de la aplicacion de
peréxido de hidrégeno 5 mM. Control= 45,
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La aplicacion de kD, redujo el porcentaje de foliolos ELISA positivaséulados a los
5 dias de la inoculacion (P< 1%) en todos los rimaatos (salvo 8 horas después del
estrés) y apicales a los 15 dias de la inocula@®@Bn 5%)(Ver Anexo Tabla 4.2). El
porcentaje de foliolos apicales ELISA positivosdias después de la inoculaciao
disminuy6 en las plantas inoculadas 1 y 4 horapuissdel estrés, pero si en las plantas

control y en las inoculadas 8 y 24 horas despulésideno (Fig 4.2).
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B) En el hibrido resistente a TSWV Gol

En la figura 4.3 se observa el nimero y diametrded®nes locales en el foliolo
inoculado, 15 dias después de la inoculacion, antgdinoculadas a distintos tiempos

luego de la aplicacion de estrés térmico con waplitacion exdégena de8,.

Lesiones por foliolo . Diametro de lesiones
2
0-H202 *
2 20 |0+ H202 16 [
2 <
— 212 r
= g
810} * Eosf
o
ks * 04
0 0
Control 1 4 8 24 Control 1 4 8 24
Horas después del estrés Horas después del estrés

Figura 4.3 Duracion del efecto de predisposiciénsado por estrés térmico (@) en
plantas con y sin aplicacién exdgena d€4 Numero A) y diametro B) de lesiones
locales en el foliolo inoculado, 15 dias despuékadeoculacion. Hibrido Gol resistente a
TSWV. Se muestran datos de una repeticion.

** Contraste estadisticamente significativo (P< 18ajre tratamientos con y sin perdxido. * Contrastadisticamente
sianificativo (P< %) entre tratamientos con v sin berdx

En el hibrido resistente la aplicacion dglkdisminuy6 el numero de lesiones locales,
pero aumentd el didmetro de las mismas 15 diasuéegte la inoculacion (Fig 4.3, Ver
Anexo Tablas 4.3.1y 4.3.2). Los tests de ELISAizados a los foliolos inoculados 5 dias

después de la inoculacion y a los apicales no pemmarribar a conclusiones.
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C) En el mutante para NADPH oxidasa Y el silvestre (Mdtelle)

En las figuras 4.4 y 4.5 se observa la evoluciésid®omas de TSWV vy el porcentaje
de foliolos ELISA positivos en plantasioculadas a distintos tiempos luego de la
aplicacion de estrés térmico con y sin aplicagségena de kD, en el silvestre Motelle

y el mutante para NADPbKidasa.

A B
O- H202 .
B+ 1202 Silvestre Motelle . Mutante NADPH oxidasa
750
< 790
= 2
3 3 *
@ 500 © 500 |
o
:
8 250 ;|; % { p 250 |
= o
< FILE -}l < r}l-h
0 0
Control 1 4 8 24 Control 1 4 8 24

Horas después del estrés ) )
Horas después del estrés

Figura 4.4 Duracion del efecto de predisposicionsado por estrés téermico {d) en el
silvestre Motelle A) y en su mutante deficiente en la enzima NADPH asadB). Variable:
area bajo la curva de progreso de la enfermedad.

* Contraste estadisticamente significativo (P< 5%iree tratamientos con y sin peréxido.** Contrasteadisticamente
significativo (P< 1%) entre tratamientos con yanéxido

La severidad de los sintomas del mutante no fu@nala del silvestre Motelle, éste se
comporté de manera similar al hibrido susceptiladhza, en cuanto a que incremento la
susceptibilidad por efecto del estrés térmico gisaninuyo con respecto a los tratamientos
con HO, (Fig 4.4, Ver Anexo Tabla 4.4). EI mutante altstdsusceptibilidad por efecto
de los tratamientos de estrés, respondiendo dd igaaera que el hibrido Bonanza,
(mostrando sintomas mas severos 1y 4 horas dedpliéstrés) como consecuencia de la
aplicacion de KO, (Fig 4.4, Ver Anexo Tabla 4.5).

Como se planted en la hipotesis de este capitiudmneento de predisposicion a TSWV

causado por las altas temperaturas estaria retatwocon el aumento en liberacién de
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EAOs, especificamente,B, y a la activacién del sistema antioxidante. EDpforma
parte de la respuesta de la planta frente a pat§g@mto en interacciones compatibles
como incompatiblesSi en elhospedante se activa el sistema antioxidante paseqvar

sus mecanismos celulares de los dafios nocivosooeaksis por las EAOs liberadas frente
al estrés abidtico, es posible que este estadx fadorezca ademas el establecimiento del
patdgeno al dificultar la liberacién de®} en el sitio de una infeccién posterior a dicho
estrés. La falta de respuesta del mutante para NXDdXidasa frente al estrés térmico, si
se compara con el silveste Motelle y el hibridacepsble Bonanza, podria deberse a que
este genotipo, al no poder acumulasOklen sus tejidos no responde de igual manera que

los otros materiales genéticos, pero esta situamorevierte al tratar las plantas con este

compuesto.
A B

Silvestre Motelle Mutante NADPH oxidasa

60 - H202 60 [@-Ho2

- 0+ H202

K3 L |_| |_| 0\030 7l:I+H202
0 ‘ ‘ a o M [h | |_|-| | 0
Control 1 4 8 24 Control 1 4 8 24

Horas después el estres Horas después el estrés

Figura 4.5 Duracion del efecto de predisposicicmsado por estrés térmico (@)
en plantas con y sin aplicacion exdgena de perodtiolos inoculados ELISA
positivos 5 dias después de la inoculacion ervedsdére Motelle A) y en su mutante
deficiente en la enzima NADPHBY.

En cuanto al porcentaje de foliolos inoculados BL[sitivos, 5 dias después de la
inoculacion el silvestre presentd mayores valoresra después del estres, la aplicacion de
peroxido redujo estos valores. El mutante presematyores porcentajes en los tratamientos
de estrés pero no siguié el mismo patron de retspupse el silvestre, la aplicacién de
peréxido los redujo en las plantas inoculadas Yl 8horas después del estrés, pero no en

el control y en las plantas inoculadas 24 horapuiesdel mismo (Fig 4.5).
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EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE ESTRES TERMICO SOBRE LA
ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES (SOD Y CAT) EN H OJAS DE
CULTIVARES DE TOMATE RESISTENTES Y SUSCEPTIBLES

En la figura 4.6 se observa la actividad CAT y S@ites de inocular y después de los

tratamientos de estrés en plantas con y sin aplicae peroxido.

iy Hibrido BON
Hibrido GOL a a
= = b T
a a
% 9| ] ] é or + L bc
= C
N b 1 h SN B
o °© @) T
p= = N 4L
N T T
L S 3t
o 3¢ e
£ £
£ 0
0
Control 1 4 8 24 Control 1 4 8 24
Horas después del est Horas después del est
B
Hibrido GOL Hibrido BON
800 2000 a
700 | T _I_ -
= o
g_ 600 | 1 T 5 1500 F p b b %
= 500 | J_ o b
E 400 | £ 1000 | T
S 300 | o
& 200 n 500 |
100 | >
0 0
Control 1 4 8 24 Control 1 4 8 24
Horas después del est Horas después del est

Figura 4.6 Actividad CAT (mmol O,/ min mg prot) A) y SOD (USOD/mg
prot)B) antes de inocular y después de los tratamientogstkés. Se muestran
medias de una repeticion (5 plantas).

Medias con letras iguales no se diferencias sigatiiamente al 5% para el test de comparacion de
medias multiples de Duncan.

111



La actividad CAT aumentd 1 y 4 horas luego de ifnaalo el estrés en el hibrido
susceptible y resistente (P< 1%), estas diferenftiagon significativas para ambos
hibridos (Fig. 4.6, Ver Anexo Tabla 4.6). La adai SOD aumento significativamente
por efecto del estrés en el hibrido susceptible %), las diferencias se observaron 8
horas luego de finalizado el estrés. En el hibregistente también se observé aumento de

la actividad SOD como producto del estrés.

DISCUSION

MODIFICACION DEL EFECTO PREDISPONENTE DEL ESTRES TE RMICO
POR APLICACIONES EXOGENAS DE PEROXIDO DE HIDROGENO

A) En una interaccién planta patbgeno compatible

La aplicacion de kD, en el hibrido susceptible, atenué la severidabslsintomas
sistémicos en todos los tratamientos a excepciamedehora posterior al estrés donde adn
persistia el efecto predisponente del mismo, tambiéminuyd la sistematizacion del
virus, al disminuir el porcentaje de foliolos ELISpositivos 5 dias después de la
inoculacion, salvo en las plantas inoculadas 1lhprhs después del estrés. La atenuacion
de la susceptibilidad que se observo luego deitadadde HO,, tiene cierta coincidencia
con otros trabajos en que se observé aumento ecordaentracion del mismo en
interacciones planta patdgeno-compatibles. Porm@gnMusettiet al (2004), observaron
alta concentracion de .B, en hojas de manzano infectadas con APP pero que no
evidenciaban sintomas y relacionaron la presereipeloxido con la imposibilidad del
patdgeno de multiplicarse y sistematizarse, per@arola respuesta caracteristica de un
gen de resistencia durante la cual se produce @gplmxidativa pero luego el B,
desaparece rapidamente de los tejidos. Aver'yastoal, (2008), en las interacciones
compatibles arrokdagnaporthe grisegy pepino€ladosporium cucumerinunobservaron
gue la germinacién de las esporas podia contribwina gran parte de la produccién de
aniéon superoxido y deJ,y que tanto el patbgeno como el hospedante pradlE&A®s.
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Diaz Vivancost al. (2006), encontraron que la infeccién de PPV prdugremento
de HO, en el espacio apoplastico de plantas de durazngamasco, pero el aumento fue
mayor en el cv de damasco susceptible. Li y Buf@2@03), observaron en plantas
susceptibles dBactylis glomeratd.. que nunca se infectaron con “cocksfoot motitas’
(CfMV), aumento en los niveles de®} junto con la peroxidacion de lipidos y avance de
sintomas y un leve incremento ded4d en cambio esto no se observd en plantas
totalmente recuperadas de una infeccion, dondews mo estaba ya presente y las plantas
eran inmunes. En estos casos la presencia,Og éktaria asociadauna respuesta de la
planta y como parte de los sintomas que se expfear a una infeccién viral que no ha
sido posible contener. En el mismo sentido Dedteal (2008), encontraron acumulacion
de HO, y anion superoxido en hojas infectadas de trigo ftikte a Mycosphaerella
graminicola con concentraciones crecientes a medida que d@abzefa severidad de los

sintomas y asociado a la presencia de los cuempfradificacion del patdgeno

No existen abundantes estudios sobre el rol d&A&3s y el sistema antioxidante en
interacciones planta-patdgeno compatibles (Stdd@Q;2Venisse, 2001; Riedle- Bauer M.,
2000); los antecedentes expuestos son dificilecaaeparar al tratarse de diferentes
patosistemas. Los resultados obtenidos en estajdraindicarian que en la alteracion
causada por el estrés térmico a la interaccidrblesida entre plantas jovenes de tomate
susceptible y TSWV, el peroxido de hidrégeno temdri rol al inducir la resistencia basal

del genotipo a la infeccion.

B) En el mutante para NADPH oxidasa vy el silvestré@Viotelle)

La severidad de los sintomas del mutante no fu@nala del silvestre Motelle, éste se
comporté de manera similar al hibrido susceptibbmdza, en cuanto al aumento de
predisposicion por exposicion al estrés térmico,cambio el mutante para NADPH
oxidasa no mostré este patron de respuesta, peloapiicarse peroxido. En cuanto a la
presencia de TSWV en foliolos inoculados, el stheepresentd mayores porcentajes de
foliolos ELISA positivos por accion del estrés, dplicacion de peréxido los redujo.

También el mutante presentd mayores porcentajédidos inoculados ELISA positivos
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en los tratamientos de estrés, (aunque no siguidigino patron de respuesta que el
silvestre), la aplicacion de perdxido redujo estalsres (en las plantas inoculadas 1, 4y 8
horas después del estrés), pero no en el content las plantas inoculadas 24 horas

después del estrés.

C) En una interaccion planta patégeno incompatible

En el hibrido resistente Gol, la aplicacion dgOkdisminuyd el nimero de lesiones
locales en el foliolo inoculado peemmentéel diametro de las mismas en las plantas
inoculadas sin estrés térmico. El aumento en eheli@ de las lesiones por efecto de la
aplicacion de KO, fue observado por Li y Burritt (2003) quienes @rmmontraron una
relacion directa entre necrosis y resistencia @swrpor otros autores quienes encontraron
gue la aplicacién de EAOs genera necrosis tipo Beél mp estan asociadas a resistencia
frente a la infeccion viral (Kiralgt al,, 2005; Coleet al.,2001; Dat, 2003).

Los resultados obtenidos en los materiales sufteptiel resistente y el mutante para
NADPH oxidasa, indicarian que eL® estaria involucrado en el efecto predisponente
ocasionado por el estrés térmico. La generaci6BAI8s es una caracteristica comun en
interacciones planta-patdgeno compatibles e inctbipea (Bolwell, 1998; Bolwell,
2002). En interacciones incompatibles la acumatace HO, estaria relacionada a la
explosion oxidativa y RH que se desencadena unajwezse produce el reconocimiento
del patégeno por parte de los productos del geresistencia (Raskin, 1992; Mehdy,
1994; Danglet al, 1996; Bakeret al, 1997; Hoeberichts y Woltering, 200Rg Garaet
al., 2003; Lee y Hwang, 2005; kt al, 2006; Yakimova, 2006; Tomankoeé al, 2006),
en interacciones compatibles podria contribuir fecwdtar la multiplicacion y dispersion
viral en el hospedante (Musedtial, 2004).

Las EAOs, entre ellas el,B,, tienen el efecto dual de activar la muerte celula
programada a altas concentraciones, pero indusiintasis de antioxidantes a bajas dosis
(Hoeberichts y Woltering, 2002). Estos ultimos bdn la expansion de areas necroticas,

por lo tanto, para que se produzca la RH se teebsuprimir los sistemas de eliminacion
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de especies activas del oxigeno (De Gadral, 2003; Kobayashet al. 1997, 2007). Las
plantas sometidas a estrés térmico sufren la iarale EAOs (Daet al, 1998; Edreva,
2005; Rizhsky, 2002; Riveret al. 2003), éstos generan dafios celulares que deben se
prevenidos, en este periodo el hospedante tenthgadada su capacidad de activar sus
sistemas de defensa, debido a la accion increneteldsistema antioxidante para poder
proteger sus células.

Como se expuso anteriormente elDpipodria contribuir a frena establecimiento de
patégenos de origen viral en interacciones comigatiMusettiet al, 2004) Esta podria
ser la causa por la cual en el hibrido susceptitda el silvestre Motelle, el agregado de
peroxido atenud la severidad de los sintomas sist&ma excepcion de las plantas
inoculadas una hora después de finalizado el edigseste periodo los tejidos del
hospedante tendrian una mayor actividad antioxédamino respuesta al estrés térmico, lo
cual impediria la acumulacion de®} luego de la infeccién. Por otra parte en el hibrido
resistente el agregado de@d redujo el nimero de lesiones locales en casi tda®s

tratamientos, aunque origind aumento del diamedrdad mismas.

En la hip6tesis de este capitulo se planteé quairelento de predisposicion a TSWV
causado por las altas temperaturas estaria retattiocon el aumento en liberacién de
EAOs, especificamente,B, y a la activacion del sistema antioxidante. Estaslios
ocasionarian una dificultad en el periodo mas ocereala finalizacion del estrés térmico
por parte del hospedante, de poner en marchatelnsisde defensa, que dependeria en
parte del HO, aun en el hibrido susceptible. La falta de respuabkestrés térmico del
mutante deficiente en la enzima generadora de peréen el apoplasto y la mayor
susceptibilidad generada por la aplicacion exogkshanismo, en el periodo mas cercano
al estrés térmico, estaria confirmando indirectaeméda participacion del peroxido de
hidrogeno en el efecto predisponente a TSWV dedgsérmico.

El comportamiento del hibrido Bonanza, del silegitotelle y del mutante difieren

con respecto al hibrido resistente Gol, los tr@agnos mostraron una tendencia general a
la reduccion del numero de foliolos inoculados EAISositivos, por la aplicacion de
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peréxido mientras que en el hibrido portador dei de resistencia, la aplicaciéon de

peroxido no mostré datos concluyentes.

EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS DE ESTRES TERMICO SOBRE LA
ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES (SOD Y CAT) EN H OJAS DE
CULTIVARES DE TOMATE RESISTENTES Y SUSCEPTIBLES

La actividad CAT aumentd 1 y 4 horas luego de ifnaalo el estrés en el hibrido
susceptible y resistente, este aumento de activiadefecto del estrés térmico fue
también en la actividad SOD, pero el aumento fugnifstativo sélo en el hibrido
susceptible, estos resultados obtenidos difieretighamente de los obtenidos por Riverto
al. (2003), quienes encontraron alta actividad SO fja actividad CAT en plantas
sometidas a 3%C.

De los cambios observados en ambas enzimas, sia podcluir que los periodos de 1
a 4 horas posteriores a la aplicacion de estr@sid@r donde se observd un efecto del
mismo sobre la predisposicion frente a TSWV coiieca@h con aumentos en la actividad
CAT. En cuanto a la enzima SOD en el hibrido susldeptambién aumenté su actividad
como consecuencia del estrés térmico, en el hibesistente los datos no permiten arribar

a conclusiones, aunque se observa mayor actividadhaora y 8 horas después del estrés.

Esta Ultima observacion indicaria que los tratatogerde estrés térmico aplicados
lograron modificar el estado redox en las célulekttbspedante, en coincidencia con
aumentos de predisposicion frente al patdégeno. dlass niveles de actividad CAT
observados en ambos hibridos 1 y 4 hs despuésstiék dérmico podrian deberse a
aumentos en la concentracion de peroxido a causasodeeter la planta a altas

temperaturas.

Las células bajo estrés térmico reaccionan liberaspecies activas del oxigeno (Dat
et al, 1998) y activando el sistema antioxidante gaeservar la maquinaria celular de
los efectos nocivos del estrés (Diegal, 2001; Taiz y Zeiger, 1998; Rizhsky, 2002;
Riveroet al, 2003).
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Las alteraciones en la expresion del sistema ddtase, tienen consecuencias sobre la
respuesta de la planta a estrés de origen bidtigbigtico, la resistencia de la planta a
condiciones de estrés dependera de su capacidacagaptar su sistema antioxidante a
concentraciones cambiantes de EAOs (Janda, 200&dDe et al. 2003). Reducciones en
la capacidad antioxidante del hospedante aumentarasensibilidad a estrés abibtico
(Sanmartiret al, 2003), mientras que la sobreexpresion del misineeato la tolerancia a
paraquat, sequia, frio, cadmio, methyl viol6gdPlaytophthora nicotianaePseudomonas
syringaey Fusariumspp (Edreva, 2005; Yakimovat al. 2006; Sarowaet al, 2005;
Niggeneget al, 2004; Lorenc-Kukuleet al, 2007); acompafiando a estos resultados,
recientemente se ha encontrado una relacion ehtestado redox de la célula y la
regulacion de la induccion de RSA por AS (Fobeltegprés, 2005; Fobest al, 2008) y
se ha ilustrado cémo el incremento en la actividadgnzimas antioxidantes, modifico la
acumulacion de pD, en el sitio de la infeccidn y provocd aumentodaecapacidad de la
infeccidn tanto en relaciones planta patdégeno impadibles (Nakajimaet al, 2008;

Basavarajlet al, 2008) como compatibles (Aver'yanetval, 2008).

Los resultados de los analisis de la actividad mgngas antioxidante antes de la
inoculacién permitirian relacionar la actividad da enzima catalasa al efecto
predisponente del estrés térmico, ya que se obtuvieayores valores de actividad en los

periodos posteriores al estrés que causaron mayoeibilidad a TSWV.
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CONCLUSIONES PARCIALES

La aplicacion de kD, en el hibrido susceptible, atenud la severidatbslesintomas
sistémicos y disminuyod la sistematizacion del viralsdisminuir el nimero de foliolos
inoculados ELISA positivos; este efecto no se olis&n plantas inoculadas una hora

posterior al estrés térmico donde aun persistieetepredisponente del mismo.

En el hibrido resistente Gol, la aplicacion d€®predujo el nUmero de lesiones locales,

pero aumentd el diametro de las mismas en lasgglanantenidas a 2&.

La severidad de los sintomas del mutante no fu@nala del silvestre Motelle, éste se
comporté de manera similar al hibrido susceptibtmdhza, en cuanto al aumento de
predisposicion por exposicion al estrés térmico,cambio el mutante para NADPH

oxidasa no mostro este patrén de respuesta, palaglicarse peréxido.

En el hibrido susceptible y resistente se obserwésade la inoculacion, mayor
actividad de la enzima CAT una y cuatro horas déspmle finalizado el estrés térmico,
coincidiendo con periodos donde se registré un@fgedisponente a TSWV de las altas
temperaturas. En cuanto a la enzima SOD, tambiénemid su actividad como
consecuencia del estrés térmico, en el hibrido eptibte estos cambios fueron

estadisticamente significativos.
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CAPITULO 5

DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo versa sobre las modificaciones queegjealtas temperaturas sobre la
predisposicion del tomate a infecciones por TSWat. éhde, el primer objetivo de esta
tesis fue alterar la expresion de sintomas de TS@W el hospedante, mediante
pretratamientos con altas temperaturas y evaluar cdonsiguientes cambios en la
susceptibilidad sobre el crecimiento y parametnalyctivos. Los resultados obtenidos
indicaron que el estrés térmico aplicado previa mbculacion aumento la predisposicion
a contraer la virosis en plantas jovenes de toaatees cultivares susceptibles (Bonanza,
Moneymaker y Motelle) y uno resistente (Gol) algogno.

Se realizaron experimentos para determinar la datile horas necesarias en que se
debia mantener al hospedante a°@) para lograr un aumento de predisposicion al
patdgeno. En el hibrido susceptible Bonanza, laompsedisposicion se observé a partir
de 1 hora de aplicacion del estrés, este efectoasifesto como aumento en la severidad
de sintomas sistémicos a los 5 dias de la inocuacimayores valores de area bajo la
curva de la enfermedad. Esta ultima variable, natégs valores de severidad observados
durante el periodo de evaluacion posterior a lautazion y permite analizar los efectos de

los tratamientos sobre el progreso de la enfermedad

En el hibrido resistente Gol el efecto predispomatdl estrés térmico, se observé a
partir de 4 horas de aplicado el mismo. Esto sgeeniéo como mayor nimero y diametro
de lesiones locales, asi como mayor concentradrahen el foliolo inoculado a los 5 dias
de la inoculacion. No se observaron sintomas sist&nen ninguno de los experimentos
desarrollados con este hibrido. Las lesiones leaa#bservadas se interpretaron como areas
de tejido necrosadas por accion del gen de resiatante la infeccion viral.

También se determind la duracion del efecto deigpedicion causado por el estrés

térmico (24 horas a 4C) (Fig 1, Ay B). En el hibrido susceptible, ldanias inoculadas

hasta 4 horas después de finalizado el estrés estanibn sintomas sistémicos mas
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severos. En el hibrido resistente la duracion tkdte del estrés fue de una hora, este

efecto se basd en un mayor nimero y didmetro dedames locales.

Los datos obtenidos coinciden con estudios realggubr otros investigadores e
indican que el estrés térmico afectd la respuestapriana de la planta luego de la
inoculacion con TSWV y esto se manifestd luegolgir@greso de la enfermedad, ya sea
en el aumento de la severidad de sintomas sisténgnocoincidencia con Brakke y
Samson, (1981), Llamas-Llamag al (1998) y Diaz Perez, (2007) o en el mayor
desarrollo de lesiones necroéticas, resultados aiesla los obtenidos por Best, (1936),
Kassanis, (1952), Gonzalez y Pound, (1963), Pouthlker, (1945), Pound y Weather,
(1953), Helms y Mc Intyre, (1964), Yarwood, (1958Yu et al, (1969), Tu, (1989) y
Zheng, (2005). EI mayor numero y diametro de lamfees locales que se observaron en el
hibrido resistente Gol, asi como la deteccién debgeno a través del test de ELISA,
serian producto de un atraso en la capacidad jii el hospedante de manifestar estas
reacciones de resistencia, capacidad que se lrabtéblecido posteriormente, ya que no
se observaron sintomas sistémicos como resultadosdeatamientos aplicadoBor el
contrarig otros investigadores, en otro tipo de interacdopéanta patégeno, si los
observaron como resultado de la aplicacién de es#rénico reemplazando a reacciones
localizadas (Samuel, 1931; Hutton y Peak, 1952w%ad, 1958; Raskin, 1992; Valkonen
y Watanabe, 1999 y Moust al, 1998).

El aumento en la infeccidén provocada por la api@ade estrés térmico al hospedante
antes de la misma, ha sido observada en numenoaaciciones planta patdégeno que
involucran a virus (Yarwood, 1976). Si bien ninguth® los antecedentes mencionados
puede utilizarse en comparacion directa con edesforesentado en esta tesis, ya que los
tratamientos no se realizaron con la misma metgd®lo rango de temperaturas, se podria
concluir que el efecto del estrés térmico aplicadi®s de la inoculacién sobre la infeccion
viral en interacciones compatibles e incompatillepende de cada interaccion planta-
patdgeno y que cuando esta interaccion involuctanate y TSWV el aumento en la
temperatura favorece la infeccion viral y el estaivhiento del patégeno en los tejidos
inoculados. Esto se traduciria en una mayor seadride sintomas sistémicos si el

hospedante es susceptible y un atraso en la edprdsi gen de resistencia manifestado a
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través de un mayor numero y tamafio de lesionealelocuando el hospedante es portador
del gen de resistencia Swb.

Los autores de los trabajos mas antiguos que tescel efecto del estrés térmico en
distintas interacciones virus-hospedante atribuyeies resultados a cambios fisiologicos
ocasionados por el estrés térmico como la reduad@imcarbohidratos (Kassanis, 1952;
Bawden y Roberts, 1947, 1948; Wiltshire, 1956)awhento en el poder de invasiéon del
virus (Yarwood, 1958), el retraso en el inicio dadaccion hipersensible y la consecuente
muerte de células infectadas y disminucién deada tle deposicién de calosa (Afial,
1969), y a modificaciones en la capacidad difeadngara soportar el inicio y desarrollo de
una infeccién viral (Helms y Mc Intyre, 1964). Ea técada del 90 se describi6 la
inestabilidad de algunos genes de resistenciaas #dtmperaturas para algunos virus
incluido TSWV (Valkonen y Watanabe, 1999; Mouey al, 1998) y la pérdida de
capacidad de desarrollar la reaccién en plantagtsdas a estrés térmico, fue asociada a
una baja acumulacion de acido salicilico (AS) (Rask992).

En los ultimos afios se han realizado importantesteg al conocimiento de los
procesos fisioldgicos que modulan la infeccionlwra la relacién entre el estrés térmico y
el aumento de predisposicién del hospedante. Algulgoestos avances involucran a las
proteinas de choque térmico, éstas juegan un nmoloptial en mantener la estructura
proteica luego de someter a las células a altapeturas pero ademas, la expresion de
algunas de ellas como laspf0 es inducida por un amplio rango de virus inahage
miembros de los géneros Potyvirus, Tobravirus, ®ngs, Geminivirus y Cucumovirus
(Arandaet al, 1996; Whithanet al, 2003; Aparicicet al, 2005) y su acumulacién ha sido
observada en distintos patosistemas donde pariigggdgenos de origen viral (Havelda y
Maule, 2000). Estas proteinas podrian servir dperionas a los virus para cumplir con
algunas funciones como la replicacion viral y elvimiento célula a célula (Agarwat
al., 2002; Soellicket al, 2000; von Bargen, 2001; Schereier, 2001; Gallial, 2002), tal
es asi que se las ha encontrado asociadas a $osqolesmos (Aoket al, 2002). Otra via
por la cual estas proteinas podrian influir enulsceptibilidad a virus seria inhibiendo la
muerte celular programada, que forma parte desjpuesta al patdgeno en interacciones
incompatibles (Buzzaret al, 1997; Beer y Green, 2001; Shanal, 2003; Le Blanc,
2003; Pandewt al, 2000).
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Fig 1. El estrés térmico aplicado al hospedantesant
de la inoculacion gener6 sintomas sistémicos mas
severos en el hibrido susceptible Bonanza (A) y
mayor desarrollo de lesiones locales en el resesten
Gol (B), la duracion del efecto del estrés fue de 1
4 horas. La aplicacién exégena de &cido salicilico
(AS) atenud la severidad en plantas control del
hibrido susceptible Bonanza y revirti6 el efectd de
estrés térmico en el resistente Gol, ya que
disminuyé el nimero de lesiones locales (C), el
mutante MhG deficiente en AS no aument6 su
susceptibilidad a TSWV por efecto del estrés
térmico y fue més susceptible que el silvestre (D).
El mutante  deficiente en .8, alter6 su
susceptibilidad a TSWV por efecto del estrés
térmico con un patrén de respuesta similar al
hibrido Bonanza cuando se le aplicdObl(E), este
compuesto redujo la severidad de sintomas
sistémicos en el hibrido susceptible Bonanza (F) y
aument6 el didmetro de las lesiones locales en el
resistente Gol (F). La actividad CAT antes de la
inoculacion fue mayor 1 y 4 horas después del
estrés para los dos hibridos (G).
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Otra alteracién de los procesos celulares que esdtifitan como producto del estrés
térmico y podria afectar la respuesta de la plfxatde a la infeccion viral es la liberaciéon
de EAOs (Datet al, 1998; Edreva, 2005; Rizhsky, 2002 y Rivaial 2003), éstas
generan dafos celulares y el aumento en la adivddaenzimas antioxidantes que actuan
para prevenirlos; algunas de estas enzimas sogidatupor los mismos virus en el sitio
de la infeccion (Escalest al, 2000; Mauleet al, 2002; Riedle-Bauer, 2000; Li y Burritt,
2003; Diaz Vivancost al.,2006).

En cuanto al AS y su relacién con el estrés térmCanto y Palukaitis (2002),
aportaron mas evidencias sobre el rol de este cestpen el aumento de susceptibilidad a
enfermedades causado por altas temperaturas, yangoatraron que el gen N de tabaco
que otorga resistencia a TMV por debajo de IFEC28onfiere también resistencia al virus
mutante TMV-GFP que expresa una proteina verdeehoente. Esta resistencia es termo
independiente y experimentos con plantas®| deficientes en AS demostraron que opera
a través de una via independiente del mismo. Tdaiem cuenta la conexion existente
entre el AS y el aumento de susceptibilidad pasdiermico en una etapa posterior de
esta tesis, se intentd describir los efectos decampbnes exdégenas de AS sobre la
susceptibilidad frente a la infeccion por TSWV péantas provenientes de tratamientos de
estrés térmico de cultivares de tomate resistgngesceptibles y en genotipos deficientes

en la produccion de AS.

Los resultados obtenidos indican que el AS estdluicrado en la predisposicion del
cultivo de tomate a esta enfermedad y coincidenté@minos generales con los
antecedentes citados por otros autores sobre g@ueotumple el AS en la respuesta frente
a patdgenos de tipo viral (Whigt al., 1983; Malamyet al, 1990; Raskin, 1992; Gaffney
et al, 1993;Ryalset al, 1996; Sticheet al, 1997; Chivasat al, 1997; Thulke y Conrath,
1998; Murphyet al., 1999; Jeuret al, 2000; Galiset al, 2004; Silvermaret al, 2005;
Murphy y Carr, 2002). En el hibrido susceptibleg(Ei C) la vinculacion de este efecto
con el aumento de susceptibilidad ocasionado pesteés térmico, no quedo determinada
con claridad como resultado de estos ensayos, gasqlo se observd en plantas no

estresadas una atenuacion de sintomas sistémiaisminucion de la sistematizacion del
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virus (aunque si se observo en las evaluacionpamenetros productivos, disminucion en

el descarte de frutos virdsico en plantas inocddglego del estrés).

En el hibrido resistente el AS atenud el aumentelemimero y tamafio de lesiones
locales y disminuyé la sistematizacion del virusbas efectos ocasionados por el estrés
térmico (Fig 1, C), en coincidencia con los obtesighor White (1979) y Yalpargt al.
(1991) y podrian explicarse considerando que earaotiones hospedante-patdégeno
incompatibles, la reaccion hipersensible es untevemy importante para el inicio de la
expresion de las reacciones de defensa (Maktnay, 1990; Métrauwet al, 1990). Segun
Mur et al, (1997), la alteracion de la acumulacién de ASaeexplosion oxidativa inicial
aumentaria la dispersion viral y retrasaria la meude tejidos durante el establecimiento
de la lesidn. Esto podria ser la causa del mayorend de lesiones locales y diametro de
las mismas, que se observo en las plantas detibipdrtador del gen de resistencia Swb
cuando fueron inoculadas luego de los tratamiedéosstrés térmico. Las observaciones
coinciden con el trabajo de Canto y Palukaitis @0Para quienes las alteraciones en el
patron de expresion de los productos de un gergistencia comprometen el nimero y
tamafio de las lesiones necréticas locales y eltaeaenstablecimiento de la resistencia
sistémica adquirida. El hecho de que la aplicad®&®S al hibrido portador del gen Sw5
atenuara este efecto, podria demostrar que existeanexion entre las dificultades en su
acumulacion en los tejidos ocasionadas por las sdtaperaturas y las causas del efecto de

predisposicion a TSWV causado por estrés térmica bibrido resistente.

Para poder inferir la intervencion del AS en losnbas de predisposicion frente a
TSWYV ocasionados por el estrés térmico, se estadiéspuesta de un material mutante
portador del gen &hG, que lo hace deficiente en acido salicilico, carago con su
silvestre Moneymaker. El mutanteas registr6 mayores valores de area bajo la curva de
progreso de la enfermedad con respecto al silvéBige 1 D), pero no aumentd su
susceptibilidad a causa de los tratamientos tléseda aplicacion de AS atenud en este
material sintomas en las plantas control y una li@spués del estrés. Estos resultados
coinciden con los de Zhang (2004) y Alamileg al (2006) quienes estudiaron el

comportamiento de mutanteghG frente a patdgenos en interacciones compatibles.

124



El silvestre Moneymaker se comport6 de manera aiméll hibrido susceptible
Bonanza en cuanto a que mostré mayor susceptibiida infeccién por la aplicacion de
estrés térmico (Fig. 1 D), el AS redujo el porcgntde foliolos inoculados y apicales
ELISA positivos 5 dias después de la inoculaciostaBEespuesta fue aleatoria en el
mutante MhG que degrada el AS en catecol. La falta de respudsestrés térmico del
mutante deficiente en AS apoyaria la hipotesisugelg predisposicion a TSWV en tomate
causada por estrés térmico, esta relacionada campasibilidad de acumular AS.
Reforzando esta idea se observO menor replicaci@mstgmatizacion del virus en el
silvestre Moneymaker como resultado de la aplicadi® AS, en cambio esta respuesta fue
aleatoria en el mutantealG, aunque se observo atenuacion de sintomas gialass

control.

Las dificultades en acumular acido salicilico quespnta la célula expuesta a altas
temperaturas (Raskin, 1992), la privaria de un amapte esencial en el normal inicio de
los mecanismos de defensa frente al ataque de tdgegp@. La relacion entre el efecto
predisponente del estrés térmico y el AS se obsenvél hibrido resistente y no en el
susceptible debido posiblemente a que el primerpogsgdor de un gen de resistencia
responsable de desencadenar esta respuesta desadgfepor ende se veria mas
influenciado a los cambios generados en el coneaiogeno de AS, ya sea por efecto
de la aplicacion de altas temperaturas como poapdigacion exogena. En el hibrido
susceptible el efecto predisponente del estrésdérse veria explicado ademas por otros
cambios sufridos por el hospedante, como podrialsmaciones en la liberacion de(d

y la modulacion del sistema antioxidante.

Segun Huanget al, 2005 en hospedantes susceptibles, los virus nfeetan a las
plantas inducen la expresion de un conjunto congligethes la mayoria de los cuales estan
inducidos por AS. La expresion de muchos de estaggypodria compartir componentes
de sefales involucradas en interacciones incomestipero su expresion incrementada no
tendria efectos sobre la expresion viral. Sin egdydos resultados obtenidos en esta tesis
demostrarian que en interacciones planta patogempatibles especificamente tomate y

TSWV, el AS estaria involucrado en la respuesta iafeccion por vias independientes a
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las que inducen RH. El AS podria también inducacofones de respuesta frente a la
infeccion por virus en plantas que no tienen un denresistencia, esto ocurriria en
ausencia de muerte celular y se traduciria en oddlucle la cantidad de virus en el tejido

infectado y retraso en la aparicion de sintomasit@¥t al, 1983; Chivasat al, 1997).

Se intentd verificar si los mecanismos de defemga k& infeccion viral, en plantas
sometidas a estrés térmico, dependen de la cagated#éerar especies activas de oxigeno
(EAOs), especificamente .8,. Ya que no se contd con la posibilidad de medir
directamente la concentracién dgdden los tejidos se realizaron algunos experimerrios e
los cuales éste fue aplicado exdgenamente y sizdutiin material deficiente en la
liberacion de HO, mutante para la enzima NADPH oxidasa, responsabla tiberacion

de i6n superoxido y consecuentemente peroxidgadlasto.

La aplicacién de kD, en el hibrido susceptible atenué la severidadodesintomas
sistémicos (Fig. 1 F) y disminuyo la sistematizaadit@l virus, al disminuir el nimero de
foliolos inoculados y apicales ELISA positivos. Etacion a estos resultados, aumentos
en la concentracion de .8, fueron observadopor otros autores en hospedantes
susceptibles en infecciones virales atenuadas (feseal 2004) o severas (Li y Burritt,
2003; Diaz Vivancost al, 2006)

El silvestre Motelle alter6 su susceptibilidad alsW\& como consecuencia del estrés
térmico aplicado antes de la inoculacion con elhmigpatron de respuesta que el hibrido
Bonanza; pero el mutante para NADPH oxidasa solstndicsintomas mas severos al
inocularse de 1 a 4 horas después estrés térmiaoda se aplicé #D; (Fig 1. E). En
cuanto a la presencia de TSWV en los foliolos utemos el silvestre presentd mayores
porcentajes de foliolos ELISA positivos en plaritesculadas 1 hora después de aplicado
el estrés y la aplicacion de peréxido redujo esteres. EI mutante presentdé mayores
porcentajes de foliolos ELISA positivos en losanaientos de estrés, aunque no siguio el
mismo patron de respuesta que el silvestre, l@zapdin de peroxido redujo estos valores
(en las plantas inoculadas 1, 4 y 8 horas desplésstiés), pero no en el control y en las
plantas inoculadas 24 horas después del estréso Gemplanted en la hipétesis de esta

tesis, el aumento de predisposicion a TSWV caugeddas altas temperaturas estaria
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relacionado con el aumento en liberacion de EASeaficamente D,y a la activacion
del sistema antioxidante. Estos cambios modificatéa capacidad del hospedante de
generar una respuesta frente a la infeccion, ladr@ende en parte deb®; aun en el
hibrido susceptibley explicaria la diferencia en el patron respuesth rdutante para
NADPHA oxidasa frente al estrés térmico sin la Ggdion de HO,, situacion que se

revirtio al tratar las plantas del mutante con este compuest

En el hibrido resistente la aplicacion dglxredujo el nUmero de las lesiones locales
pero aumento el didmetro de las mismas (Fig. $th pudo deberse a la induccion de
necrosis en el tejido ocasionada por DK pero no relacionada a RH (Dat, 2003). Este
resultado coincide con los resultados de otrosresit@uienes no encontraron una relacion
directa entre necrosis y resistencia a virus (LBwritt, 2003) y observaron que la
concentracion de TMV en plantas resistentes eramiafectadas a 28C que a 30C, a
pesar de que se observaran lesiones necréticasRitbduego de la aplicacion de
generadores de EAOs, incluido eb@d (Kirdly et al., 2005). Estos datos también
coinciden con los obtenidos en las primeras etagasste trabajo, en cuanto a que el
mayor desarrollo de lesiones locales en los fadiadoculados luego del estrés térmico, se
relaciond con la pérdida de la capacidad del haspgedde frenar el desarrollo de la
infeccibn a causa de los tratamientos de estrésilyKet al. (2005), refuerzan esta
observacion, ya que segun ellos la resistenciaras \podria ser independiente de la

necrosis de tejido inducida por el patégeno, perdenla temperatura.

Los resultados obtenidos en los materiales resestesusceptibles (aunque no exista
explosion oxidativa en estos ultimos), indicariare gl HO, estaria involucrado en el
efecto predisponente ocasionado por el estrés dérria generacion de EAOs es una
caracteristica comdn en interacciones planta-patbgeompatibles e incompatibles
(Bolwell, 1998; Bolwell, 2002). En interaccionexompatibles la acumulacion de,(®4
estaria relacionada a la explosion oxidativa y Ri¢ ge desencadena una vez que se
produce el reconocimiento del patdogeno por partegee de resistencia (Raskin, 1992;
Mehdy, 1994; Dangét al, 1996; Baket al, 1997; Hoeberichts y Woltering, 200R2g
Garaet al. 2003; Lee y Hwang, 2005; ket al,, 2006; Yakimovaet al, 2006 y Tomankova

et al, 2006; Nakajimaet al, 2008; Basavarajat al, 2008). En interacciones compatibles
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podria contribuir a dificultar la multiplicaciéndispersion viral en el hospedante (Musetti
et al, 2004) o frenar la infeccion de patdgenos derdistetiologia (Aver'yanowet al,
2008).

Las EAOs entre ellas el.B,, tienen el efecto dual de activar la muerte celula
programada a altas concentraciones, pero indusiintasis de antioxidantes a bajas dosis
(Hoeberichts y Woltering, 2002), éstos inhibenxpansion de areas necraoticas, por ende,
para que se produzca la RH se deberian suposgistemas de eliminacion de especies
activas del oxigeno (De Gaea al, 2003; Kobayashét al. 1997, 2007). Estas ultimas se
liberan en las células de las plantas sometidadrésetérmico (Daét al, 1998; Edreva,
2005; Rizhsky, 2002; Riveret al 2003) y generan dafios celulares que deben ser
prevenidos mediante la actividad de enzimas amk@o®es, por lo tanto, en este periodo el
hospedante tendria limitada su capacidad de agisistemas de defensa, debido a la
accion incrementada del sistema antioxidante. Eigptdtesis fue verificada en la Ultima
etapa del trabajo, evaluando los efectos de Idantiantos sobre las actividades de las
enzimas antioxidantes SOD y CAT. Los periodos de4horas posteriores a la aplicacion
de estrés térmico, donde se observo un efecto dehansobre la predisposicion frente a
TSWV coincidieron con aumentos en la actividad Q&g 1 G). En cuanto a la enzima
SOD también aumenté su actividad como consecuéetiastrés térmico, pero el patréon
de respuesta fue diferente. Los resultados obtemdieren parcialmente de los obtenidos
por Riveroet al (2001), quienes encontraron alta actividad SO paja actividad CAT
en plantas sometidas a %5.

Los tratamientos de estrés térmico aplicados adesla inoculacion, habrian
modificado el estado redox en las células del hieme, en coincidencia con aumentos
de predisposicion frente al patdbgeno. Los mayoiredas de actividad CAT observados en
ambos hibridos 1 y 4 hs después del estrés térpudoian deberse a aumentos en la
concentracion de ¥, a causa de someter la planta a altas temperatstes.resultado
concuerda con el hecho de que en ese periodo nbssevo un efecto benéfico de la

adicion de HO; en el hibrido susceptible Bonanza.
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Como se explicé en los puntos anteriores, la peaiaade la maquinaria celular de los
efectos deletéreos del estrés térmico tendriaigaidrsobre la defensa contra patégenos
(Snyman y Cronjé, 2008). La explosion oxidativa @mrintervienen las especies activas
del oxigeno y el AS, podria verse postergada amteelcesidad de liberar enzimas
antioxidantes y evitar la acumulacién de compuestimédxicos. Este cuadro llevaria al
retraso en la puesta en marcha de los mecanismibsfelesa frente a patdgenos hasta que
se hayan superado las limitantes impuestas pailtas temperaturas. Esta podria ser la
causa por la cual en el hibrido susceptible y emsileestre Motelle, el agregado de
peréxido atenud la severidad de los sintomas sistéma excepcion de las plantas
inoculadas una hora después de finalizado el edftésomportamiento del mutante que
tiene disminuida su capacidad para generaD,Hverificaria esta hipotesis, ya que
modificé su susceptibilidad por aplicacion de esté¥mico de manera diferente al hibrido

Bonanza y el silvestre Motelle, pero el agregadblf® revirtié estas diferencias.

El comportamiento del hibrido Bonanza, del sileditotelle y del mutante difieren
con respecto al hibrido resistente Gol, los tresgnos mostraron una tendencia general a
la reduccién del numero de foliolos inoculados EAISositivos, por la aplicacion de
peréxido mientras que en el hibrido portador dei de resistencia, la aplicacion de
peréxido no mostré6 datos que permitan sacar conces. La presencia del gen de
resistencia modificaria la respuesta del hospedamite la aplicacion de B, ya que la
posibilidad de frenar la infeccion del patogenqeateleria de la posibilidad de generar una
rapida respuesta en el sitio de la infeccién. Eftadmento en la actividad de enzimas
antioxidantes en el periodo donde aun perduraeetafdel estrés térmico, podria verse
incrementado por el agregado de peroxido de hidiwgetes de la inoculacion, retardando
el inicio de la respuesta que depende de la pmkibilde generar una explosion oxidativa
en el sitio de la infeccion. El mayor desarrolle lds lesiones locales en los tratamientos
con peréxido son un indicio de que la aplicacioreste compuesto, podria haber generado
en el hospedante la activacion del sistema antotéd La respuesta diferente al estrés
térmico del mutante deficiente en la enzima germeade peroxido en el apoplasto y la
mayor susceptibilidad generada por la aplicacid@ygera del mismo, en el periodo en que

el silvestre sufri6 el efecto predisponente delréssttérmico, estaria verificando
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indirectamente la participacién deb®h de hidrogeno en el efecto predisponente a TSWV

del estrés térmico.

Existe una relacion entre los resultados obteniglondos experimentos en que se
investigo la aplicacion exdgena de AS y la d®HLa aplicacion de &cido salicilico no
revirtio los efectos del estrés térmico en el Wlibrsusceptible Bonanza, ni en el cv
Moneymaker, esto sugiere que la induccion de mecws de defensa basal frente a la
infeccién viral en el material susceptible, norsstituye con la simple adicion de AS,
debido a que el metabolismo del hospedante podté aln bajo los efectos del estrés
oxidativo causado por las altas temperaturas. Emitaera etapa de la tesis se demostré
que el efecto predisponente a TSWV del estrés térperdura hasta 4 horas después de la
aplicacion del mismo. Los resultados obtenidos lecaplicacion de perédxido coinciden
con esta observacién ya que tanto en el hibridoeptible Bonanza como en el cv
Motelle, la adicion de peréxido atenud los sintosiagmicos de la enfermedad, salvo en
el periodo una hora después del estrés térmiqnuEnte para la enzima NADPH oxidasa
respondié al estrés térmico aumentando la susdefsibcuando se agregdé peréxido en el
periodo 1 y 4 horas después del estrés. Por lo tsmtpodria concluir que el acido
salicilico en el material susceptible no puedemareer mecanismos de defensa cuando
aun esté la célula bajo los efectos del estrésatixal

La respuesta observada en el material resistenté da lo analizado en parrafos
anteriores, en este caso se observé que la aplicdei AS si revirtié los efectos del estrés
térmico en cambio la adicién de,® aumento el didmetro de lesiones locales. En la
primera etapa de la tesis se determind que eloefdeit estrés térmico en el material
resistente perduré hasta una hora después des$,estrélecir que pasado ese periodo los
productos del gen de resistencia estarian en dond& de reconocer al patdgeno y
desencadenar la respuesta hipersensible. Eso moghiiaar el efecto benéfico del AS al
estar presente en la célula una vez que ya seda¢tefecto negativo del estrés térmico. El
mayor desarrollo de las lesiones locales ocasi@pdael peroxido estaria reforzando el
concepto de que el mayor diametro de las mismaglarias estresadas indica menor
capacidad de respuesta frente al patégeno en ekntorde la inoculacién debido al estrés

oxidativo ocasionado por las altas temperaturas.diferencias en la respuesta de los dos
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tipos de interacciones compatibles e incompatiptetria radicar en la presencia del gen
de resistencia, cuya capacidad de reconocimientpati@geno y contencién del avance de

la infeccion se restablecié una hora después dézato el estrés.

Las dificultades en acumular AS a altas temperatpaalria ser una de las causas del
aumento de susceptibilidad a TSWV, segun lo inthoata falta de respuesta frente al
estrés del mutantedlG y la disminucién de frutos con sintomas de veadiservada en
plantas estresadas e inoculadas, pero su adicidlogno revertir el efecto del estrés
térmico, en el hibrido Bonanza ni en el silvestrenymaker, por lo que se podria concluir
gue la capacidad de inducir la resistencia basitha temperaturas es alterada ademas por
otros mecanismos, que podrian estar relacionatioaamulacion de #D, y expresion de
enzimas antioxidante. La deficiencia de estas akitambién podrian explicar la falta de
respuesta frente al estrés del mutante para eéNgbB, ya que el AS esta involucrado en
su induccion. En cambio, en el hibrido resistelat@dicion de AS logro revertir el efecto
negativo del estrés térmico sobre la expresiongdel Sw5, y la acumulacion de este
compuesto en los tejidos afectados por las altepdeaturas podria haber ayudado a

recuperar la capacidad de inducir mecanismos d&eansia.

El efecto de la aplicacion de AS sobre pardmetrogyctivos, en los experimentos
conducidos en condiciones controladas fueron awosetd rendimiento total en las plantas
del hibrido susceptible inoculadas, pero no sorast@ estrés y menores descartes por
virésico en plantas estresadas y control. Tambééobservaron aumentos de rendimiento
en las plantas inoculadas en el hibrido resistgrtémentos de rendimiento comercial en

plantas sanas de ambos hibridos.

En condiciones de indculo natural, los tratamiertms AS redujeron el porcentaje de
plantas con sintomas de “peste negra” en el hibsigeceptible en las 4 campafias
ensayadas, sin observarse sintomas de fitotoxicddadimento en la predisposicion de
otras enfermedades o plagas. Estos resultadosidgrincon los de Tallet al, (1999)
quienes redujeron la incidencia de plantas de t®roah sintomas de TSWV asperjadas
con ABM pero observaron ademas una reduccion daknal de frutos en relacién directa

a la cantidad aplicada de este activador. Porrétago, en esta tesis las consecuencias de
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la aplicaciéon de acido salicilico sobre pardmettesrendimiento fueron positivas en el
cultivar susceptible y en el resistente, tanto lantps inoculadas como en las sometidas a
indculo natural. Este efecto benéfico del AS tamtoel hibrido susceptible como en el
resistente podria deberse a la accion de defemsaagia en el cultivo por este inductor
sobre otros patdgenos distintos a TSWV o efecwisldigicos vinculados al estrés del
transplante u otro tipo de condiciones subdptingasrijen abiotico como el estrés térmico
(Borsaniet al, 2001; Datt al, 1998 a y b; Da¢t al, 2000; Jandat al, 1999; Wang y Li,
2005; Senaratnet al.,2000; Szepest al.,2005). Eso indicarian los resultados obtenidos
en las plantas asperjadas con &cido saliciligoeyrecibieron el efecto del estrés térmico
antes del transplante, las que mostraron mayoilimesnto total y comercial tanto en el

hibrido susceptible como en el resistente.

Existen antecedentes sobre el efecto de activaderessistencia como el acibenzolar
metil (ABM) (Ruess, 1998; Tallgt al, 1999; Romereet al, 2001; Louwset al, 2001;
Chinnasriet al, 2006; Piriset al, 2007). El uso de estos compuestos podria setiauado
si se considera que en algunos casos podria oaaditntoxicidad o reducciones en el
rendimiento, o representar una tecnologia demasiasimsa, pero podrian ser de utilidad
en cultivos bajo cubierta donde es mas sencillo itm@ar y modificar determinadas
variables ambientales (temperatura, humedad ra)afilonde podrian combinarse con el
uso de biocontroladores en el marco de un manéggreddo de plagas y enfermedades
(Lyon y Newton, 2000; Staub 2001; USDA, 2003; Hapw®04).

Si bien en este trabajo no se observaron sintors&snécos en el hibrido de tomate
portador del gen Sw5 como efecto de la aplicac®estrés térmico, si se observé que la
aplicacion de AS a plantas estresadas logro revestefectos de las altas temperaturas en
cuanto a reducir el nUmero y tamafio de las lesidoemes, la concentracion viral y
sistematizacién del patégeno. Considerando losjmabde Mouryet al. (1998), quienes
observaron que la resistencia a TSWV conferidagbagen Tsw en pimiento es menos
estable a 32 °C que a 22 °C y de Seleal. (1998) quienes registraron una mayor
susceptibilidad a regimenes de 30/18 °C (dia/noghe 25/18 °C, en poblaciones de
Capsicum chinenseresistentes a TSWV, estos antecedentes nos pé&amiespecular

sobre el posible uso que podrian tener los actresdde resistencia si se hallaran
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momentos 6ptimos en que pudieran aplicarse pararaneja expresion de genes de
resistencia con dificultades para manifestar satefa altas temperaturas y de esa manera
evitar la aparicion de quiebres de la resisteritste fendmeno se observa Ultimamente en
distintos paises productores de hortalizas incloigestro pais, (Picé, 2002; Roggetal,
2002; Margaria, 2004; Calvet al, 2008) y en el transcurso de esta tesis, es tanerel
aumento de plantas con sintomas sistémicos ago e las campafias teniendo en cuenta
ademas evaluaciones realizadas. Los resultadasdedt de ELISA indican que esto se
deberia a que las cepas del patdgeno que venggm @le resistencia son mutaciones de
TSWV 0 genotipos ya existentes que han aumentadoesuencia poblacional ante la
presion de seleccion ejercida por el uso de la miirante de resistencia en los hibridos

comerciales de tomate resistentes a “peste negeseutilizan actualmente.

Los resultados obtenidos en este trabajo cong@ydeterminar, cual es la etapa del
cultivo de tomate en que el activador podria ddizado como parte del manejo
integrado de TSWYV, sin ocasionar efectos no desesolore parametros de crecimiento y
produccion, ni aumentar la susceptibilidad a otrafermedades o plagas que pudiera estar
regulada por mecanismos que la via del saliciliodigra influir negativamente. Se
propone una ventana de oportunidad para la aphicadé AS, la misma comprenderia la
etapa desde el transplante hasta 45 dias despud@ssd® en que este compuesto podria
aplicarse para reducir la incidencia de virosideoténdose aumentos en el rendimiento y

sin resultados negativos sobre otros problemasasiansi que pudieran afectar al cultivo.
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CONCLUSIONES GENERALES

El estrés térmico aplicado previo a la inoculacgémento la predisposicion a contraer
TSWYV en plantas jévenes de tomate de tres culvsuisceptibles (Bonanza, Moneymaker

y Motelle) y uno resistente (Gol) al patégeno.

El acido salicilico esta involucrado en la resistendel cultivo de tomate a esta
enfermedad de origen viral. En el hibrido suscépti vinculacion de este efecto con el
ocasionado por el estrés térmico, no queda clare gesultado de estos ensayos. En el
hibrido resistente el AS atenu6 el aumento en elemd y tamafio de lesiones locales y
disminuyo la sistematizacion del virus, ambos efeacasionados por el estrés térmico.
En condiciones de in6culo natural, los tratamientoa acido salicilico redujeron el
porcentaje de plantas con sintomas de “peste negraf hibrido susceptible Bonanza. La
aplicacion de AS tuvo efectos benéficos en el ramtito de plantas susceptibles y
resistentes a TSWV transplantadas antes de estatidas a estrés térmico.

El H,O, es otro compuesto vinculado al efecto predisp@nédet estrés térmico. La
aplicacion del mismo en el hibrido susceptiblenafela severidad de los sintomas
sistémicos y disminuyo la sistematizacién del viraisdisminuir el nimero de foliolos
inoculados ELISA positivos; este efecto no se olis&n plantas inoculadas una hora
posterior al estrés térmico donde aun persistéeetce predisponente del mismo. En este
periodo se observé en el hibrido resistente y stequtible antes de la inoculaciéon, mayor
actividad de la enzima CAT una y cuatro horas déspmle finalizado el estrés térmico.
Asimismo,la enzima SOD aumenté su actividad como consecaeletiestrés térmico, en

el hibrido susceptible.
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RECOMENDACIONES

Las précticas culturales que impliquen sometesglantas a estrés térmico debido a
mal dimensionamiento de los invernaderos o fallaslee ventilacion tendran efectos

negativos sobre la susceptibilidad de plantas jgsele tomate a TSWV.

Aplicaciones exégenas de acido salicilico a laglesisayada, los primeros 45 dias
después del transplante tendran un efecto benéfiaisminuir la incidencia de esta
enfermedad y sobre parametros de rendimiento tentonateriales susceptibles como

resistentes al virus.

Las iniciativas que incluyan la transformacion denfas para hacerlas mas resistentes
al estrés abidtico aumentando la expresion dersimas antioxidantes, deberian tener en

cuenta los cambios que pueden producirse en letitsitidad a enfermedades.

FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Futuras lineas de investigacion deberian considerar

a) profundizar el desarrollo de activadores destescia y la evaluacion del costo
energético de su aplicacion para el hospedante,ca@sio los posibles cambios de

susceptibilidad a otras enfermedades y plagasfgataa al cultivo.

b) estudiar como se modifica la expresion de lasneas antioxidantes en los sitios
cercanos a la infeccién y en materiales resistentassceptibles, para esta virosis como

para otras enfermedades que afecten al cultivo.
c) realizar estudios para conocer los cambios eistdma antioxidante, el desarrollo

de la infeccion, y la concentracion viral en patmsinas donde la aplicacion de altas
temperaturas luego de la inoculacién atentan fasrebs de la enfermedad.
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ANEXO 1

Tablas de andlisis de variancia
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Tabla 2.1 Efecto del estrés térmico antes de leuliacion. Analisis de variancia para altura (cnipsal5 dias de la inoculacion, materia
seca total por planta (g/planta) y tasa relativardeimiento (cm/dia)/altura finalfibrido Bonanza susceptible a TSWV.

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
FV a ALT 15 MS TRC ALT 15 MS TRC ALT 15 MS TRC
F F F F F F F F F
Estres 1 8.79 ** 14.61 ** 5.49 ** 0.35NS 2.79 NS

453 * 0.20 NS 1.34 NS 4.64 *
173.42 213.79*  78.75*  74.18*
0.09 NS 0.50NS 178IS 0.17 NS 0.01 NS

Virus 1 50.5 ** 39.59 ** 51.33*  207.17**  78.19 **
Estres 1 1.59 NS 0.55 NS 0.60 NS 4.37*

*

Virus

R?2 0.65 0.61 0.64 0.87 0.84 0.73

0.92 0.72 0.83
CV 14.18 33.4 19.14 8.77 23.69 14.70 8.24 21.15 o415.

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertadsRoeficiente de determinacion, CV = Coeficiengevdriacién, F= valor de F, ** = Significativo c#%0.01, * = Significativo con
P<0.05, NS= no significativo. Estrés= plantas idadas después de finalizado el tratamiento dé¢¥ hs a 46C), Virus= plantas inoculadas con una cepa de TS@bntrol =
plantas mantenidas a 25, Sanas= plantas no inoculadas, ALT15= altursd %odias de la inoculacién, MS= materia seca pataplanta, TRC= tasa relativa de crecimiento
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Tabla 2.2 Efecto del estrés térmico antes de lauiacion. Analisis de variancia para
severidad de sintomas a inicios y fin de la evaduag dias desde la inoculacién hasta la
aparicion de sintomas. Hibrido Bonanza susceidigWV.

Repeticién 1 Repeticion 2 Repeticion 3
FV al S6 S13 DAS S7 S12 DAS S6 S1p DAS
F F F F F F F F F
Estrés| 1 | 2218 NS| 49.36| 7.35* | 0.06 NS| 8.21* 0.52| 1.12NS| 4.50* 1.17
*x NS NS
R2 0.13 0.77 0.33 0.006 0.43 0.0b 0.0f7 0.22 0p7
CV 171.95| 13.15] 9.11] 17294 28.37 10.42 240,00 &1.520.88

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad=R2oeficiente de determinacién, CV = Coeficiente ddacion, F=

valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Siinativo con P<0.05, NS= no significativo. Estréglantas inoculadas
después de finalizado el tratamiento de estréfig28#4FC). S6, S7, S12 y S13: severidad de sintomas sitérailos 6,

7,12 y 3 dias de la inoculacion respectivamdd&S = dias desde inoculacidn hasta aparicion dersfs.

Tabla 2.3 Efecto del estrés térmico antes de leulacion. Andlisis de variancia para test
de ELISA (Absorcion a 410 nm) al foliolo inoculagdoliolo apical Hibrido Bonanza
susceptible a TSWV. Repeticiones 2.y 3

Repeticion 2 Repeticion 3
FV gl INOC 5 API 10 INOC 5 API 5 API 10
F F F F F
Estrés 1 0.29 NS 2.13 NS 6.88 * 6.80 * 0.13 NS
R2 0.01 0.08 0.17 0.36 0.04
Cv 49.25 2.06 34.19 40.15 10.51

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertads=R2oeficiente de determinacién, CV = Coeficientevdgacion, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Sifsativo con P<0.05, NS= no significativo. Estrgsantas inoculadas
después de finalizado el tratamiento de estréfig24 4°C). INOC5= foliolo inoculado a los 5 dias de la lacion,
API5 y AP110= foliolo apical a los 5 y 10 dias daroculacion.
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Tabla 2.4 Efecto del estrés térmico antes de leuiacion. Analisis de variancia para rendimientalt(kg/planta), descarte total (%), causas
de descarte (%) y porcentaje de frutos comerca@ie®, mediano y grande. Hibrido Bonanza susclepad SWV.

CAUSAS DE DESCARTE TAMANO FRUTO COMERCIAL

TOTAL DESCARTE N
VIROSICO PEQUENO DEFORME RAJADO CHICO MEDIANO GRANDE

FV gl F F F F F F F F F
Estrés 1 4,95 * 0.84 NS 1.85 NS 1.84 NS 0.58 NS 1.92 NS8.64 ** 1.70 NS 3.24 NS
Virus 1 10.69 ** 14.73 ** 25.77 ** 3.63 NS 0.02NS 16.15* 12.21* 0.02NS 15.19*
Estrés 1 4.45 * 0.55 NS 1.90 NS 0.76 NS 0.02 NS 2.50 Ng2.28 ** 8.03 ** 0.61 NS

*
virus

R2 0.27 0.22 0.34 0.10 0.01 0.26 0.37 0.15 0.28
Cv 44,21 37.10 102.79 72.77 66.62 49.67 66.33 63.07 50.38

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad=R2oeficiente de determinacién, CV = Coeficientevariacion, F= valor de F, ** = Significativo c#0.01, * =
Significativo con P<0.05, NS= no significativo. Est= plantas inoculadas después de finalizadmtaniiento de estrés (24 hs a°@), Virus= plantas inoculadas con

una cepa de TSWYV, Control = plantas mantenidas ¥C2%anas= plantas no inoculadas. TOTAL = rendirnig¢otal por planta, DESCARTE = porcentaje total de
descarte, CHICO = frutos entre 100 - 150 g, MER@A= frutos entre 150 — 200 g y GRANDE = fruto2090 g.
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Tabla 2.5Andlisis de variancia para altura (cm) a los 15 dla la inoculacién, materia
seca total por planta (g/planta) y tasa relativaréeimiento (cm/dia)/altura finaldibrido
Gol resistente a TSWV.

Repeticion 1 Repeticion 2
FV gl ALT 15 MS TRC ALT 15 MS TRC
F F F F F F

Estres 1 0.67 NS 0.30 NS 0.62 NS 0.09 NS 1.96 NS 00 NS
Virus 1 6.72* 4.80 * 2.59 NS 0.02 NS 0.96 NS 0.31 NS
Estres 1 1.08 NS 0.96 NS 0.59 NS 0.72 NS 0.13 NS 0.15 NS

*

Virus
R2 0.19 0.15 0.09 0.06 0.16 0.03
CVv 8.45 35.09 3.79 8.80 28.80 6.58

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertads R2oeficiente de determinacién, CV = Coeficiente deéac#on, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Siifjoativo con P<0.05, NS= no significativo. Estréskantas inoculadas
después de finalizado el tratamiento de estrésg2440°C), Virus= plantas inoculadas con una cepa de TS@antrol

= plantas mantenidas a 25, Sanas= plantas no inoculadas, ALT15= altura 4%odias de la inoculacién, MS= materia

seca total por planta, TRC= tasa relativa de creaitmie

Tabla 2.6 Efecto del estrés térmico antes de lauiacion. Andlisis de variancia para
namero de lesiones locales en el foliolo inoculadeicios y fin de la evaluacion y nimero
de foliolos inoculados muertos. Hibrido Gol re=igé a TSWV

Repeticion 1 Repeticion 2
FV gl L6 L11 FM L4 L 13 FM
F F F F F F
Estrés 1 21.70* 41.60* 10.74*  15.28** 8.21* 0.52NS
Foliolo 1 5.71* 9.69 ** - 0.02 NS 0.07NS -
R2 0.45 0.61 0.39 0.54 0.43 0.05
CV 16.82 15.90 3.75 18.63 28.37 10.42

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertad=R2oeficiente de determinacioén, CV = Coeficiente dgacion, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Siifioativo con P<0.05, NS= no significativo. Estréskantas inoculadas
después de finalizado el tratamiento de estréfi§2240°C), Virus= plantas inoculadas con una cepa de TS@ontrol

= plantas mantenidas a 26, Sanas= plantas no inoculadas. L 6, L 4, L11 y lBSesiones a los 6, 4, 11y 13 dias de
la inoculacion respectivamente, FM = foliolos imlaclos muertos.
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Tabla 2.7 Efecto del estrés térmico antes de lauiacion. Analisis de
variancia para absorcién a 410 nm correspondidntesaide ELISA en el

foliolo inoculado y foliolo apicalHibrido Gol resistente a TSWV

Repeticion 1 Repeticion 2
FV gl F F
Estrés 1 5.90 * 24.49 **
R2 0.23 0.71
CcV 44.48 18.67

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad, =RToeficiente de determinacién, CV =
Coeficiente de variacion, F= valor de F, ** = Sigeativo con P<0.01, * = Significativo con P<0.05,
NS= no significativo. Estrés= plantas inoculada&spdiés de finalizado el tratamiento de estrés $24 h
a 40°C), Control = plantas mantenidas a°25

Tabla 2.8.1 Efecto de distintas horas de estrésidérantes de la inoculacion. Andlisis de
varianciapara severidad de sintomas sistémicos a inicias yd la evaluacion y dias
desde la inoculacion hasta la aparicion de sintqraee las repeticiones 1, 2 y 3. Hibrido
Bonanza susceptible a TSWV.

S5 AREA DAS
FvV gl F F F
Estrés 4 4.24 3.72 3.16 *
Rep 2 1.14 NS 0.16 NS 1.78 NS
R? 0.08 0.06 0.10
oY 7.69 27.08 15.12

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertads R2oeficiente de determinacién, CV = Coeficiente deéac#on, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Sifjeativo con P<0.05, NS= no significativo. Estréstantas inoculadas
después de finalizados los tratamientos de estrég 8 y 24 hs a 4% y Control = plantas mantenidas a°Z). S 5:
severidad de sintomas sistémicos a los 5 diasla deoculacion AREA= Area bajo la curva de progresm la
enfermedad, se calcul6 segun una ecuacion quealils valores de severidad tomados durante laakbposteriores a
la inoculacion. DAS = dias desde inoculacion haptaicion de sintomas.
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Tabla 2.8.2 Efecto de distintas horas de estrésidérantes de la inoculacion. Analisis de
variancia por repeticion para severidad de sintarias 5 dias de la inoculacién, &rea bajo
la curva de progreso de la enfermedad, dias desdeotulacion hasta la aparicion de

sintomas. Hibrido Bonanza susceptible a TSWV.

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
FV gb S5 AREA DAS S5 AREA DAS S5 AREA DAS
F F F F F F F F F

Estrés 4 124 220 242 344 215 136 168 126 0.55
NS NS NS * NS NS NS NS NS
R2 0.10 0.17 020 014 0.10 0.11 0.07 0.05 0.04
Cv 8.36 13.83 1525 6.38 31.87 12.79 8.44 27.83 946.

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertads Reoeficiente de determinacién, CV = Coeficiente deéac#on, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Siifjoativo con P<0.05, NS= no significativo. Estréskantas inoculadas
después de finalizados los tratamientos de estrés 8 y 24 hs a 4% y Control = plantas mantenidas a’@5. S 5:
severidad de sintomas sistémicos a los 5 diasla deoculacion AREA= Area bajo la curva de progresm la
enfermedad, se calcul6 segun una ecuacion quesalils valores de severidad tomados durante laakbposteriores a
la inoculacion. DAS = dias desde inoculacién hapticién de sintomas.

Tabla 2.9.1 Efecto de distintas horas de estrési¢érantes de la inoculacion. Analisis
de variancia para numero y diametro de lesioneddea inicios y fin de la evaluacion,
dias hasta aparicidon de lesiones y porcentajeltido® inoculados con lesiones. Hibrido
Gol resistente a TSWV. Repeticion 1.

LS5 L 15 D5 D 15 DAS FOL
=V gl F F F F F F
Estré 4 251* 3.17* 1.31 NS 0.74 NS 0.43 NS 4.55 **
R2 0.19 0.22 0.15 0.09 0.05 0.29
Cv 7.84 34.52 191.49 82.59 14.59 36.05

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad=R2oeficiente de determinacion, CV = Coeficiente deacion,
F= valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * Sdg8ificativo con P<0.05, NS= no significativo. Esdr plantas
inoculadas después de 1, 4, 8 y 24 horas de é&tmdigo (40°C) y control ( 25°C). L5, D 5, L 15y D15: nimero
(L) y diametro (D) de lesiones a los 5, y 15 désla inoculacion respectivamente, FOL = fokdlwoculados con
lesiones, DAS = dias hasta aparicién de sintomas.
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Tabla 2.9.2 Efecto de distintas horas de estrésdérantes de la inoculacion. Analisis de
variancia para numero y didmetro de lesiones Iscali@icios y fin de la evaluacion, dias
hasta aparicion de lesiones y porcentaje de falimloculados con lesiones. Hibrido Gol
resistente a TSWV. Repeticion 2.

LS5 L 15 D5 D 15 DAS FOL
EV gl F F F F F F
Estré: 4 1.51 NS 2.14NS 16.28* 0.84 NS 0.78 NS 2.06 NS
R2 0.13 0.17 0.92 0.27 0.26 0.17
Cv 9.98 14.23 12.67 48.99 19.08 48.78

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad=R2oeficiente de determinacion, CV = Coeficientevdaacion, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Sii§oativo con P<0.05, NS= no significativo. Estrégkantas inoculadas
después de 1, 4, 8 y 24 horas de estrés térmictCidpcontrol ( 25°C). L5, D 5, L 15y D15: nimero (L) y diametro (D)
de lesiones a los 5, y 15 dias de la inoculac&Espectivamente, FOL = foliolos inoculados caiolees, DAS= dias hasta
aparicion de sintomas.

Tabla 2.10 Efecto de distintas horas de estrésdéramtes de la inoculacion. Analisis para
test de ELISA (Absorcion a 410 nm) para foliolodalado a los 5 dias de la inoculacion y
foliolo apical a los 5 y 10 dias de la inoculacidtibrido Gol resistente a TSWV.
Repeticiones 1 y 2.

Repeticionl Repeticion 2
FV gl INOC 5 API 5 API 15 INOC 5 API 5 APl 15
F F F F F F
Estrés 4 1.85NS 0.65NS 2.61* 2.14NS 3.01* 0.98 NS
R2 0.15 0.06 0.20 0.16 0.23 0.08
CcVv 25.93 9.02 7.44 97.18 28.85 151.66

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertad=Reoeficiente de determinacion, CV = Coeficiente deacidn, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Sifieativo con P<0.05, NS= no significativo. Estrégkantas inoculadas
después de 1, 4, 8 y 24 horas de estrés térmic8C49 control ( 25°C), INOC 5= foliolo inoculado a los 5 dias de la
inoculacion, APl 5y API 15 = foliolo apical a 16sy 15 dias de la inoculacion.
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Tabla 2.11 Duracién del efecto del estrés térmiatilisis para severidad de sintomas a
los 13 y 6 dias de la inoculacion, area bajo lavawe progreso de la enfermedad, dias
desde la inoculacion hasta la aparicion de sintpmepgticiones 1 y 2. Hibrido Bonanza

susceptible a TSWV

Repeticion 1 Repeticion 2
FV Gl S 13 AREA DAS S6 AREA DAS
F F F F F F
Estrés 4 1.19NS 2.30NS 1.20NS  1.09 NS5.75 ** 5.29 **
R2 0.05 0.09 0.08 0.04 0.19 0.44
CV 4.84 23.13 8.64 5.54 34.54 13.15

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad= R2oeficiente de determinacién, CV = Coeficientevdeacion, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Sidioativo con P<0.05, NS= no significativo. Estrgsfantas inoculadas
después de 1, 4, 8 y 24 horas de estrés térmictCja0control ( 25°C). S 13y S 6 =severidad de sintomas sistémicos a
los 13 y 6 dias de la inoculacion, AREA= area bajourva de progreso de la enfermedad, DAS= dida hparicion de

sintomas.

Tabla 2.12.1 Duracion del efecto del estrés térmigwlisis de variancia para numero y
didmetro de lesiones locales a inicios y fin deelaluacion, dias hasta aparicion de
lesiones y porcentaje de foliolos inoculados ceifees.. Hibrido Gol resistente a TSWV.
Repeticion 1.

L5 L17 D5 D17 DAS FOL
FV Gl F F F F F F
Estré 4 1.79NS 2.85* 9.79 NS 1.39NS  3.49NS 4.77*
R? 0.14 0.20 0.95 0.21 0.54 0.30
Cv 6.46 19.06 8.62 59.62 18.67 23.45

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad=Reoeficiente de determinacion, CV = Coeficientevedgacion, F=
valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * = Sidjsativo con P<0.05, NS= no significativo. Estréstantas inoculadas
después de 1, 4, 8 y 24 horas de estrés térmictC{ap control (25°C). L 5, L 17, D 5Y D17: nimero y didmetro de
lesiones locales a los 5y 17 dias de la inootitecespectivamente, DAS = dias hasta aparicionirdensas, FOE
porcentaje de foliolos inoculados con lesiones.
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Tabla 2.12.2 Duracion del efecto del estrés térmiaalisis de variancia para numero y
didmetro de lesiones locales a inicios y fin devaluacién, dias hasta aparicién de lesiones
y porcentaje de foliolos inoculados con lesionesbrilo Gol resistente a TSWV.
Repeticion 2.

L6 L 20 D6 D 20 DAS FOL
FV Gl F F F F F F
Estré 4 1.00NS 2.42NS - 4.87 * 3.88* 2.35NS
R? 0.08 0.18 - 0.59 0.59 0.17
CcVv 3.16 8.21 - 35.58 16.97 38.95

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad=Reoeficiente de determinacion, CV = Coeficientevedgacion, F=
valor de F,** = Significativo con P<0.01, * = Significativo ¢oP<0.05, NS= no significativo. Estrés = plantaxidadas
después 1, 4, 8y 24 horas de estréS@0L 6, L 20, D 6 Y D 20: nimero y didmetro de ¢esds locales alos 6 y 20
dias de la inoculacién respectivamente, DAS = déssa aparicion de sintomas, FOhorcentaje de foliolos inoculados
con lesiones.
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Tabla 3.1 Efecto del estrés térmico y el acidacgado antes de la inoculacidon. Analisis
de variancia para severidad de sintomas a 6 gs/ddi la inoculacion (S6y S 7), area
bajo la curva de progreso de la enfermedad (ARE®s desde la inoculacion hasta la

aparicion de sintomas (DAS). Hibrido Bonanza susidem TSWV.

Repeticién 1 Repeticion 2
FV gl S6 AREA DAS S7 AREA DAS
F F F F F F
Estrés 1 1.06 NS 20.94 ** 6.61 * 5.75* 0.42N$ BB
AS 1 2.94 NS 1.84 NS 3.05N$ 3.34NS 9.41 %* 2.38
NS
Estrés * 1 1.06 NS 5.11* 0.84 NS 3.34N$ 4134 2.4p
AS NS
R2 0.14 0.47 0.26 0.26 0.48 0.58
CcV 335.26 11.08 9.90 5.30 15.35 11.48

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertads Roeficiente de determinacién, CV = Coeficiente déacan,

F= valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * Sdaificativo con P<0.05, NS= no significativo, - N puede
analizar por no ser suficientes los grados dethideEstrés = plantas inoculadas después de fidaliel tratamiento
de estrés (24 hs a 4Q), AS= Aplicacion de &cido salicilico 1 mM anteslaénoculacion.

Tabla 3.2 Efecto del estrés térmico y el acidoc8mo antes de la inoculacion.
Porcentaje de foliolos apicales ELISA + a los 18sdie la inoculacion. Hibrido
Bonanza susceptible a TSWV.

Porcentaje de foliolos apicales ELISA
+ a los 15 dias de la inoculacién

Estrés

8.32*

8.32*

Estrés * AS

0.19 ns

R2

0.84

Ccv

18.56

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertads R?oeficiente de determinacion, CV = Coeficiente dgacion,
F= valor de F, ** = Significativo con P<0.01, * Sdaificativo con P<0.05, NS= no significativo, - N puede
analizar por no ser suficientes los grados de thoblerEstrés = plantas inoculadas después de Ztdali el
tratamiento de estrés (24 hs &°@), AS= Aplicacion de &cido salicilico 1 mM anteslaénoculacion.
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Tabla 3.3.1 Efecto del estrés térmico y el acidwiiao antes de la inoculacion. Analisis
de variancia para las variables rendimiento toggblénta), porcentajes de descarte por
pequeiio (fruto < 50 @), rajado, deforme, podredenapical, virésico y descarte total.
Hibrido Bonanza susceptible a TSWV. Repeticion 1.

Total Pequeiio Rajado Deforme Pod Virésico | Descarte
apical
FV F F F F F F
Estrés 6.02 * 7.35* 0.75 NS 2.86 N$ 0.93 NS 1.9 N 1.84 NS
AS 2.37 0.27 NS 1.10 NS 0.04 NS 0.24 NB 526 F 1.02 NS
NS
Estrés * AS 0.01 6.55 * 0.11 NS 0.09 NS 2.15N$ 3.81 NS 2.86 NS
NS
VIR 82.29 | 15.29* | 10.53** | 15.36* | 36.49* | 156.86*{ 117&**
Estrés*VIR 1.19 0.11 NS 413 * 0.60 NS 0.93 N$ 2.49 NS 0.38 INS
NS
AS*VIR 1.03 0.18 NS 4.22* 0.49 NS 0.24 N$ 5.78 4 0.91 NS
NS
R2 0.77 0.54 0.44 0.42 0.59 0.87 0.82
cvVv 44.14 154.76 104.67 154.79 132.34 34.2b 14.99

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertadR?=coeficiente de determinacion; CV=Coeficiente deariacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. Estrés= 24hs a 4T previo a la
inoculacién; AS=Acido salicilico (1 mM), previo a& inoculacion; VIR=Inoculado con una cepa de TSWV.

Tabla 3.3.2 Efecto del estrés térmico y el acidwiiao antes de la inoculacion. Analisis
de variancia para las variables rendimiento toggblénta), porcentajes de descarte por
pequefio (fruto < 50 g), rajado, deforme, virésicalescarte total. Hibrido Bonanza
susceptible a TSWVRepeticion 2.

Total Pequeiio Rajado Deforme Virésico Descarte
FV F F F F F F
Estrés 0.50 NS 10.55 ** 0.48 NS 0.19 NS 479 * 0.13 NP
AS 0.18 NS 1.35NS 0.02 NS 0.44 N$ 0.00 NS 1.16 NS
Estrés * AS 1.61 NS 1.67 NS 2.00 NS 1.58 N 0.29 NS 0.39 NS
VIR 33.7 ** 5.27 ** 68.14 ** 3.61 NS 79.31 ** 3.3%S
Estrées*VIR 0.13 NS 1.70 NS 3.49 NS 0.00 NS 4.83* .2NS
AS*VIR 0.25 NS 1.46 NS 1.87 NS 0.86 NS 0.01 N oND
R? 0.45 0.37 0.68 0.14 0.70 0.12
Ccv 71.88 83.25 51.57 320.84 88.7 27.56

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertadR2=coeficiente de determinacién; CV=Coeficiente deariacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. Estrés= 24hs a AT previo a la
inoculacion; AS=Acido salicilico (1 mM), previo a& inoculacion; VIR=Inoculado con una cepa de TSWV.
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Tabla 3.4.1 Efecto del estrés térmico y el acidiciiao antes de la inoculacion. Analisis
de variancia para las variables rendimiento coraklg/planta), porcentajes de fruto
chico (50 - 150 g), mediano (150 — 250 g) y grafede250 g). Hibrido Bonanza
susceptible a TSWMRepeticion 1.

COMERCIAL CHICO MEDIANO GRANDE
Fv F F F F
Estrés 6.64 * 1.13NS 4.30 NS 0.01 NS
AS 2.67 NS 0.16 NS 8.86 * 0.35 NS
Estrés * AS 0.66 NS 0.09 NS 0.80 NS 0.04 NS
VIR 65.15 ** 2.16 NS 3.74 NS 0.54 NS
Estrés*VIR 1.02 NS - - -
AS*VIR 0.01 NS - - -
R2 0.74 0.28 0.70 0.07
Ccv 76.50 49.31 73.99 48.52

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertadR?=coeficiente de determinacion; CV=Coeficiente deariacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. Estrés= 24hs a AT previo a la
inoculacién; AS=Acido salicilico (1 mM), previo a& inoculacion; VIR=Inoculado con una cepa de TSWV.

Tabla 3.4.2 Efecto del estrés térmico y el acidiciiao antes de la inoculacion. Analisis
de variancia para las variables rendimiento corakig/planta), porcentajes de fruto
chico (50 - 150 g), mediano (150 — 250 g ) y gra@ee250 g). Hibrido Bonanza
susceptible a TSW\Repeticion 2.

COMERCIAL CHICO MEDIANO GRANDE
FV F F F F
Estrés 0.02NS 0.10NS 0.22NS 0.91 NS
AS 0.10NS 0.04 NS 1.98 NS 3.56 NS
Estrés *AS 0.00 NS 0.28 NS 0.05 NS 1.12 NS
VIR 454 0.61NS 0.00 NS 0.63 NS
Estrés*VIR 0.81 NS 0.01 NS 0.08 NS 0.02 NS
AS*VIR 0.49 NS 0.93 NS 413 NS 2.56 NS
R? 0.16 0.30 0.37 0.32
cv 156.04 128.57 82.98 152.81

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertadR2=coeficiente de determinacién; CV=Coeficiente deariacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. Estrés= 24hs a AT previo a la
inoculacion; AS=Acido salicilico (1 mM), previo a& inoculacion; VIR=Inoculado con una cepa de TSWV
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Tabla 3.5.1 Efecto del estrés térmico y el acidiciiao antes de la inoculacion. Analisis
de variancia para numero (L 5 y L 11) y didmetroleones locales (D 5y D 11) a
inicios y fin de la evaluacion (5 y 11 dias denlaculacion respectivamente). Hibrido
Gol resistente a TSWV. Repeticion 1.

L5 L11 D5 D11
FV gl F F F F
Estrés 1 4.15 * 4.18* 3.40 NS 3.03 NS
AS 1 6.88 ** 6.87 ** 0.25 NS 3.76 NS
Estrés*Ad 1 3.43NS 1.35NS 0.19 NS 459 *
R? 0.37 9.30 0.69 0.63
Y 24.19 46.67 41.90 50.86

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad=*Significativo con P<0.01, * = Significativo cd<0.05, NS= no
significativo, Esstrés = plantas inoculadas despde finalizado el tratamiento de estrés (24 h€ 4G). AS=
Aplicacién de &cido salicilico 1 mM .

Tabla 3.5.2 Efecto del estrés térmico y el acidizitiao antes de la inoculacion ANOVA
para numero (LES 5y LES 15) y diametro de lesidoeales (DIAM 5 Y DIAM 15) a
inicios y fin de la evaluacion (5 y 15 dias derlaculacion respectivamente). Hibrido
Gol resistente a TSWV. Repeticion 2.

L5 L 15 D5 D 15
FV gl F F F F
Estrés 1 7.68 % 2.25NS 0.00 NS 1.64 NS
AS 1 1.47 NS 1.32NS 0.00 NS 0.73NS
Estrés*AY 1 1.47 NS 0.14 NS 5.03 NS 0.86 NS
R2 0.40 0.29 0.56 0.94
cV 20.37 29.56 41.60 50.30

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad=*Significativo con P<0.01, * = Significativo c#x0.05, NS= no
significativo, Estrés = plantas inoculadas despigsfinalizado el tratamiento de estrés (24 hs @0 AS=
Aplicacién de &cido salicilico 1 mM.
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Tabla 3.6 Efecto del estrés térmico y el acidoc#alo antes de la inoculacioAnalisis
de variancia para test de ELISA (Absorcion a 410 pama foliolo inoculado a los 5 dias
de la inoculacién (INOC5) y foliolo apical a los(BPI5)y 10 (API10) dias de la
inoculacioén. Hibrido Gol resistente a TSWV.

Repeticion 1 Repeticion 2
FV gl INOC 5 API| 15 INOC 5
Estrés 1 0.58 NS 10.15 ** 0.13NS
AS 1 0.08 NS 2.99 NS 2.21 NS
Estrés * AS 1 13.12 ** 17.40 ** 0.28 NS
R2 80.14 42.74 0.12
Ccv 0.51 0.75 122.65

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad="Significativo con P<0.01, * = Significativo cé<0.05, NS= no
significativo, ESTRES = plantas inoculadas despledinalizado el tratamiento de estrés (24 hs £@)0 AS=

Aplicacién de &cido salicilico 1 mM.

Tabla 3.7.1 Efecto del estrés térmico y el acidiwifiao antes de la inoculaciodnalisis

de variancia para las variables rendimiento toggblénta), porcentajes de descarte por
pequeiio (fruto < 50 g), rajado, deforme, podredemdpical, virésico y descarte total.
Hibrido Gol resistente a TSWV. Repeticion 1.

Total Pequefio Rajado Deforme| Podredumbre Descarte
apical total
FV F F F F F F
Estrés 0.03 NS 0.08 NS 1.85 NS 2.13N$ 0.14 NS 1.72 NS
AS 591* 0.00 NS 1.13NS 1.45 NS 0.01 NS 2.82 NS
Estrés*AS 0.28 NS 0.50 NS 2.33 N§ 0.00 Nb 0.91 NS .16INS
VIR 0.17 NS 0.61 NS 0.52 NS 0.01 N§ 1.62 NS 0.36 NS
Estrés*VIR | 0.43 NS 0.01NS 3.48 NS 1.33N$ 0.35 NS Q>
AS*VIR 1.06 NS 0.13 NS 3.30 NS 3.33 NS 0.75 NS ONED
R? 0.34 0.12 0.44 0.45 0.23 0.37
CV 25.43 36.12 20.20 78.3 145.85 13.5]

FV= Fuente de variacidn, gl= grados de libertadR?=coeficiente de determinacion; CV=Coeficiente deariacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. Estrés= 24hs a 4T previo a la
inoculacion; AS=Acido salicilico (1 mM), previo a& inoculacion; VIR=Inoculado con una cepa de TSWV.
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Tabla 3.7.2 Efecto del estrés térmico y el acidiciiao antes de la inoculaciéAnalisis
de variancia para las variables rendimiento tajgdlénta), porcentajes de descarte por
pequefio (fruto < 50 g), rajado, deforme y desdattd. Hibrido Gol resistente a TSWV.

Repeticion 2.

Total Rajado Deforme Descarte total
FV F F F F
Estrés 1.71 NS 2.13 NS 1.39 NS 0.62 NS
AS 10.60 ** 1.45 NS 0.21 NS 0.35 NS
Estres*AS 0.42 NS 0.00 NS 1.00 NS 0.02 NS
VIR 0.31 NS 0.01 NS 0.04 NS 0.02 NS
Estrées*VIR 0.58 NS 1.33 NS 0.12 NS 4.80 *
AS*VIR 1.88 NS 3.33 NS 0.14 NS 0.26 NS
R? 0.22 0.12 0.07 0.18
CV 43.91 52.08 313.85 46.51

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertadR2=coeficiente de determinacién; CV=Coeficiente deariacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. Estrés= 24hs a 4T previo a la
inoculacién; AS=Acido salicilico (1 mM), previo a4 inoculacién; VIR=Inoculado con una cepa de TSWV.

Tabla 3.8.1 Efecto del estrés térmico y el acidiwifiao antes de la inoculaciéinalisis
de variancia para las variables rendimiento corak(giplanta), porcentajes de fruto chico
(50 - 150 g), mediano (150 — 250 g ) y grande (& @b Hibrido Gol resistente a TSWV.

Repeticion 1.

COMERCIAL CHICO MEDIANO GRANDE
FV F F F F
Estrés 2.37NS 2.33NS 0.01 NS 1.86 NS
AS 0.96 NS 0.33 NS 1.96 NS 2.62 NS
Estrés*AS 0.03 NS 1.08 NS 0.03 NS 150 NS
VIR 0.09 NS 1.73NS 0.37 NS 0.76 NS
Estrés*VIR 3.02NS 0.61 NS 0.04 NS 0.39 NS
AS*VIR 0.26 NS 152 NS 0.12NS 1.24 NS
R 0.24 0.33 0.18 0.42
Y 60.92 76.22 167.49 83.01

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertadR2=coeficiente de determinacién; CV=Coeficiente deariacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. Estrés= 24hs a AT previo a la
inoculacién; AS=Acido salicilico (1 mM), previo a& inoculacién; VIR=Inoculado con una cepa de TSWV.
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Tabla 3.8.2 Efecto del estrés térmico y el acidiciiao antes de la inoculaciodnalisis
de variancia para las variables rendimiento corak(giplanta), porcentajes de fruto chico
(50 - 150 g), mediano (150 — 250 g) y grande (> @bMibrido Gol resistente a TSWV.

Repeticion 2.

COMERCIAL CHICO MEDIANO GRANDE
FV F F F F
Estrés 0.02 NS 5.29 * 3.39 NS 1.32 NS
AS 5.73 * 0.53 NS 0.06 NS 1.32NS
Estrés*AS 0.05 NS 1.82NS 0.43 NS 4.30 *
VIR 2.28 NS 2.90 NS 1.02NS 430 *
Estrés*VIR 255 NS 0.95 NS 0.24 NS 132 NS
AS*VIR 136 NS 0.14 NS 0.01 NS 132NS

R 0.21 0.20 0.12 0.24
cV 102.45 33.68 214.32 458.19

R2=coeficiente de determinacién; CV=Coeficiente deariacion; ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05;
**= significativo con P<0.01. Estrés= 24hs a 41 previo a la inoculacion; AS=Acido salicilico (1 rkl), previo a la
inoculacion; VIR=Inoculado con una cepa de TSWV.

Tabla 3.9.1 Aplicaciones de acido salicilico bagmdiciones de indculo natural. Analisis
de variancia para porcentaje de plantas con sagala “peste negra” al final del cultivo

en invernadero bajo condiciones de indculo natural.

1999 2000 2004 2005
FV gl F F F F
Hibrido 1 23.52 ** 14.95 ** 26.30 ** 19.02 **
AS 1 11.99 ** 0.72 NS 0.44 NS 0.54 NS
Hibrido * AS 1 11.99 ** 0.72 NS 417 * 0.32 NS
Rep 3 4.30 NS 0.89 NS 2.88 * 1.04 NS
R2 0.82 0.68 0.71 0.34
CV 19.03 28.85 23.48 33.99

** = Sjgnificativo con P<0.01, * = Significativo ecoP<0.05, NS= no significativo, AS= Aplicacion serahde acido
salicilico 1 mM desde el transplante hasta lodi4S del mismo.
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Tabla 3.9.2 Aplicaciones de acido salicilico bagmdiciones de inoculo natural. Analisis
de variancia para porcentaje de plantas ELISAr& p&WV y TCSV/GRSV a los 60 dias
del transplante.

2004 2005
TSWV GRSVI/TCSV TSWV GRSVI/TCSV
FV al F F F F
Hibrido 1 0.50 NS 5.56 * 0.44 NS 5.78 *
AS 1 0.50 NS 0.17 NS 0.11 NS 1.34 NS
Hibrido * AS 1 0.50 NS 0.03 NS 2.23 NS 0.02 NS
Rep 3 0.58 NS 0.73 NS 1.01 NS 1.15NS
R2 0.21 0.34 0.16 0.22
CcVv 25.47 31.31 29.98 28.05
Media general 21.62 24.45 22.32 24.30

** = Sjgnificativo con P<0.01, * = Significativo eoP<0.05, NS= no significativo, AS= Aplicacién serahde acido
salicilico 1 mM desde el transplante hasta lodidS del mismo.

Tabla 3.10 Aplicaciones de acido salicilico bajodioiones de indculo naturanalisis de
variancia para las variables rendimiento total cpotajes de descarte por pequefio (fruto <
50 g), rajado, deforme, podredumbre apical, vigsplilla del tomate y descarte total.
Hibrido Bonanza susceptible a TSWV.

Total Pequefio| Rajado| Deforme Pod | Virésico Polilla Descarte
apical total

FV F F F F F F F F

AS 2.54 NS| 1.20 NS 0.01 NS| 0.14 NS| 0.95NS 5.73* 0.19NS 0.65NS
Campaiia | 8.86* | 1.15NS| 111.46 1.01NS| 2.04 N§ 11.33%1 32.12% 2.46 NS

*%

Rep 0.86 NS| 2.72 NS 1.23| 0.58 NS| 0.62NS 095N$ 1.16 NS 0.36 NS
(Campana) NS

R? 0.74 0.76 0.95 0.44 0.56 0.81] 0.87% 0.4p

cVv 34.82 44.04 37.53 80.24 259.5p 80.6[1 70.06 3769

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad, RZoeficiente de determinacion; CV=Coeficiente de viacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. AS= Aplicacion semaal de acido
salicilico (1 mM) hasta 45 dias del transplante.
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Tabla 3.11 Aplicaciones de acido salicilico bajadiociones de in6culo naturadnalisis de
variancia para las variables rendimiento comef&i@gim?), porcentajes de fruto chico (50 -

150 g), mediano (150 — 250 g) y grande (> 250 fpritlo Bonanza susceptible a TSWV

COMERCIAL CHICO MEDIANO GRANDE
FV F F F F
AS 7.94 * 1.37 NS 0.00 NS 0.52 NS
Campafa 4.43 NS 4.33 NS 0.73 NS 4.17 NS
Rep 2.08 NS 1.20 NS 0.30 NS 0.62 NS
(Campafia)
R2 0.81 0.68 0.34 0.59
Cv 26.68 34.83 30.04 40.59

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad, RZoeficiente de determinacién; CV=Coeficiente de viacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. AS= Aplicacion semaal de acido
salicilico (1 mM) hasta 45 dias del transplante.

Tabla 3.12 Aplicaciones de acido salicilico bajmdioiones de in6culo naturahnalisis de

variancia para las variables rendimiento total cpotajes de descarte por pequefio (fruto <

50 g), rajado, deforme, polilla del tomate y detsctotal. Hibrido Gol resistente a TSWV.

Total Pequerio Rajado Deforme Polilla Descarte
total

FV F F F F F F

AS 4.09 NS 15.94 ** 2.58 NS 0.00 NS 0.10 N§ 1.01 Njs
Campafia 3.46 NS 2.55 NS 6.63 * 1.28 NS 38.19 1* Q19SS

Rep 2.37 NS 2.64 NS 2.27 NS 0.52 NS 1.46 NS 0.47 N
(Campaiia)

R2 0.68 0.80 0.71 0.35 0.85 0.49

CVv 23.22 33.71 40.43 52.87 64.39 33.94

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad, RZoeficiente de determinacion; CV=Coeficiente de viacion;
ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05#*= significativo con P<0.01. AS= Aplicacién semzal de acido
salicilico (1 mM) hasta 45 dias del transplante.

167



Tabla 3.13 Aplicaciones de acido salicilico bajadiociones de indculo naturadnalisis de
variancia para las variables rendimiento come(&i@gim?), porcentajes de fruto chico (50 -

150 g), mediano (150 — 250 g ) y grande (> 25d)rido Gol resistente a TSWV.

COMERCIAL CHICO MEDIANO GRANDE
FV F F F F
AS 2.82 NS 0.00 NS 0.02 NS 0.00 NS
Campafia 0.11 NS 1.17 NS 0.21 NS 0.03 NS
Rep (Campafia) 1.22 NS 0.64 NS 0.46 NS 0.73 NS
R2 0.50 0.32 0.23 0.27
Cv 22.84 32.20 36.15 34.50

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad, RZoeficiente de determinacion; CV=Coeficiente de viacion;

salicilico (1 mM) hasta 45 dias del transplante.

ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05#*= significativo con P<0.01. AS= Aplicacién semzal de acido

Tabla 3.14 Aplicaciones de acido salicilico bajadiociones de inGculo naturadnalisis de

variancia para las variables numero de agallas?g parcentaje de raices con sintomas de
podredumbres radiculares y materia seca raiz.

AGALLAS PODREDUMBRES MATERIA SECA
RADICULARES RAIZ
FV F F F
HIBRIDO 2.55 NS 0.09 NS 0.01 NS
AS 0.26 NS 3.33 NS 1.40 NS
HIBRIDO * AS 0.25 NS 5.54 * 2.72 NS
REP 4.65* 0.88 NS 6.33 *
R2 0.03 0.04 0.034
CVv 52.23 74.95 26.20

FV= Fuente de variacidn, gl= grados de libertad, R&oeficiente de determinacién; CV=Coeficiente de viacion;

salicilico (1 mM) hasta 45 dias del transplante.

ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05**= significativo con P<0.01. AS= Aplicacion semaal de acido
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Tabla 3.15 Aplicaciones de &cido salicilico bajmdioiones de indculo natural en plantas
sometidas al estrés térmico antes del transpl@mtélisis de variancia para las variables

rendimiento total y comercial (kg/m?) y porcentd@eplantas con sintomas de “peste negra”.
Hibridos Bonanza y Gol

BONANZA GOL
Total Comercial “Peste Total Comercial
negra”
FV F F F F F
Estrés 0.04 NS 1.31 NS 2.49 NS 0.19 NS 0.09 NS
AS 1.44 NS 0.11 NS 22.32* 6.32 NS 7.30 NS
Estrés * AS 0.93 NS 0.01 NS 0.48 NS 3.52 NS 0.01 NS
Rep 0.36 NS 0.00 NS 6.03 NS 19.81 * 4,16 NS
R2 0.48 0.32 0.91 0.91 0.88
Ccv 40.09 42.60 39.21 13.70 12.13

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad, RZoeficiente de determinacion; CV=Coeficiente de viacion;

ns=no siginificativo; *=significativo con P < 0.05#*= significativo con P<0.01. Estrés= Plantas soetidas a estrés
térmico (24 hs a 40C) antes del transplante; AS= Aplicacion semanal décido salicilico (1 mM) hasta 45 dias del

transplante.

Tabla 3.16. Duracion del efecto de predisposici@nsado por estrés térmico (@) y
efecto del acido salicilico. Analisis de varianpara severidad de sintomas a los 16, 21y

28 dias de la inoculacion, area bajo la curva dgrpso de la enfermedad, dias desde la
inoculacion hasta la aparicion de sintomas, Sigddbneymaker.

S 16 s21 S 28 AREA DAS
FV F F F F F
Estrés 3.38* 162NS | 121NS|  2.13N§ 3.60 *
AS 0.07NS | 023NS| 0.29NS|  0.28 NS 0.20 N
Estrés*AS 0.81NS | 168NS| 150NS| 137N$  0.41NS
R? 0.39 0.33 0.29 0.35 0.52
CV 22.83 23.66 30.98 7.18 5.09

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertad ,cBéficiente de determinacién; CV=Coeficiente de widia ns=no
siginificativo; ** = Significativo con P<0.01, * Significativo con P<0.05, NS= no significativo, ede puede analizar
por no ser suficientes los grados de libertad. ESSRplantas inoculadas 1, 4, 8 y 24 hora desgadmalizado el
tratamiento de estrés (24 hs a %T), AS= Tratamiento con &cido salicilico
inmediatamente después de los tratamientos deseSit6, S21, S28 severidad de sintomas a los 16, 21 y 28 dias de la
inoculacion, AREA= area bajo la curva de progrestadmfermedad, DAS= dias desde la inoculaciéraHasapariciéon

de sintomas.

(1 mM) egpdo a las plantas
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Tabla 3.17 Duracion del efecto de predisposicidusado por estrés térmico (@) y

efecto del acido salicilico. Analisis de varianpara severidad de sintomas a los 14, 26 y
39 dias de la inoculacién, area bajo la curvardgrpso de la enfermedad, dias desde la

inoculacion hasta la aparicion de sintomas , MetalahG.

S14 S 26 S 39 AREA DAS
FV F F F F F
Estrés 0.91NS | 236NS| 192N§  191N$  157NS
AS 0.86NS | 058NS| 058NS| 0.90N$  0.14Nb
Estrés*AS 1.20NS | 052NS| 030NS|  039N$  0.39Ns
R? 0.19 0.23 0.19 0.20 0.35
cV 22.71 42.29 46.16 18.93 61.17

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad,cBéficiente de determinacion; CV=Coeficiente deaén; ns=no
siginificativo; ** = Significativo con P<0.01, * = Significativo con P<0.05, NS= no significativo, - No se puede
analizar por no ser suficientes los grados de libertad. ESTRES = plantas inoculadas 1, 4, 8 y 24 hora
después de finalizado el tratamiento de estrés (24 hs a 40 °C), AS= Tratamiento con &cido salicilico (1 mM)
asperjado a las plantas inmediatamente después de los tratamientos de estrés. S 14, S 26 y S 39 = severidad de
sintomas a los dias de la inoculacion, AREA = amga ta curva de progreso de la enfermedad,DAS= déasle la
inoculacion hasta la aparicion de sintomas.
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Tabla 4.1 Duracion del efecto de predisposicidrsada por estrés térmico (@) en plantas con y sin aplicacion
exdgena de peroxidénalisis de variancia para Severidad de sintomlas 43, 11 y 9 dias de la inoculacion, area
bajo la curva de progreso de la enfermedad, diededa inoculacion hasta la aparicion de sintoiésido Bonanza
susceptible a TSWV, repeticiones 1, 2y 3.

vJ

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
S13 AREA DAS S11 AREA DAS S9 AREA DAS
FV F F F F F F F F F
Estrés 0.23 NS 3.14* 4,51 ** 1.94 NS 5.42 ** 4.51 1.76 NS 2.43* 2.23 NS
PER 12.28 ** 20.05 ** 2.18 NS 1.13 NS 7.31 ** 0.N5 0.23 NS 5.66 * 0.03 NS
Estrés*PER 1.36 NS 2.75* 6.35 ** 2.27 NS 3.73 ** .96 NS 2.60* 1.72 NS 1.96 NS
R2 0.25 0.35 0.53 0.17 0.33 0.33 0.17 0.20 0.27
CcV 22.90 41.98 8.96 24.34 42.43 16.17 22.19 16.62  3.92
CONTRASTES
Estrés VS Control 4.79 * 10.63 ** 0.36 NS 553 * &l * - 2.15NS 1.00 NS 7.37 **
Control vs 1 hora| 8.64** 10.80 ** 0.01 NS 5.33* 7.46 ** - 3.60 NS A * 473 *
después del estrés
Estrés en peroxido 0.13 NS 1.21 NS 2.52 N$ 284 NS 5.25* 9.24 ** 2.67 NS 0.14 NS 11.42 **
Estrés sin perdxido 7.36 ** 12.22 ** 1.02 NS 2.69N 1.25 NS 11.49 ** 0.19 NS 1.08 NS 0.26 N
Peroxido en control| 0.02 NS 0.34 NS 1.13 NS 0.25 NS 3.81 % - 0.94 NS 0.42 NS 3.63 NS

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad;cBéficiente de determinacién; CV=Coeficiente deadn; ns=no siginificativo; ** = Significativoan P<0.01, * = Significativo
con P<0.05, NS= no significativo, - No se pueddizaaapor no ser suficientes los grados de liberslirés = plantas inoculadas 1, 4, 8y 24 Hespués de finalizado el tratamiento
de estrés (24 hs a 40), PER = Tratamiento con perdxido (5 mM) asperjadas plantas inmediatamente después de los teattas de estrés. S 13, S 11y S 9 = severidathttemas
alos 13, 11 y 9 dias de la inoculacion, AREA =adrajo la curva de progreso de la enfermedad, Di&s-desde la inoculacién hasta la aparicién dersas.
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Tabla 4.2 Duracion del efecto de predisposicidnsada por estrés térmico (&) en
plantas con y sin aplicacion exégena de peroxich@lidis de variancia para porcentaje de
foliolos inoculados (INOC 5) y apicales 5 (APl 5)1% (APl 15) dias después de la
inoculacion. Hibrido Bonanza susceptible a TSW\p&eiones 1, 2y 3.

INOC 5 APIC 5 APIC 15
FV F F F
Estrés 3.32* 2.86* 2.68 NS
PER 9.51 ** 031 NS 6.05*
Estrés*PER 0.91 NS 1.81 NS 0.34 NS
Rep 39.48 ** 45.36 ** 24.54 **
R2 0.85 0.86 0.79
Cv 35.29 39.95 48.79
CONTRASTES
Estrés VS Control 0.66 NS 0.10 NS 1.73 NS
Control vs 1 hora después de 0.19 NS 0.18 NS 0.88 NS
estrés
Estrés en peroxido 0.22 NS 0.00 NS 0.66 NS
Estrés sin peréxido 0.46 NS 0.20 NS 1.11 NS
Peroxido en control 057 NS 0.15 NS 0.20 NS

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertad ,cBéficiente de determinacién; CV=Coeficiente de widia ns=no
siginificativo; ** = Significativo con P<0.01, * Significativo con P<0.05, NS= no significativo, ede puede analizar
por no ser suficientes los grados de libertad.é8str plantas inoculadas 1, 4, 8 y 24 hora desgaéinalizado el
tratamiento de estrés (24 hs a°@), PER = Tratamiento con peréxido (5 mM) asperjadmsplantas inmediatamente

después de los tratamientos de estrés. INOC 5 =emimije de foliolos inoculados ELISA positivos, APy APl 15=
porcentaje de foliolos apicales ELISA positivoss% y 15 dias de la inoculacion.
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Tabla 4.3.1 Duracion del efecto de predisposicausado por estrés térmico {@) en plantas con y sin aplicacion exdgena de [ooxX
Andlisis de variancia para numero de lesiones & ly 15 dias de la inoculacion, dias desdeoleuiiacion hasta la aparicion de lesiones

locales. Hibrido Gol resistente a TS\WV

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
L5 L15 DAS L5 L15 DAS L5 L 15 DAS
FV F F F F F F F F F
Estrés 1.44 NS 1.32 NS 1.13 NS 1.57 N$ 1.67 NS NS1 1.03 NS 4.82 ** 1.62 NS
PER 4.82* 7.31 ** 0.37 NS 2.48 NS 0.93 NS 2.12 N§ 15.04 ** 22.62 ** 23.34 **
Estrés*PER 1.67 NS 0.99 NS 0.84 NS 0.51 N$ 3.20% .54INS 0.81 NS 342+ 3.09*
R2 0.17 0.17 0.31 0.13 0.23 0.33 0.20 0.38 0.32
CcVv 33.67 50.69 16.35 10.95 30.06 36.09 45.61 33.24 34.06
CONTRASTES
Estrés VS Control 0.30 NS 2.10 NS 2.52 NS 0.06 N§  .5U* 0.71 NS 0.24 NS 12.59 ** 0.39 NS
Control vs 1 hora| 1.00NS 0.04 NS 0.15 NS 0.48 NS 4.07 * 0.23 NS 0187 3.09 NS 0.02 NS
después del estrés
Estrés en peréxido 0.73 NS 3.03 NS 0.27 N$ 0.00 NS 13.41 ** 0.29 NS 0.80 NS 13.04 ** 5.05 *
Estrés sin peroxide 0.01 NS 0.08 NS 2.42 N$ 0.12 NS 0.44 NS 2.93 NS 0.04 NS 1.97 NS 2.13 Np
Peroxido en control 2.59 NS 4.71* 1.79 NS 0.24 N$ 10.10 ** 0.45 NS 5.96 * 12.55 ** 20.17 **

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad,cBéficiente de determinacién; CV=Coeficiente deacdn; ns=no siginificativo ** = Significativo coP<0.01, * = Significativo con
P<0.05, NS= no significativo, - No se puede analfa no ser suficientes los grados de libertattéEs= plantas inoculadas 1, 4, 8y 24 horawgsple finalizado el tratamiento de
estrés (24 hs a 4C), PER = Tratamiento con peréxido (5 mM) asperjadas plantas inmediatamente después de los tesitrs de estrés. L 5y L 15= lesiones localessébly 15
dias de la inoculacién, DAS= dias hasta aparic@sidtomas.
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Tabla 4.3.2 Duracion del efecto de predisposicausado por estrés térmico {@) en plantas con y sin aplicacion exdgena de [ooX
Andlisis de variancia para diametro de lesiones &) 10 y 15 dias de la inoculacién. Hibrido fesistente a TSWV.

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
D5 D 10 D 15 D5 D 10 D 15 D5 D 10 D 15
FV F F F F F F F F F
Estrés 4.82* 6.95 ** 423 * 0.79 NS 13.44 ** 3.¥4 5.17 ** 3.85 ** 3.81*
PER 2.67 NS 0.91 NS 1.19 NS 0.72 N$ 0.99 NS 2.48 NS 1.75 NS 0.00 NS 10.02 **
Estrés*PER - 2.32 NS 1.93 NS 0.33 NS 6.00 ** 1.386N| 2.30NS 7.02 ** 1.76 NS
R2 0.84 0.75 0.57 0.37 0.77 0.53 0.58 0.37 0.26
CcVv 26.69 41.92 43.63 40.17 26.25 44.53 25.57 28.1p 32.17
CONTRASTES
Estrés VS Control - 0.10 NS 0.03 NS - - 0.02 NS - - 10.2 **
Control vs 1 hora - 0.30 NS 0.22 NS - - 6.86 * - - 1.87 NS
después del estrés
Estrés en peroxido - 3.11 NS 1.43 NS - - 151 N$ - - 12.37 **
Estrés sin perdxido - 0.38 NS 0.97 NS - 9.00 ** 2.0IS - 3.33 NS 0.88 NS
Peroxido en control - 0.67 NS 0.64 NS 1.56 NS oNs 8.56 ** 9.26 ** - 9.59 **

FV= Fuente de variacién, gl= grados de libertadcBeficiente de determinacion; CV=Coeficiente deacdn; ns=no siginificativo ** = Significativo goP<0.01, * = Significativo con
P<0.05, NS= no significativo, - No se puede analpa no ser suficientes los grados de libertattéEs= plantas inoculadas 1, 4, 8 y 24 horauksspe finalizado el tratamiento de
estrés (24 hs a 4€), PER = Tratamiento con perdxido (5 mM) asperjadas plantas inmediatamente después de los teatms de estrés, D 5, D 10 y D 15 = didmetro dies a
los 5, 10 y 15 dias de la inoculacion.
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Tabla 4.4 Duracion del efecto de predisposicidrsada por estrés térmico (&) en plantas con y sin aplicacion exégena de pwox
Andlisis de variancia para severidad de sintoméssdl3, 20 y 36 dias de la inoculacion, area bajaurva de progreso de la
enfermedad, dias desde la inoculacién hasta lacapade sintomas. Silvestre Motelle.

S 13 S 20 S 36 AREA DAS
FV F F F F F
Estrés 1.69 NS 0.90 NS 1.85 NS 1.47 NS 1.79 NS
PER 1.32 NS 557 * 3.76 * 3.76 * 6.69 *
Estrés*PER 0.96 NS 0.32 NS 0.34 NS 0.34 NS 0.80 NS
R2 0.12 0.11 0.13 0.12 0.25
CV 12.34 33.17 38.51 13.06 19.70
CONTRASTES
Estrés vs Control 2.72 NS 3.43 NS 3.61 NS 4.86 * 5.05 *
Control vs 1 hora después del estrés 3.55 NS 2573 N 4.85* 443 ** 513 *
Estrés en peroxido 0.57 NS 1.08 NS 1.97 NS 1.67 NS 1.67 NS
Estrés sin peroxido 2.49 NS 2.49 NS 1.65 NS 3.34 NS 3.75 NS
Perdxido en control 0.00 NS 0.53 NS 0.92 NS DI85 0.83 NS

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad;cBéficiente de determinacion; CV=Coeficiente deiacdn; ns=no siginificativo, ** = Significativo an P<0.01, * =
Significativo con P<0.05, NS= no significativo, olée puede analizar por no ser suficientes losogrde libertad. ESTRES = plantas inoculadas 8,¥,24 hora después de
finalizado el tratamiento de estrés (24 hs 4@)) PER = Tratamiento con peréxido (5 mM) asperjadias plantas inmediatamente después de los teatas de estrés, S 13, S 20y
S 36 = severidad de sintomas sistémicos a 1os01L¥, 26 dias de la inoculacion, AREA = area bajoueva de progreso de la enfermedad, DAS= dias lagstricion de sintomas.
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Tabla 4.5 Duracion del efecto de predisposiciénsada por estrés térmico (@) en plantas con y sin aplicacion exdgena de
peroxido. Analisis de variancia para severidadidomas a los 10, 20 y 30 dias de la inoculaciteg &ajo la curva de progreso de
la enfermedad, dias desde la inoculacion hastaalacgon de sintomas. Mutante NADPH oxidasa

FV S 10 S 20 S 30 AREA DAS
F F F F F
Estrés 2.57* 244 * 7.70 ** 4.24 ** 0.21 NS
PER 2.63 NS 0.26 NS 0.03 NS 0.79 NS 0.37 NS
Estrés*PER 2.39 NS 3.45* 5.57 ** 4,18 ** 1.20 NS
R2 0.20 0.21 0.37 0.28 0.08
CV 17.97 30.00 27.66 9.63 42.38
MEDIA 1.10 1.32 1.70 34.86 20.27
CONTRASTES
Estrés vs Control 3.00 NS 5.64 * 13.72 ** 7.82 ** 0.48 NS
Control vs 1 hora después del estrés 8.58 ** 8.10 ** 23.49 ** 13.98 ** 0.75 NS
Estrés en peréxido 5.61* 5.39* 11.65 ** 8.13 ** 0.91 NS
Estrés sin peroxide 0.01 NS 1.08 NS 3.33 NS 1.22 N 0.01 NS
Perdxido en control 0.52 NS 0.34 NS 0.87 NS 0.S0 N 0.81 NS

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertad:cBéficiente de determinacion; CV=Coeficiente deiacdn; ns=no siginificativo, ** = Significativo an P<0.01, * =
Significativo con P<0.05, NS= no significativo, oMe puede analizar por no ser suficientes losogrde libertad. ESTRES = plantas inoculadas 8,y4,24 hora después de
finalizado el tratamiento de estrés (24 hs &) PER = Tratamiento con peréxido (5 mM) asperjadas plantas inmediatamente después de los temtts de estrés. , S 10, S 20
y S 30 = severidad de sintomas sistémicos a 1080L§; 30 dias de la inoculacion, AREA = area bajourva de progreso de la enfermedad, DAS= dista lzgaricion de sintomas.
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Tabla 4.6 Analisis de variancia para actividad S@QB30D/mg prot) y CAT (mmol kD,/min prot) para una repeticién del hibrido
susceptible a TSWV (BONANZA) y dos del resister®O( 1 y GOL 2). Muestras extraida después de Hartrientos de estrés y

antes de inocular.

BONANZA GOoL 1 GOL 2
FV SOD CAT SOD CAT SOD CAT
F F F F F F
ESTRES 5.32 ** 8.98** 2.04 NS 6.26 ** 2.27 NS 6.61
PER 10.18 ** 2.63 NS 2.32 NS 5.55* 0.89 NS 7.74 **
ESTRES*PER 1.53 NS 1.80 NS 0.51 NS 3.09 * 5.58 ** 3.85 **
R2 0.55 0.55 0.24 0.52 0.51 0.74
CV 33.15 27.76 35.74 25.26 20.99 25.81
CONTRASTES
Estrés vs Control 6.24 * 18.07 ** 2.05 NS 1.63 NS .08 NS 1.36 NS
Control vs 1 hora después del estrés 0.25 NS 2546 0.06 NS 9.09 ** - -
Estrés en peroxido 5.04 * 12.26 ** 2.91 NS 412 * AB NS 7.80 **
Estrés sin peréxido 1.65 NS 6.32 * 0.10 NS 0.05 NS - -
Perdxido en control 4.85* 0.02 NS 0.04 NS 0.14 NS 0.89 NS 0.55 NS
Peréxido en 8 horas después del estrés 1.33 NS .72INS 2.56 NS 0.28 NS 0.61 NS 2.33 N§
Peréxido en 4 horas después del estrés 0.06 NS 40INS 1.18 NS 15.16 ** 4.06 * 38.23 **
Peréxido en 1 hora después del estrés 0.17 NS 474 0.03 NS 2.24 NS 0.09 NS 5.99 *
Peroxido en 24 horas después del estrés 10.48*  1.69 NS 0.57 NS 0.08 NS - -

FV= Fuente de variacion, gl= grados de libertadzcRéficiente de determinacion; CV=Coeficiente deiacgon; ns=no siginificativo, ** = Significativoan P<0.01, * =
Significativo con P<0.05, NS= no significativo, ode puede analizar por no ser suficientes losogred libertad. ESTRES = plantas inoculadas 1 tiespués de finalizado el
tratamiento de estrés (24 hs &°@), PER = Tratamiento con peroéxido (5 mM) asperjadas plantas inmediatamente después de los temttns de estrés.
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