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Resumen

Introduccién. Los dcidos fendlicos pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos, su sintesis y concentracion
en las plantas aumenta cuando estas se encuentran bajo condiciones de estrés bidtico o abiético. Objetivo. Evaluar
el efecto de los 4cidos fendlicos sobre el sistema de defensa antioxidante enzimdtico y no enzimdtico en plantas de
tomate sometidas a estrés biético. Materiales y métodos. El experimento se realizé de marzo a diciembre de 2016, en
Saltillo, México. Se establecié un cultivo de tomate tipo Saladette de la variedad Rio Fuego (Solanum lycopersicum
Mill.). A plantas de tomate inoculadas con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (1X10° UFC ml') se les
realizaron aspersiones foliares de acidos fendlicos a una dosis de 1 kg ha™' con el producto Defens Gr® (IA: 4cidos
fendlicos 10 000 ppm). Se muestrearon hojas a los 15,31 y 92 dias después del trasplante (ddt) y frutos a los 90 ddt. Se
trabajé con seis tratamientos: 1) testigo absoluto (T0), 2) aplicacién de dcidos fendlicos antes de inocular Clavibacter
(AFA), 3) aplicacién de dcidos fendlicos después de inocular Clavibacter (AFD), 4) aplicacion de dcidos fendlicos
antes y después de inocular Clavibacter (AFAD), 5) solo aplicacion de dcidos fendlicos (AF) y 6) solo inoculacién
con Clavibacter (Cmm). Resultados. La aplicacién de dcidos fendlicos intervino en la actividad de antioxidantes
enzimdticos y no enzimdticos. Se encontré mayor capacidad antioxidante en hoja que en fruto, la cual se determiné por
ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-dcido sulfénico)] y DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). La inoculacion
de las plantas de tomate aument6 la actividad de las enzimas catalasa y fenilalanina amonio liasa en hoja; ademds,
hubo reduccién de la actividad enzimatica del superdxido dismutasa y el contenido de fenoles totales. Conclusion.
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Zirate-Martinez et al.: Acidos fendlicos y sistema antioxidante en tomate

Los 4cidos fendlicos intervinieron en los mecanismos de defensa enzimaticos de la planta y redujeron los niveles de

estrés ocasionados por la inoculacion.

Palabras clave: antioxidantes enzimadticos, antioxidantes no enzimadticos, capacidad antioxidante.

Abstract

Introduction. Phenolic acids belong to the group of phenolic compounds, their synthesis and concentration in
plants increases when they are under biotic or abiotic stress conditions. Objective. To evaluate the effect of phenolic
acids on the enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense system in tomato plants subjected to biotic stress.
Materials and methods. The experiment was carried out from March to December 2016, in Saltillo, Mexico. A
tomate crop Saladette type of the Rio Fuego variety (Solanum lycopersicum Mill.) was stablished. Tomato plants
inoculated with Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (1X105 CFU ml') were foliar sprayed with phenolic
acids at a dose of 1 kg ha!' with the Defens Gr® product (IA: phenolic acids 10 000 ppm). Leaves were sampled at
15, 31, and 92 days after the transplantation (ddt) and fruits at 90 ddt. Six treatments were used: 1) absolute control
(TO), 2) application of phenolic acids before the inoculation with Clavibacter (AFA), 3) application of phenolic
acids after inoculation with Clavibacter (AFD), 4) application of phenolic acids before and after inoculation with
Clavibacter (AFAD), 5) only application of phenolic acids (AF), and 6) only inoculation with Clavibacter (Cmm).
Results. The application of phenolic acids intervened in the activity of enzymatic and non-enzymatic antioxidants.
A higher antioxidant capacity was found in leaf than in fruit, which was determined by ABTS (2,2’-azino-bis
(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic acid)) and DPPH (1,1-diphenyl-2-picrilhydrazil). The inoculation of tomato plants
increased the activity of catalase and phenylalanine ammonium lyase enzymes in leaf; in addition, there was reduction
of superoxide dismutase enzyme activity and total phenol content. Conclusion. Phenolic acids intervened in the
enzymatic defense mechanisms of the plant and reduced the stress levels caused by inoculation.

Keywords: enzymatic antioxidants, non-enzymatic antioxidants, antioxidant capacity.

Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum Mill.) es un cultivo de importancia econdmica que se encuentra en todo el
mundo. México ocupa el décimo lugar como productor de esta hortaliza (Servicio de Informacién Agroalimentaria
y Pesquera, 2017). Sin embargo, los patégenos bacterianos reducen el rendimiento, la bacteria Gram positiva
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) causa la marchitez y cancro bacteriano, las dos
enfermedades mds importantes en tomate (Gartemann et al., 2003). El grado de afectacion por el cancro bacteriano
puede ser de hasta un 100 % (Rueda-Barrientos et al., 2017).

Debido a la resistencia que los microorganismos han desarrollado a los antibiéticos, se han buscado nuevos
compuestos con capacidad de inhibir el desarrollo de patégenos (Daferera et al., 2003). Existen reportes del uso de
compuestos fendlicos como inhibidores de Botrytis cinerea (Mendoza et al., 2013) o contra Xylella fastidiosa en
condiciones in vitro (Maddox et al., 2010).

Ante condiciones de estrés aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la planta (Mittler
et al., 2004). Es importante sefialar que el dafio en la planta ocurre cuando la cantidad de ROS es mayor que la
capacidad antioxidante (Michalak, 2006). De forma natural, todas las plantas sintetizan una gran cantidad de
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compuestos organicos, entre estos, los metabolitos primarios y secundarios (Baraldi et al., 2017). Los metabolitos
secundarios estdn involucrados en los sistemas de defensa y en procesos de respuestas a estrés bidtico y abidtico
(Bellaloui, 2012).

Los compuestos fendlicos (CF) son metabolitos secundarios, esenciales durante el crecimiento y reproduccion
de las plantas, actian como agentes protectores frente a patégenos (Cervilla et al., 2012). Dentro de la clasificacién
de los CF se encuentran los dcidos fendlicos (AF), distribuidos en todo el reino vegetal, con propiedades
antioxidantes y antimicrobianas (Xu et al., 2008). Los compuestos fendlicos cumplen funciones de defensa en las
plantas, ayudan a hacer frente a factores bidticos y abidticos (Lu et al., 2015); tienen una importancia fisiolégica
y morfoldgica para las plantas, ya que poseen propiedades como antioxidantes y antimicrobianos (Balasundram et
al.,2006). El contenido de sustancias fendlicas presenta una alta correlacion con su capacidad antioxidante (Gaviria
et al., 2012). Los 4cidos gélico y fertlico se han informado como buenos inhibidores del crecimiento de Botrytis
cinérea (Apolonio-Rodriguez et al., 2017). Los 4cidos fendlicos reducen, en campo, la incidencia y severidad de
C. michiganensis en el cultivo de tomate (Zarate-Martinez et al., 2018).

Los antioxidantes son compuestos que contrarrestan el estrés oxidativo causado por un desequilibrio de
especies reactivas de oxigeno (Halliwell, 2006). Estos pueden ser enzimaticos y no enzimadticos. Dentro de los
antioxidantes enzimdticos se encuentran: la enzima catalasa que cataliza la dismutacién de H,O, en HO y O,
(Asada, 1999). Es importante mencionar que todas las plantas tienen una red de defensa muy bien organizada y
coordinada, la cual, se debe a sefiales apropiadas durante la patogénesis (Jones & Dangl, 2006).

Cuando en las plantas hay baja actividad de la enzima catalasa, estas pueden presentar baja tolerancia al
estrés, por el contrario, el aumento en la actividad de la catalasa reducird en las plantas los niveles téxicos de H,0,
(Vandenabeele et al., 2004). El glutatién peroxidasa pertenece a una familia de enzimas que protege a las células
contra el dafno oxidativo causado por el exceso de ROS (Wang et al., 2017) y junto a la ascorbato peroxidasa son
las principales enzimas que eliminan estas especies y catalizan la reduccion de H,O, con el fin de prevenir el dafio
celular (Ozyigit et al., 2016). Ascorbato peroxidasa tiene dos formas citosélicas, una con funciones defensivas y
otra unida a la membrana, por lo cual, se le conoce como un secuestrador de ROS (Foyer & Noctor, 2005; Pignocchi
et al., 2003). Entre los antioxidantes no enzimdticos se encuentran los fenoles y flavonoides (compuestos mas
comunes en frutas y vegetales), que tienen una fuerte capacidad antioxidante.

El estrés bidtico puede inducir el estrés oxidativo en las plantas y activar su sistema de defensa antioxidante,
principal mecanismo para la eliminacién de ROS (Mittler et al., 2004). EI objetivo del presente trabajo de
investigacion fue evaluar el efecto de los dcidos fendlicos sobre el sistema de defensa antioxidante enzimatico y no
enzimdtico en plantas de tomate sometidas a estrés bidtico.

Materiales y métodos
Establecimiento del cultivo

El trabajo se realiz6 de marzo a diciembre de 2016, en un invernadero de mediana tecnologia (ventilacion
natural y sin calefaccién) del departamento de Horticultura en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), Saltillo, México (25° 21’ 13 latitud norte y 101° 01’ 56" longitud oeste, a 1743 msnm).

El 20 de marzo se sembr6 en charolas de poliestireno de doscientas cavidades, tomate tipo Saladette de la
variedad Rio Fuego, el 24 de abril se trasplantd en bolsas negras de polietileno, las cuales contenian 10 1 de sustrato
perlita: peat moss relacién 1:1 (v: v). El cultivo se manejé a un solo tallo, se le realizaron podas de yemas axilares y
deshoje. La nutricion fue administrada a través de un sistema de riego dirigido con solucién Steiner (Steiner, 1961),
la que se aplicé a cuatro concentraciones: 25 % en etapa vegetativa, 50 % en floracién, 75 % en amarre de frutos,
y 100 % en llenado y cosecha de fruto.
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Aplicacion de tratamientos

Los tratamientos consistieron en la aplicacién de 4cidos fendlicos (AF), para ello se empleé como fuente el
producto Defens Gr® (10 000 ppm de 4cidos fendlicos). Se establecieron seis tratamientos: 1) testigo absoluto
(TO); 2) aplicacion de 4cidos fendlicos antes de inocular Cmm (AFA); 3) aplicacién de dcidos fendlicos después
de inocular Cmm (AFD); 4) aplicacion de dcidos fendlicos antes y después de inocular Cmm (AFAD); 5) solo
aplicacién de 4cidos fendlicos (AF) y 6) solo inoculacién con Cmm.

Se inicid con la aplicacién foliar de dcidos fendlicos siete dias después del trasplante (ddt). Cada siete dias se
aplic6 una dosis de 1 kg ha'!, para un total de diez aplicaciones, a todos los tratamientos a excepcion de AFA, ya
que en este tratamiento hubo tres aplicaciones, a una dosis de 3,3 kg ha' a intervalos de cinco dias.

Alos 21 ddt se realiz6 la inoculacién con C. michiganensis subsp. michiganensis, dia en el que no se realiz6
aplicacion de AF, restableciendo las aplicaciones a los 28 ddt.

Inoculacién de C. michiganensis subsp. michiganensis

Las plantas correspondientes a los tratamientos con estrés bidtico se inocularon con C. michiganensis subsp.
michiganensis a los 21 ddt, a una concentracién de 1x10° UFC ml. Se realizaron cortes en las hojas, las cuales, se
sumergieron en 30 ml de solucién bacteriana por 5 min, el sobrante se asperjé al follaje.

La bacteria C. michiganensis subsp. michiganensis se aisl de plantas de tomate con sintomas atribuibles a
esta. Se obtuvo savia de las plantas colectadas mediante un macerado en mortero de porcelana. La savia se sembrd
en cajas Petri con medio de cultivo NBY (Borboa et al., 2009). Se incubaron a 28 °C por 48 h. El crecimiento
bacteriano se purificd, se les realiz6 pruebas morfoldgicas y bioquimicas para su identificacion. Se realizé un lavado
del crecimiento bacteriano y se ajusté a 1x10° UFC ml™'.

Muestreos y variables estudiadas

Alos 15,31 y 92 ddt, se seleccionaron plantas aleatorias, de las cuales se tomo la tercera hoja joven expandida.
A los 90 ddt se cortaron frutos seleccionados al azar, frutos uniformes y con el mismo grado de madurez. Las
muestras se congelaron a -80 °C, se liofilizaron durante 72 h a -84 °C y 0,060 mbar en un liofilizador (Labconco,
modelo FreeZone 2,5 1, Kansas City, MO, USA). Estas muestras se molieron hasta obtener un polvo fino.

Extracto enzimaético (EE): en un tubo eppendorf de 2 ml, se colocaron 200 mg de tejido vegetal liofilizado,
se adicionaron 20 mg de polivinil pirrolidona y 1,5 ml de buffer de fosfatos pH 7-7,2 (0,1 M), se centrifug6 a 12
000 rpm durante 10 min a 4 °C en una microcentrifuga (Labnet Int. Inc., modelo Prism™ R). El sobrenadante
se recolectd y filtré con una membrana de PVDF de 0,45 micras de poro (Ramos et al., 2010). Con el EE se
determinaron todas las variables evaluadas.

Antioxidantes enzimdticos

Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6): se cuantificé su actividad al medir dos tiempos de reaccién, tiempo 0 (TO) y
tiempo 1 (T1), por el método espectrofotométrico (Cansev et al., 2011). La reaccién se realiz6 a 20 °C bajo agitaciéon
constante, el consumo de H,0, se ley6 a 270 nm en un espectrofotémetro UV-VIS (UNICO, modelo 2150, Dayton,
USA). La diferencia de las absorbancias se interpolé en la ecuacion de la curva de calibracion realizada con H,O, (20
a 200 mM). Los resultados se reportaron como actividad especifica (U mg™ proteinas).

Superdxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1): la prueba de superdxido dismutasa se realizé con el kit de Cayman
superoxide dismutase assay (CAYMAN CHEMICAL, 2017). En una microplaca se agregé por pocillo: 10 ul de EE,
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200 pl del radical detector, 20 ul de xantina oxidasa, se agité durante 5 s y se cubri6 la microplaca para incubar por
30 min a temperatura ambiente (26 °C), enseguida se determiné la absorbancia en el lector de microplacas (Biotek,
modelo ELx808™) a 450 nm. Las absorbancias obtenidas se interpolaron en la ecuacién de la curva de calibracién
realizada con SOD (0,0 a 0,050 U ml"'). Se reporté como actividad especifica (U mg™! proteinas).

Glutation peroxidasa (GPX) (E.C. 1.11.1.9): se determiné con la metodologia propuesta por Flohé & Giinzler
(1984), modificada por Xue et al. (2001), con H,O, como sustrato. Se determinaron las absorbancias en un
espectrofotémetro UV-VIS (UNICO, modelo 2150, Dayton, USA) a 412 nm y estas se interpolaron en la ecuacién
de la curva de calibracion realizada con GSH (0,02 a 1 mM). Se reporté como actividad especifica (U mg™!
proteinas).

Ascorbato peroxidasa (APX) (E.C. 1.11.1.11): se midi6 en dos tiempos TO (Tiempo inicial) y T1 (Tiempo un
minuto de reaccion) de acuerdo a Nakano & Asada (1987). Se reporté como actividad especifica (U mg™! proteinas).

Fenilalanina amonio liasa (PAL) (E.C. 4.3.1.5): se determind de acuerdo con Syklowska-Baranek et al. (2012).
Se determiné absorbancia a 290 nm en un espectrofotometro UV-VIS (IjNICO, modelo 2150, Dayton, USA). Las
absorbancias se interpolaron en la ecuacion obtenida de la curva de calibracién con dcido transcindmico (0,01-0,8
mg ml"). Los resultados se reportaron como actividad especifica (U mg™' proteinas).

Antioxidantes no enzimdticos

Glutatién reducido (GSH): se cuantificé segin la metodologia establecida por Xue et al. (2001), mediante
la reaccion con DTNB [4cido 5,5’-ditio-bis (2-nitrobenzoico)]. Se determinaron las absorbancias en un
espectrofotémetro UV-VIS (UNICO, modelo 2150, Dayton, USA) a 412 nm y estas se interpolaron en la ecuacién
de la curva de calibracion realizada con GSH (0,02 a 1 mM). Los resultados se expresaron en mM de GSH por mg
de proteinas totales.

Flavonoides totales: se obtuvieron por el método Dowd, adaptado por Arvouet-Grand et al. (1994). Se ley¢ la
absorbancia a una longitud de onda de 415 nm en un espectrofotémetro UV-VIS (UNICO, modelo 2150, Dayton,
USA). El contenido total de flavonoides se determind con una curva de calibracién con quercetina (0 a 50 ppm) en
metanol, los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de quercetina por 100 gramos de peso seco (mg
EQ 100 g!' PS).

Fenoles totales (FT): se determinaron segin la metodologia propuesta por Singleton et al. (1999). Se
obtuvieron absorbancias en un espectrofotémetro UV-VIS (UNICO, modelo 2150, Dayton, USA) a 750 nm; estas
se interpolaron en la ecuacion obtenida de la curva de calibracion con 4cido gélico (1-12,5 ppm), los resultados
fueron expresados en miligramos equivalentes de dcido gélico por 100 gramos de peso seco (mg EAG 100 g PS).

Capacidad antioxidante

Se determind la capacidad antioxidante por DPPH (1,l-difenil-2-picrilhidrazil) y ABTS [2,2’-azino-bis
(3-etilbenzotiazolin-6-4cido sulfénico)]. Para ello, se utiliz6 la metodologia propuesta por Sykfowska-Baranek et
al. (2012). Las absorbancias se obtuvieron en el Lector de Microplacas (Biotek, Modelo ELx808™ ) a 540 nm. La
determinacion de antioxidantes por ABTS (C H )N OS)) se realiz6 por el método espectrofotométrico de Miller
et al. (1993); se cuantifico la absorbancia en un espectrofotémetro UV-VIS (fJNICO, modelo 2150, Dayton, USA)
a 754 nm. Las absorbancias se interpolaron en las ecuaciones obtenidas de las curvas de calibracién realizadas
con TROLOX (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-dcido carboxilico) (C, 4H130 ) ¥ dcido ascoérbico (C6H806) con
estandares, a una concentraciéon de 0,1 a5 mM y 0,01 a 0,5 mg ml, respectivamente.
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Analisis estadistico

El disefio experimental empleado fue completamente al azar con un total de cinco repeticiones. Una planta
se consideré como unidad de muestreo y cada repeticion se conformé de dos unidades de muestreo. Se realizé
un andlisis de varianza y una prueba de comparacion de medias segiin la prueba LSD de Fisher (p<0,05) con el
programa estadistico InfoStat (Di-Rienzo et al., 2008).

Resultados
Antioxidantes enzimaticos

A los 15 ddt, se encontré diferencia estadistica en la actividad de la catalasa (CAT), el tratamiento AFA
presentd la mayor actividad, mientras que los tratamientos AFAD, AF y Cmm, la menor (Cuadro 1). En el segundo
muestreo, a los 31 ddt, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos. A los 92 ddt hubo diferencias
significativas, el tratamiento Cmm fue el que presentd mayor actividad de esta enzima un 264 % mas que el TO. En
fruto (90 ddt), no hubo diferencias significativas.

En el primer y segundo muestreo (15 y 31 ddt), los tratamientos no mostraron diferencias significativas en la
actividad enzimadtica especifica de la superoxidasa dismutasa (SOD) (Cuadro 1). A los 92 ddt los tratamientos AFD
y AFAD presentaron la mayor actividad SOD en un 72,6 y 77,9 % mas que el TO. La aplicacion de dcidos fendlicos
al igual que la inoculacién con Cmm increment? la actividad SOD en hojas, este incremento fue mayor cuando las
aplicaciones de AF se hicieron en plantas inoculadas con Cmm, asi, el patégeno y los 4cidos fendlicos activaron
los mecanismos de defensa antioxidante. En frutos (90 ddt), los tratamientos provocaron diferencias estadisticas en
la actividad enzimadtica. La aplicacién de AF redujo la actividad de la enzima SOD en un 54 % con respecto al TO;
inocular las plantas con Cmm, también redujo la actividad SOD en un 45,1 %, pero cuando las aplicaciones de AF
se hicieron a plantas inoculadas con Cmm la actividad SOD aument?.

Alos 15 y 31 ddt no se encontraron diferencias significativas en la actividad de glutatién peroxidasa (GPX)
(Cuadro 1). EI tratamiento AFD provocé 209,7 % mads actividad de glutation peroxidasa (GPX) que el TO a los
92 ddt. Lo anterior, posiblemente, se debié a que los 4cidos fendlicos se asperjaron a estas plantas después de
la inoculacién con C. michiganensis, lo cual generé plantas mds estresadas. En fruto, la aplicacién de édcidos
fenolicos redujo la actividad de GPX en los tratamientos AFAD, AFD, AF y AFA en un 29,9, 31,9, 364 y 37,8 %,
respectivamente, con respecto al TO.

La actividad enzimadtica de la ascorbato peroxidasa (APX) mostré diferencias significativas en la medicién
realizada a los 15 ddt (Cuadro 1). Los tratamientos con aplicacién de dcidos fendlicos presentaron menor actividad
APX enun 67,3 % (AFA) y 71,5 % (AFAD, AF y Cmm) con respecto al TO. Con estos resultados se puede inferir
que la actividad de la enzima APX no fue modificada significativamente por Clavibacter michiganensis, ni por
aplicaciones de dcidos fendlicos.

La actividad enzimdtica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) determinada en el primer muestreo (15 ddt) no
mostré diferencias significativas (Cuadro 1). A los 31 ddt, el tratamiento Cmm provocé la mayor actividad PAL
con 2884 % mas que el TO. A los 92 ddt el tratamiento, Cmm present6 3384 % mas actividad PAL que el TO. En
frutos, los tratamientos no provocaron diferencias significativas. En el segundo muestreo (15 ddt) la aplicacién de
acidos fendlicos, antes y después de la inoculacién con Cmm, redujo la actividad PAL; en el tercer muestreo (92
ddt) la aplicacién de 4cidos fendlicos antes de la inoculacién con Cmm redujo la actividad PAL.
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Cuadro 1. Actividad de antioxidantes enzimaticos en hojas y frutos de tomate variedad Rio Fuego (Solanum lycopersicum Mill.), con
aplicaciones de acidos fendlicos. Laboratorio de biologia molecular, Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila,
México, 2016.

Table 1. Activity of enzymatic antioxidants in leaves and fruits of tomato variety Rio Fuego (Solanum lycopersicum Mill.), with
applications of phenolic acids. Molecular Biology Laboratory, Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila,
Mexico, 2016.

CAT (Catalasa) (U proteinas™)

Tratamiento 15 ddt (hoja) 31 ddt (hoja) 92 ddt (hoja) 90 ddt (fruto)
TO 443,7abx279.,0 4592a+713,8 173,5b£196,8 449 9a+231 .4
AFA 612.9a+3435 266 4a+3053 172,1b+83.7 340,7a+235,1
AFD 443,7ab+279,0 185,9a+127,8 98,7b+48.9 482 4a+381,1
AFAD 131,9bx111,2 158,6a+60,7 89,8b+66.5 560,3a+103,1
AF 131,9b=111,2 85,8a+27.,6 152,5b+96,7 431,7a+149.8
Cmm 443 7ab+279 0 121 4a+57 3 631,7ax3413 447 8a+579
SOD (Superoxido dismitasa) (U proteinas™)
TO 523,3a+1572 514,1a+233,6 343,9b+74.8 564,7a+53.5
AFA 500,2a+148.9 652,2a+321,8 504,1ab+204,7 457 0ab+127 3
AFD 523 3a+157,2 787 0ax179.8 593,6a+102,5 432,1bc+121,6
AFAD 425 2a+67.5 851,5a+248 4 612,1ax119.,8 333,1bcd+63,3
AF 425 2a+67,5 587 ,4a+272.8 470,1ab+291,6 259.,4d+65,2
Cmm 5233a+1572 794 0a+283.,8 371,3ab+44 0 309,6cd+43,8
GPX (Glutatién peroxidasa) (U proteinas™)
TO 1,65a+0,6 9,67a+7.,6 10,16b%8.3 747a+0.,6
AFA 2,63ax10 9.44a+7,0 1321b+5,3 4,64bx1,3
AFD 1,65a+0.,6 7.21a+9,7 3147a%8.5 5,08bx1,7
AFAD 221laxl,5 13,00a+£6.9 12,71b+6,2 5,23b+0,9
AF 221axl,5 10,90a+2 4 7,62b+6,1 4,75b+0.,8
Cmm 1,65a+0,6 10,35a+9 4 15,80bx12,1 7.26a+0.,6
APX (Ascorbato peroxidasa) (U proteinas™)
TO 18,27ax11,0 11,04a+2,8 6,97a+4,1 6,86a+2,1
AFA 5,96b+2,6 11,70a+6 4 13,14a+59 8,88a+1,8
AFD 18,27a+11,0 11,08a+54 12,84a+2.2 8,08ax1,1
AFAD 5,19b+1,5 9,48a+5.,6 12,49a+6,3 741a£3.6
AF 5,19b+1,5 8,59a+6 .4 9,13a+53 5,88a+1,0
Cmm 18,27ax11,0 14,17a+6,7 9,78a+6.8 9,00a+4.2
PAL (Fenilalanina Amonio Liasa) (U proteinas™)
TO 9.,60ax1,2 8.97c+3,1 5,72b+3,6 11,60a=10,0
AFA 6,07a+6 4 19,69abc+12,5 5,50b+2,1 11,83a+6,9
AFD 9.,60ax1,2 19,00abcx13,6 12,24ab+5 4 9,55a+2 4
AFAD 5.40a+52 13,30bc+7,8 14,02abx13.2 7,80a+3,1
AF 540a+5.2 27,20ab+9,3 8,46b+7,6 7 43a+2.6
Cmm 9,60ax1,2 34,84a+199 25,08a+13.,6 9.27a+2.9

ddt: dias después del trasplante. TO: testigo absoluto. AFA: aplicacion de acidos fendlicos antes de inocular Clavibacter michiganensis.
AFD: aplicacién de 4cidos fendlicos después de inocular Clavibacter michiganensis. AFAD: aplicacién de 4cidos fendlicos antes
y después de inocular Clavibacter michiganensis. AF: solo aplicacion de dcidos fendlicos. Cmm: solo inoculacion con Clavibacter
michiganensis. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo con
la prueba LSD Fisher (p=<0,05). / ddt: days after transplantation. TO: absolute witness. AFA: application of phenolic acids before
inoculating Clavibacter michiganensis. AFD: application of phenolic acids after inoculating Clavibacter michiganensis. AFAD:
application of phenolic acids before and after inoculating Clavibacter michiganensis. AF: application of phenolic acids only. Cmm: only
inoculation with Clavibacter michiganensis. Different letters in the same column indicate significant differences between the treatments
according to the LSD Fisher test (p<0.05).
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Antioxidantes no enzimaticos

Alos 15 y 92 ddt (Cuadro 2) los tratamientos no provocaron diferencias en la concentracién de glutation
reducido (GSH) en hojas. A los 31 ddt el tratamiento AF (solo aplicacion de dcidos fendlicos) increment6 en un
58.2 % la concentracion de la GSH con respecto al TO. En frutos, los tratamientos provocaron diferencias en la
concentracion de glutation reducido, los tratamientos AFA y AF provocaron la mayor y la menor concentracion,
respectivamente.

Cuadro 2. Contenido de antioxidantes no enzimdticos en hojas y frutos de tomate variedad Rio Fuego (Solanum lycopersicum Mill.),
con aplicaciones de dcidos fendlicos. Laboratorio de biologia molecular, Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Saltillo,
Coahuila, México, 2016.

Table 2. Content of non-enzymatic antioxidants in leaves and fruits of tomato variety Rio Fuego (Solanum lycopersicum Mill.), with
applications of phenolic acids. Molecular Biology Laboratory, Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila,
Mexico, 2016.

GSH (glutatién reducido) (mM de GSH por mg de proteinas totales)

Tratamiento 15 ddt (Hoja) 31 ddt (Hoja) 92 ddt (Hoja) 90 ddt (Fruto)
TO 2,38a+0.5 2,42b+0,7 2,98a+0,7 0,82abc+0,3
AFA 1,99a+0,5 2,05b+04 2.94a+0.9 1,17a+0 .4
AFD 2,38a+0.5 2,37b+0,5 2,60a+0,4 0,76bc0,2
AFAD 2,74a+1,0 243b+0,5 2,33a+0,6 0,77bc0,2
AF 2,74a+1,0 3.83ax1,9 2,55a+0 4 0,61c+0,1
Cmm 2,38a+0.5 2,90ab+0,8 3,38ax14 1,06ab=0,1
Flavonoides (mg EQ 100 g PS)
TO 344,6b+33,5 361,5b+63.8 472 4ab+84 4 107 0a+34 3
AFA 408,2a+10,3 400,6ab+91,6 372,3¢d+50,8 126,0a+ 51,3
AFD 344 ,6b+33,5 481,1ax131,6 286,5d+83.,9 122 6a+2.9
AFAD 377, 7ab+25 4 366.4ab+27.,6 451,1bc+60,1 129,3a+29 8
AF 377, 7ab+25 4 340,2b+18.7 413,3bct62,1 126,2a+34.,0
Cmm 344 ,6b+33,5 349,0b+81.4 559,0a+7,2 134,3a+46,9
Fenoles totales (mg EAG 100 g PS)
TO 160,5a+7,8 238,5a+8.8 218,1ab+22 3 133,5a+43,7
AFA 143 0a+21,2 221,9ab+20,1 204 ,8ab+23.,6 156,2a+24 8
AFD 160,5a+7.8 211,2ab+20,0 224 2a+37 4 83.4b+28.3
AFAD 133,5a+28,1 190,7b+19.,2 194 4ab+3.7 62,70+5,0
AF 133,5a+28,1 2164ab+154 190,8b+19,1 66,0b+4.9
Cmm 133,5a+7,8 207 3ab+54,7 193 .8ab+12.9 70,6b+2.9

ddt: dias después del trasplante. TO: testigo absoluto. AFA: aplicacion de acidos fendlicos antes de inocular Clavibacter michiganensis.
AFD: aplicacién de 4cidos fenélicos después de inocular Clavibacter michiganensis. AFAD: aplicaciéon de dcidos fendlicos antes
y después de inocular Clavibacter michiganensis. AF: solo aplicacién de acidos fendlicos. Cmm: solo inoculacién con Clavibacter
michiganensis. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo con
la prueba LSD Fisher (p<0,05). / ddt: days after transplantation. TO: absolute witness. AFA: application of phenolic acids before
inoculating Clavibacter michiganensis. AFD: application of phenolic acids after inoculating Clavibacter michiganensis. AFAD:
application of phenolic acids before and after inoculating Clavibacter michiganensis. AF: application of phenolic acids only. Cmm: only
inoculation with Clavibacter michiganensis. Different letters in the same column indicate significant differences between the treatments
according to the LSD Fisher test (p<0.05).
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A los 15 ddt (Cuadro 2) la aplicacion de dcidos fendlicos promovié en las hojas un mayor contenido de
flavonoides totales, ya que el tratamiento AFA provoco 18,4 % mds concentracion de flavonoides que el TO. A los
31 ddt, el tratamiento AFD provoc6 33 % mads concentracién de flavonoides que el TO, sin embargo, este mismo
tratamiento a los 92 ddt provocé el menor contenido de flavonoides (39,3 % menos que el tratamiento testigo). En
frutos, la aplicacion de dcidos fendlicos no provocé cambios en la concentracién de flavonoides totales.

A los 15 ddt no se encontraron diferencias significativas en el contenido de fenoles totales (FT) (Cuadro
2). En el segundo muestreo (31 ddt), el TO fue diferente al tratamiento AFAD, tratamiento que presenté 20 %
menos contenido de FT que el TO. A los 92 ddt hubo diferencias significativas entre los tratamientos, AFD y
AF presentaron el mayor y menor contenido de FT, respectivamente; el TO no mostré diferencia estadistica con
respecto al resto de los tratamientos. En frutos, los tratamientos provocaron diferencias significativas; AFD, Cmm,
AF y AFAD, presentaron 37.5,47,1, 50,5 y 53 %, menos concentracién de FT respectivamente con relacion al TO.

Capacidad antioxidante

En el primer muestreo (15 ddt), se encontraron diferencias significativas en la capacidad antioxidante ABTS;
los tratamientos AFAD, AF, y Cmm presentaron mayor capacidad antioxidante que el tratamiento TO (Cuadro 3).
En muestreos realizados en hoja a los 31 y 92 ddt y en fruto (90 ddt) el TO no mostré diferencias estadisticas con
el resto de los tratamientos, sin embargo, en el segundo muestreo (15 ddt) AFA y AF presentaron mayores valores
que AFAD. En el tercer muestreo (92 ddt), Cmm presenté mayor capacidad antioxidante ABTS que AFAD y en el
muestreo de frutos (90 ddt), AF presenté mayores valores que AFAD, lo anterior muestra que la menor capacidad
antioxidante ABTS se registro en el tratamiento AFAD. En la capacidad antioxidante por DPPH, se observé que en
todos los muestreos los tratamientos provocaron diferencias estadisticas (Cuadro 3). A los 15 ddt, la aplicacion de
acidos fendlicos aument6 la capacidad antioxidante, lo anterior se observé en el tratamiento AFA, el cual presentd
mayor capacidad antioxidante DPPH que el TO. A los 31 ddt AFAD presenté mayor capacidad antioxidante DPPH
que los tratamientos AFD y Cmm. En el tercer muestreo (92 ddt), los tratamientos AFD y AFAD presentaron
mayor capacidad antioxidante que el TO. En frutos AF y Cmm presentaron mayor capacidad antioxidante que los
tratamientos AFD y AFAD, sin embargo, TO no fue diferente a ningtin tratamiento.

Discusion

La mayor actividad de la enzima catalasa se observé en frutos y en el segundo muestreo en las hojas, lo
cual se debié al estrés de las plantas ocasionado por la bacteria Gram positiva Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. La enzima SOD proporciona a las plantas proteccion contra las ROS, especies que se forman ante
condiciones de estrés bidtico y abidtico (Feng et al., 2015). Lo anterior evidencia el papel de los dcidos fendlicos
como sefializadores de estrés, ya que al aplicar AF la actividad SOD en hoja incrementd, no hubo el mismo efecto
en frutos. La enzima SOD representa la linea primaria de control del estrés oxidativo (Gill & Tuteja, 2010);
transforma el O, en H,O, y, las enzimas ascorbato peroxidasa, glutation peroxidasa y catalasa, lo destoxifica
y reduce a H O (Asada, 2006). El TO present6 la mayor actividad SOD en fruto y la menor actividad en hoja.
Segtn los datos anteriores, se puede inferir que los dcidos fendlicos funcionan como sefializadores que activan el
mecanismo de defensa antioxidante de la planta.

Los tratamientos TO y Cmm presentaron la mayor actividad GPX en frutos. En hojas la actividad de esta
enzima aument6 conforme pasaban los dias y, conforme la planta crecia, las ROS también aumentaron, ya que son
subproductos normales de varias vias metabdlicas en la planta (Navrot et al., 2007). Una mayor concentracion de
GPX significa una mayor tolerancia contra el estrés, debido a su capacidad de eliminar ROS (Herbette et al., 2011);
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Cuadro 3. Capacidad antioxidante determinada por ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)] y DPPH (1,1-difenil-
2-picrilhidrazil), en hojas y frutos de tomate variedad Rio Fuego (Solanum lycopersicum Mill.), con aplicaciones de dcidos fendlicos.
Laboratorio de biologia molecular, Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México, 2016.

Table 3. Antioxidant capacity determined by ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid)Jand DPPH (1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazil) in leaves and fruits of tomato variety Rio Fuego (Solanum lycopersicum Mill.), with applications of phenolic acids.
Molecular Biology Laboratory, Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, Mexico, 2016.

ABTS
Trata- 15 ddt (hoja) 31 ddt (hoja) 92 ddt (hoja) 90 ddt (fruto)
miento TEAC VCEAC TEAC VCEAC TEAC VCEAC TEAC VCEAC
TO 420b+39 340,7b+1342 524abx+11,7 696,6ab+399,3 582ab+23  894,6ab+80,0 35,1ab+3,3 1378ab+46,8

AFA 43,1b+4,1 3784bx141,5 556axl14 8053a+46,5  614ab+57 1004,5ab+1959 34,6ab+2,1 129,1ab+26,2
AFD 42,0b£3,9 340,7b+1342 49,1ab+6,7 585,6ab+228,6 593ab+15,2 933,5ab+519,2 34,8ab+2,6 132,3ab+33,1
AFAD 500a+5,0 616,5a+170,7 41,0b+2,8 307,5b£970  482bx142  553,6b+4939  318bx1,7  972bx17,7

AF 50,0a+5,0 616,5a+170,7 534a+x11,0 731,0a+3769 535ab+80 734.4ab+2722 402a+7.8 2273a+148.8

Cmm 420b+39 340,7b+1342 49,5ab+9,0 5982ab+308,6 699a+194  12952a+6644 352abxl,1 1363ab+144
DPPH

TO 46,8cx1,2  409,6c+56,4 453ab+4,7 3422ab+213,7 34,0c+2.5 219,2¢£1129  25,6ab+4,2 393,7ab+190,8

AFA 55.8ax34 8219a+157,0 459ab+8,.8 369,9ab+4024 38,6ab+04  4333ab+20,5 26,3ab+3,1 4254ab+1424
AFD 46,8cx12  409,6c+56,4  40,7bx1.8 132,0b+82 4 41,7a%3,1 572,1ax141,5  218b+4,2 219,2bx193 4
AFAD 522b+2,6 6580bx117,5 56,7a+20,9 865,5a+955,6  40,3a+2,0 508,7a+93,7 222b+x10  235,1b+46,7

AF 522b+2,6 658,0b+117,5 53,0ab+9.8 695,0ab+449,1 36,3bc+2,2  326,3bc+103,1 30,la+4,0 599,9a+184.0
Cmm 46,8c+1,2  409,6c+564  412b+33  1558bx1493  34,6¢c+18 227,2¢+920 28,5a+3,1 524.5ax1415

ddt: dias después del trasplante. TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox. VCEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente
Vitamina C. ddt: dias después del trasplante. TO: testigo absoluto. AFA: aplicacion de acidos fendlicos antes de inocular Clavibacter
michiganensis. AFD: aplicacion de dcidos fendlicos después de inocular Clavibacter michiganensis. AFAD: aplicacién de 4cidos
fendlicos antes y después de inocular Clavibacter michiganensis. AF: solo aplicacion de acidos fendlicos. Cmm: solo inoculacion
con Clavibacter michiganensis. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos de
acuerdo con la prueba LSD Fisher (p<0,05). / ddt: days after transplantation. TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity. VCEAC:
Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity. ddt: days after transplantation. TO: absolute witness. AFA: application of phenolic acids
before inoculating Clavibacter michiganensis. AFD: application of phenolic acids after inoculating Clavibacter michiganensis. AFAD:
application of phenolic acids before and after inoculating Clavibacter michiganensis. AF: application of phenolic acids only. Cmm:
single inoculation with Clavibacter michiganensis. Different letters in the same column indicate significant differences between the
treatments according to the LSD Fisher test (p<0.05).

Por lo anterior, se puede afirmar que la actividad de GPX aumenté bajo condiciones de estrés, tal como lo informé
Diao et al. (2014), al evaluar plantas de arroz bajo diferentes tipos de estreses.

APX es una de las principales enzimas que eliminan ROS en cloroplastos y citosol de células vegetales
(Asada, 2000; Ozygit et al., 2016). En este trabajo no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos
por actividad de la enzima APX, por lo tanto, estos resultados no coincidieron con lo informado por Ozyigit et al.
(2016), quienes afirmaron que plantas estresadas presentaron mayor concentracién de APX, ya que la enzima juega
un papel clave al catalizar la conversién de H,O, en H,O monodeshidroascorbato (Asada, 2000).

La mayor actividad de PAL en el segundo y tercer muestreo en hoja, coincidié con lo reportado por Pérez et
al. (2015) quienes evaluaron la enzima PAL bajo condiciones de estrés bidtico, también fue similara lo informado
por Flores-Torres et al. (2017), quienes afirmaron que la actividad de la enzima PAL aument6 bajo condiciones de
estrés por ataque de algin patdgeno. Lo anterior se debid a que la enzima PAL se encuentra involucrada en la via
de los fenilpropanoides, que intervienen en la deposicién de compuestos fendlicos en las paredes celulares (van-
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Loon et al., 2006). Incrementos en la actividad PAL permiten suponer que la planta se prepara contra el avance de
un patégeno (Pérez et al., 2015).

La alta concentracién de GSH en las hojas del tercer muestreo, se debieron a que esta enzima interviene en
el crecimiento y desarrollo de las plantas (Dubreuil-Maurizi & Poinssot, 2012). E1 GSH proporciona las bases
para iniciar la sefializacidn de estrés y, una elevada concentracién de GSH, se correlaciona con la capacidad de las
plantas para resistir el estrés oxidativo, por lo cual, en el tercer muestreo, se asumi6 que las plantas se encontraron
mds preparadas ante un estrés (Wang et al., 2004). Los flavonoides son antioxidantes no enzimdticos cuya sintesis
y concentracion incrementa en plantas que crecen bajo condiciones de estrés (Appel & Hirt, 2004). La importancia
de estos compuestos, se debe a que pueden actuar como eliminadores de ROS y dan proteccidn contra las tensiones
bidticas y abidticas (Shi et al., 2015). Lo anterior concuerda con lo observado a los 92 ddt, donde la inoculacién del
patégeno incremento el contenido de flavonoides, en este mismo muestreo, la aplicacion de dcidos fendlicos redujo
el contenido de flavonoides en los tratamientos con estrés bidtico, prueba de esto se observé en los tratamientos
AFAD, AFA y AFD, con 19,3, 33,3 y 48,7 % menos contenido de flavonoides que el tratamiento Cmm. Esta
reduccién se debid a que algunos dcidos fendlicos actiian como toxinas contra ciertos patégenos, reducen el nivel
de estrés en la planta y, como consecuencia, la concentracién de flavonoides (Maham et al., 2018).

En este estudio no se observé una tendencia en la concentracion de compuestos fendlicos en las diferentes
fechas de muestreo, lo cual se debié a que los niveles de los compuestos fendlicos en la planta dependen més de
factores externos que de los mismos tratamientos, tal como lo mencionaron Marquez-Garcia et al. (2009), que los
niveles de los compuestos fendlicos en las plantas, dependen del momento de muestreo y de las condiciones del
ambiente. Diversos autores reportan que los compuestos fendlicos se encuentran asociados al sistema de proteccion
antioxidante, ya que hay un incremento en la produccién y contenido de estos compuestos ante factores de estrés
bidtico y abidtico (Treutter, 2008).

En las hojas se encontré mayor actividad antioxidante que en los frutos, debido a que en las hojas hay un mayor
nimero de cloroplastos, en los cuales se realiza la fotosintesis, proceso que genera ROS (Blanke & Lenz, 1989).
La actividad antioxidante se correlaciona con el contenido de compuestos fendlicos, tal como lo reportaron Edet
et al. (2015), que los valores de antioxidantes en frutos (Hidrofilicos) se correlacionaron significativamente con el
contenido de flavonoides, compuestos fendlicos y dcido ascérbico. Con esta informacién se puede inferir que los
compuestos fendlicos son los principales responsables de la actividad antioxidante.

Conclusiones

La inoculacion de las plantas de tomate con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, incremento
la actividad de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL) y catalasa (CAT) en el tercer muestreo (92 ddt); lo
anterior indica que se activé el sistema de defensa antioxidante enzimdtico por efecto del estrés bidtico, mientras
que al aplicar 4cidos fendlicos a estas plantas la actividad de las enzimas PAL y CAT disminuyd en las hojas.

Al inocular la bacteria Gram positiva C. michiganensis subsp. michiganensis en los frutos de tomate, hubo
reduccidn de la actividad enzimdtica del superéxido dismutasa y en el contenido de fenoles totales. La aplicacion
de 4cidos fendlicos no intervino en estas concentraciones, solo cuando se realiz6 de manera preventiva, con
el tratamiento de dcidos fendlicos antes de inocular Clavibacter. Lo anterior indica que los dcidos fendlicos
intervinieron en los mecanismos de defensa enzimaticos de la planta y redujeron los niveles de estrés ocasionados
por la inoculacién de C. michiganensis.
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