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ARTICULO ORIGINAL

Induccién de mecanismos de defensivos en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L. cv. Amalia) con el uso de aceites esenciales?
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Oriela Pino, Belkis Peteira
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RESUMEN: Se estudio el efecto de diferentes aceites esenciales en la induccion de mecanismos defensivos
en tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Amalia). Las plantas se asperjaron con diferentes aceites e inductores
como el Bion, y se tomaron muestras de hojas a las 24, 72 y 144 horas posteriores a la aspersién. Se determino
la concentracidn de proteinas totales, asi como la actividad enzimaética especifica de peroxidasas,
polifenoloxidasas, fenilalanina amonio liasas y quitinasas. Los aceites esenciales obtenidos a partir de
subproductos de la industria de citricos y de melaleuca (Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake) indujeron
las mayores actividades enziméticas de peroxidasas, polifenoloxidasas y quitinasas. El &cido jasménico y los
fosfolipidos fueron los responsables de la induccidn de fenilalanina amonio liasas.
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Induction of defence mechanisms in tomato (Solanum lycopersicum L. cv. Amalia)
plants by essential oils

ABSTRACT: In this work, the effect of different essential oils was evaluated using tomato cv. Amalia plants.
The plants were sprayed with different oils and inductors as Bion, and leave samples were taken at 24, 72
and 144 hours after spray. Total protein concentration and specific enzymatic activities of peroxidases,
polyphenoloxidases, phenylalanine ammonia lyase and chitinases were determined. The essential oils obtained
from citric fruit scraps and Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake induced higher peroxidases,
polyphenoloxidases and chitinases enzymatic activities. Jasmonic acid and phospholipids were responsible for
phenylalanine ammonia lyase induction.
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INTRODUCCION

La resistencia inducida se puede definir como un
incremento en la expresion de mecanismos de defen-
sas naturales de plantas contra varios tipos de
patégenos, provocada por varios factores: patdgenos

Diversos productos aplicados usualmente para el
control de plagas en los cultivos, constituyen sustan-

cias quimicas nocivas para el ambiente. La explota-
cién de los mecanismos de induccion de defensa na-
tural se presenta como una alternativa, no convencio-
nal y ecoldgicamente amigable, para la proteccion de
las plantas, contribuyendo a la reduccion de la aplica-
cion del control quimico y al desarrollo de una agricul-
tura sostenible.

causantes de la reaccién necrotica de hipersensibili-
dad, cepas patégenicas avirulentas o atenuadas,
elicitores de origen patégenico (glucanos, proteinas,
lipidos, otros.), elicitores abidticos, incluyendo produc-
tos quimicos sintéticos inofensivos, tales como el aci-
do 2,6-dicloroisonicotinico (INA), acido -aminobutirico
(BABA), benzotiadiazol (BTH, también conocido como

! Resultados obtenidos en el marco del proyecto: Diagnéstico y manejo de
plagas en granos con énfasis en el desarrollo y uso de productos bioactivos

(Programa Nacional de Salud Animal y Vegetal, Cuba).



186

Bion 0 ASM) (1), y recientemente se sefialé que
metabolitos secundarios, obtenidos a partir de plan-
tas, pueden ser utilizados como inductores de resis-
tencia (2).

Hasta la fecha, numerosas plantas fueron utiliza-
das por los campesinos cubanos como repelentes y/o
materias primas para la preparacion de extractos de
manera artesanal y se demostro la actividad plaguicida
de mas de 60 plantas en condiciones de laboratorio,
semicontroladas y campo (2).

Desde el punto de vista quimico, se lograron resul-
tados promisorios con alcaloides, terpenoides,
cumarinas y aceites esenciales. Estos ultimos eviden-
ciaron propiedades antibacterianas, antifingicas,
acaricidas, repelentes e insecticidas, entre los que se
cuentan los obtenidos a partir de Citrus sinensis (L)
Osbeck, Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake y
Piper aduncum subsp. ossanum (C. DC) Saralegui.
Como plaguicidas botanicos se pueden aplicar en cul-
tivos protegidos, viveros, tratamiento de semillas, ma-
nejo de plagas del almacén; entre otros; sin embargo,
productos novedosos pueden desarrollarse, utilizando
metabolitos secundarios en mezclas con productos
fitosanitarios y como inductores de resistencia (2).

La capacidad de los productos naturales de inducir
resistencia a plagas en las plantas es poco conocida.
No obstante, estudios previos indicaron que el extrac-
to acuoso de hojas de Ocimum gratissimum L. a con-
centraciones del 10, 25, 40 y 50% (w/v) indujo la pro-
duccion de fitoalexinas en cotiledones de soya y
mesocotilos de sorgo, asi como resistencia sistémica
en pepino contra Colletotrichum lagenarium (Berk. &
Mont.) Arx, reflejado por la reduccién en la incidencia
de la enfermedad y por la produccién de quitinasas (3).
De igual modo, recientemente se demostraron las po-
tencialidades del aceite de Syzygium aromaticum (L.)
Merr. et Perry como inductor de resistencia en plantas
de tomate cv. Santa Cruz Kada contra Xanthomonas
vesicatoria (ex Doidge) Vauterin et al. agente causal
de la Mancha Bacteriana del tomate (4).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la induccién
de enzimas de resistencia por parte de diferentes acei-
tes esenciales en plantas de tomate cv. Amalia.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal

El estudio se realiz6 en el Centro Nacional de Sani-
dad Agropecuaria (CENSA), (Mayabeque, Cuba). Las
plantas de tomate cv. Amalia se sembraron en mace-
tas que contenian suelo previamente esterilizado du-
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rante cuatro horas a 120°C. Se mantuvieron en condi-
ciones semicontroladas en casa de cristal, a una tem-
peratura de aproximadamente 23°C, humedad relativa
entre 80-85% y fotoperiodo natural.

Transcurridos 30 dias desde la germinacion, las
plantas se asperjaron con las siguientes soluciones:
Bion® (1g.L?, segun instrucciones del manufacturador,
Novartis, Alemania), Fitomas® (1ml.L?), Biojas (acido
jasmoénico, 10mg.L* segun instrucciones del
manufacturador, Instituto Central de Investigaciones de
Derivados de la Cafia de AzUcar-ICIDCA), fosfolipidos
(0,1g.L 1) y aceites esenciales de tres plantas.

Los aceites esenciales se extrajeron por
hidrodestilacion con equipo Clevenger durante tres ho-
ras, a partir de P. aduncum subsp. ossanum (C. DC.)
Saralegui, M. quinquenervia (Cav) S.T. Blake y de
subproductos industriales de citricos (Citrus spp.),
segun lo establecido en la norma ISO 65-71:84 (5).

Se evaluaron las concentraciones de P. aduncum
subsp. ossanum (0,19% v/v) (34PL), M. quinquenervia
(0,19% viv) (99PL) y de subproductos de citricos (0,39%
v/v) (114PL), los cuales fueron previamente disueltos
en placebo (116,7g.L* de maltodextrina y 233,3g.L™*
de goma arabiga) y fosfolipidos (0,1g.L?). Las plantas
asperjadas con agua y placebo se establecieron como
controles. Los muestreos se realizaron alas 24, 72y
144 horas, después de la aspersion con los diferentes
tratamientos.

Para la extraccion de proteinas, se macero el ma-
terial vegetal foliar (5g) en nitrégeno liquido y se
homogenizo con solucion tampdn de extraccion (acetato
de sodio 0,1 M; pH 5,2; que contenia 0,1ml de (-
mercaptoetanol en 100 ml de solucion de extraccion),
en proporcién 2:1 (ml: gramos de masa fresca). El
homogenado se agit6é en zaranda durante 30 minutos
en bafio con hielo. Posteriormente se filtr6 a través de
cuatro capas de gasa y se centrifugd a 6440g a 4°C
durante 30 minutos en centrifuga refrigerada (Beckman).
El extracto de proteinas fue almacenado a -20°C.

Se utilizo el sobrenadante para la determinacion de
la concentracion de proteinas totales por el método
descrito por Bradford (6), se realizaron las lecturas de
la absorbancia a 595 nm del complejo proteina-Azul
de Coomasie G-250. El célculo de la concentracion de
la muestra se realiz6 a partir de una solucién patrén de
1mg.ml* de albumina de suero bovina para confeccio-
nar la curva patrén.

La deteccion de la actividad peroxidasa, se realizé
segun el método continuo descrito por Frick et al. (7).
Se utilizaron como sustratos el guayacol y el peréxido
de hidrégeno. Se determiné la velocidad de la reaccion



de oxidacién del guayacol por la enzima, en presencia
de peréxido de hidrégeno, se registraron los valores de
absorbancia a 470 nm durante dos min. cada 15 se-
gundos.

La actividad enziméatica de las polifenoloxidasas se
determind a través del método continuo segun
Alexander, se empled como sustrato de la enzima el
pirogallol (8). La velocidad de la reaccion se determin6
registrando la densidad 6ptica a una longitud de onda
de 420 nm durante dos min. por intervalos de 15 se-
gundos.

La actividad fenilalanina amonio liasa fue cuantifi-
cada segun el método discontinuo propuesto por
Paynet et al. (9), que utiliza como sustrato fenilalanina.
En este caso, la velocidad de la reaccion se calculé a
partir de las lecturas de absorbancia a 275 nm, donde
se midi6 el 4cido cinamico formado. Este reactivo fue
utilizado para hacer la curva patrén, a partir de una
solucién estandar de 1 mg.ml2.

Se determind la actividad quitinasa con 0,2 ml de
quitina coloidal 10 mg.ml?, preparada acorde a Boller
etal. (10). La curva patrén fue sometida al mismo pro-
cedimiento que las muestras y se utilizd6 N-
acetilglucosamina, a partir de una solucion madre de
1mg.ml?. La lectura se realizé a 585 nm.
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Para determinar los tratamientos que indujeron los
mayores niveles de actividades enzimaticas se em-
pled el andlisis de varianza simple. La comparacion
entre las medias se realizé con el uso de la prueba de
comparacién de rangos mdltiples de Duncan en los
casos donde existieron diferencias (p<0,05) utilizando
el paquete estadistico InfoStat version 2011 (11).

RESULTADOSY DISCUSION

Los tratamientos produjeron induccion de la activi-
dad enzimatica de los sistemas ensayados. En el caso
de las peroxidasas (POs), los mayores niveles de ac-
tividad se expresaron en las plantas tratadas con el
aceite extraido a partir de subproductos de la industria
de citricos. Los aceites obtenidos a partir de P.
aduncum subsp. ossanum y M. quinquenervia también
produjeron niveles elevados de actividad PO, pero en
esta Ultima se lograron los mayores valores de expre-
sion a las 24 horas y posteriormente disminuyd la ac-
tividad especifica de dicha enzima (Figura 1).

Durante los diferentes dias de andlisis, en los con-
troles tratados con el placebo se incrementaron los
valores en la actividad PO, alcanzando a las 144 horas
niveles similares a los de 34PL, 99PL y Fitomas®. En
el caso del placebo, sus componentes maltodextrina
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FIGURA 1. Efecto de diferentes tratamientos sobre la actividad especifica enzimatica peroxidasas (Unidades de Actividad
Enzimética/mg de proteinas) a las 24, 72 y 144 horas después de la aspersion./ Effect of treatments on peroxidase specific
enzymatic activity (Enzymatic Activity units/mg of protein) at 24, 72 and 144 hours after spray.

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05).
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(constituida por un oligosacarido de glucosa obtenido
a partir de la hidrélisis enzimatica parcial del almidén
de maiz (12)), y goma arabiga (mezcla heterogénea de
polisacaridos con cantidades variables de D-galactosa,
L-arabinosa, L-ramnosa y algunos acidos derivados
como el acido D-glucorénico o el 4-O-metil-D-acido
glucoronico (13)), no se sefialaron propiedades como
inductores de resistencia en las plantas. Sin embargo,
se sefialé que algunas moléculas como pequefios
péptidos, lipoligosacaridos y lipopolisacaridos pueden
elicitar respuestas defensivas basales o inespecificas
en las plantas (14), lo que pudiera ser la explicacion
de este efecto observado, aspecto que debe ser objeto
de estudios futuros.

Las POs catalizan la liberacion de proteinas es-
tructurales de formainsoluble provenientes de la pared
celular, en presencia de H,O,, el que ademas, induce
la formacion de polimeros de lignina via actividad
peroxidasa (15).

Por su parte, las plantas tratadas con 114PL ex-
presaron también los niveles mas elevados de activi-
dad polifenoloxidasas (PPOs), seguidas de aquellas
que fueron asperjadas con la mezcla que contenia 34PL
(Figura 2). Los restantes tratamientos mostraron nive-

N
]

les inferiores de actividad especifica enzimatica PPOs,
con diferencias significativas con los tratamientos,
donde se empleé 114PLy 34PL.

Las PPOs constituyen una clase de enzimas que
utilizan el oxigeno molecular para la oxidacién de mono
y O-difenoles a O-dihidroxiquinonas. Estas son molé-
culas muy reactivas que se enlazan covalentemente a
los grupos nucleofilicos NH, y SH de los aminoacidos
y proteinas, reduciendo la disponibilidad de los
aminoéacidos esenciales a los herbivoros y/o la
digestibilidad de las proteinas, o interfiriendo directa-
mente con las enzimas. Las PPOs también estan im-
plicadas en la resistencia de las plantas a las bacte-
rias fitopatdgenas. La sobreexpresion de una PPO de
papa (Solanum tuberosum L.) en tomate cultivado,
mostro que estas plantas transgénicas fueron mas re-
sistentes a la bacteria fitopatdgena Pseudomonas
syringae van Hall (16).

En el caso de la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL), los valores mas significativos se alcanzaron en
las plantas asperjadas con Biojas, seguidos de las
tratadas con fosfolipidos y Fitomas® con diferencias
significativas entre ellos y con los restantes tratamien-
tos (Figura 3).
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FIGURA 2. Efecto de diferentes tratamientos sobre la actividad especifica enzimatica polifenoloxidasa (Unidades de Activi-
dad Enzimatica/mg de proteinas) en el experimento a las 24, 72 y 144 horas después de la aspersidon./ Effect of treatments on
polyphenoloxidase specific enzimatic activity (Enzimatic Activity units/mg of protein) at 24, 72 and 144 hours after

spray.

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05).
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FIGURA 3. Efecto de diferentes tratamientos sobre la actividad especifica enzimatica fenilalanina amonio liasa en el experi-
mento a las 24, 72 y 144 horas después de la aspersion./ Effect of treatments on phenylalanine ammonia lyase specific
enzimatic activity (Enzimatic Activity units/mg of protein) at 24, 72 and 144 hours after spray.

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05).

Estos resultados no coinciden con los de Inbar et
al. (17), quienes plantearon que el BTH fue el mejor
entre muchos inductores probados en plantas de to-
mate contra varios patdgenos bacterianos y fingicos.
De igual modo, no concuerdan con los de Peteira et al.
(18) quienes encontraron que la aplicacion de Fitomas®
y Bion® fue efectiva en la disminucion de las poblacio-
nes de Steneotarsonemus spinki Smiley en arroz, con
los mejores resultados en el caso de la aplicaciéon de
este Ultimo producto. Los altos niveles de actividad
fenilalanina amonio liasa encontrados a las 24 horas
en las plantas tratadas con Biojas, se corresponden
con los obtenidos por Sharan et al. (19) cuando trata-
ron suspensiones de células de tabaco con metil
jasmonato, un derivado esterificado del acido
jasmaonico.

Elincremento en la actividad de esta enzima de la
via de los fenilpropanoides aumenta la produccién de
acido trans-cindmico a partir de fenilalanina, el cual es
trasformado a través de otras dos reacciones
enzimaticas hasta para-cumaril CoA; precursor de un
amplio grupo de productos que incluyen la lignina, los
fenilpropenos y los flavonoides (16). La lignina confiere
impermeabilidad, resistencia mecanicay protege ala
planta contra la degradacion producida por muchos
patdgenos (20). Los fenilpropenos cumplen una fun-

cion dual, pues estan involucrados en la defensa de la
planta contra ataque de herbivoros y permiten la atrac-
cién de los polinizadores. Por su parte, los flavonoides,
protegen a la planta de las radiaciones UVA 'y UVB
(16).

Los tratamientos empleados provocaron un incre-
mento en la actividad especifica quitinasa en la mayo-
ria de los casos (Figura 4). Las plantas tratadas con
99PL y 114PL produjeron los mayores valores de acti-
vidad enzimatica, a las 24 y 72 horas de asperjadas
respectivamente. La elevada expresion de esta enzi-
ma confiere proteccion contra el ataque de patdégenos
con quitina en su estructura (21).

Los resultados evidenciaron que los aceites esen-
ciales estudiados poseen potencialidades como
inductores de mecanismos de defensa en tomate, pu-
diendo propiciar resistencia frente a un amplio grupo
de fitopatégenos y plagas, aspecto que debe ser obje-
to de investigaciones futuras donde se evallen los
mecanismos de resistencia en presencia de organis-
mo plaga. Esta habilidad de los aceites esenciales,
junto a caracteristicas como elevada disponibilidad,
buena eficacia, amplio espectro de accién, baja
residualidad y toxicidad, los convierte en productos
promisorios para el manejo de plagas en nuestro pais
(22, 23).
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FIGURA 4. Efecto de tratamientos sobre la actividad especifica enzimatica quitinasa (Unidades de Actividad enzimatica/mg
de proteinas) a las 24, 72 y 144 horas después de la aspersion./ Effect of treatments on chitinase specific enzimatic activity
(Enzimatic Activity units/mg of protein) at 24, 72 and 144 hours after spray.

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (p<0.05).
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