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El efecto
el nitrogeno

en las

enfermedades
de las plantas

Estudios realizados en la
Facultad indican que un
aumento en la fertilizacion
nitrogenada disminuye la
susceptibilidad al ataque de
B. cinerea en hojas y frutos
de tomate. Ademas, los
resultados proporcionan las
primeras evidencias sobre
los posibles mecanismos
biolégicos y genéticos
involucrados entre la
respuesta de defensa y el
estado de nutricional en
plantas de tomate, como
metabolismo secundario y
respuesta a hormonas.

Elnitrégeno es un macronutriente esencial
para los organismos vegetales y su disponi-
bilidad afecta el crecimiento y el desarrollo
vegetal. En ambientes naturales y agricolas,
este nutriente se encuentra en bajas canti-
dades. Por estos motivos, la produccion de
cultivos vegetales con altos rendimientos
estdasociada a laincorporacion de grandes
concentraciones de fertilizantes nitrogena-
dos al suelo. Sin embargo, los cultivos solo

son capaces de utilizar entre el 40-50% del
nitrogeno aplicado, causando efectos negati-
vos en el medio ambiente. El nitrégeno res-
tante no utilizado por las plantas se pierde
por diferentes mecanismos contaminando
suelos y fuentes de agua.

Larelevancia fisiologica del nitrogeno para
las plantas esta claramente ejemplificada
por sus efectos sobre el crecimiento de las
hojas, la senescencia, la arquitectura del
sistema radicular y el tiempo de floracion,
entre otros aspectos. Ademas de su efecto
enel crecimiento vegetal y procesos de de-
sarrollo de las plantas, el estado nutricional
de la planta es un factor importante en la
resistencia o susceptibilidad de diversos cul-
tivos a ciertos patogenos. Diferentes estudios
han demostrado que la disponibilidad de
nitrégeno en la planta afecta el resultado
final de la interaccion planta-patogeno. Sin
embargo, los mecanismos fisiologicos que
explican esta interaccion son poco conoci-
dos y dependen de la especie vegetal y del
patégeno en estudio. Por estos motivos, es
dificil deducir reglas generales para el papel
del nitrégeno y su efecto en la interaccion
de plantas y patogenos.

Larespuesta de defensa de la planta involu-
cra numerosos cambios a nivel bioquimico,
fisiologico y de componentes moleculares.
Para resistir a los diferentes patogenos, las

plantas han desarrollado complejos méto-
dos de defensa para reconocer al organismo
que las ataca y activar variadas estrategias
de defensa, tanto en el sitio de la infeccion
como en otros tejidos distantes mediante
vias sistémicas. Con ello, la planta se prepara
para futuros ataques de otros patogenos.

La respuesta de defensa en plantas es un
mecanismo activo que consume energia.
Por ello, se espera que el estado nutricional
de la planta tenga un papel fundamental
en el resultado de la interaccion planta-pa-
togeno. En consecuencia, es 16gico pensar
que plantas bajo una condicion de estrés
nutricional son mas susceptibles a enfer-
medades. Sin embargo, varios reportes
agronomicos indican que una alta dispo-
nibilidad de nitrégeno no necesariamente
potencia la defensa de las plantas, sino
que por el contrario, aumenta la inciden-
cia de enfermedades en diversos cultivos.
Por ejemplo, los sintomas causados por la
bacteria Pseudomonas syringae y el hongo
Oidium lycopersicum se incrementan en
plantas de tomate con alta fertilizacion ni-
trogenada. Por el contrario, otros estudios
agronomicos muestran que una reduccion
enla fertilizacion nitrogenada agrava ciertas
enfermedades causadas por hongos en el
cultivo de arroz y trigo.
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Tabla 1. Crecimiento de plantas de tomate en condiciones

contrastantes de nitrégeno

Concentracion de Nitrato

2mM 4mM
Biomasa (g/peso
fresco planta) 0,65+0,13a 1,02+0,16 b

% Nitrégeno

6mM 12mM
1,49+0,22 ¢
1,82+0,06 a 2,29+0,06 b 3,09+0,32 ¢

1,56+0,27 ¢
3,21£0,11 ¢

* Distintas letras indican diferencias significativas (p<0,05).

Se cree que altos contenidos de nitrégeno
generan mayor resistencia a patogenos fa-
cultativos o necrotroficos en tejidos vege-
tales, pero provocan mas susceptibilidad
a patogenos obligados o biotroficos. Esta
diferencia en la respuesta se podria expli-
car por especificidades en requerimientos
nutricionales de ambos tipos. Los patoge-
nos biotroficos se nutren de asimilados su-
ministrados por las células vivas mientras
que los necrotroficos prefieren los tejidos
senescentes o producen toxinas que danan
y matan las células vivas. Sin embargo, en
la literatura cientifica existen varios repor-
tes contradictorios que ejemplifican que la
relacion entre la nutricion mineral nitro-
genada y las enfermedades de las plantas
es compleja.

Frente al escenario expuesto, cabe pregun-
tarse: ;como los elementos minerales en la
planta estan relacionados con los mecanis-
mos de defensa en esta? Lamentablemente, y
pese al esfuerzo de un ntimero importante de
investigaciones realizadas en Chile como en
el mundo, no tenemos todavia una respuesta
clara. Varios estudios en especies vegetales
usadas como modelo de analisis demues-
tran que varias proteinas involucradas en el
metabolismo de nitrégeno estan reguladas
de manera diferencial durante el ataque de
patogenos vegetales. Adicionalmente, se ha
descrito que proteinas vegetales asociadas
a la resistencia a patégenos se inducen (se
estimula su produccion) en plantas con
baja fertilizacion nitrogenada. El panora-
ma es aun mas complejo si pensamos que
el metabolismo del nitrogeno influye en
el metabolismo secundario de la célula, el
que permite generar otros metabolitos que
las plantas utilizan para defenderse de los
patogenos vegetales.

En el caso del hongo Botrytis cinerea, con-
siderado a nivel mundial como el segundo
en términos de su importancia econémica
y cientifica, la influencia del estado nutri-
cional de nitrégeno puede ser favorable o
desfavorable a la infeccion y el desarrollo
de la enfermedad. Por ejemplo, una fer-
tilizacion alta en nitrégeno aumenta los
sintomas de la infeccion por este hongo en
cultivos de leguminosas, lechugas y frutillas.
Por el contrario, en el cultivo de tomate,
disminuye la susceptibilidad a este hongo
con el aumento de las concentraciones de
nitrégeno. En resumen, el crecimiento y la

respuesta de defensa de la planta presen-
tan una interconexion muy compleja. Por
estos motivos, es importante estudiar la
relacion entre el metabolismo de nitroge-
no y la respuesta de defensa de la planta:
solo recientemente se ha sugerido que esta
interconexion puede proporcionar nuevas
estrategias para potenciar la respuesta de
defensa en plantas.

Para entender procesos biologicos complejos
(como el descrito anteriormente), los cuales
se ven afectados por mas de una variable, es
necesario combinar varias estrategias expe-
rimentales que nos permitan comprender
el proceso desde las distintas aristas involu-
cradas: agronomicas, genéticas, fisiologicas,
estudios del genoma, entre otras. Con esta
nueva informacién combinada podemos
entender el proceso de manera global y
conocer los mecanismos de interaccion y
regulacion, algo primordial para el desa-
rrollo de nuevas estrategias de control, en
el caso de las enfermedades de las plantas.

Nuestros estudios
experimentales

En nuestro laboratorio en la Facultad de
Agronomia e Ingenieria Forestal UC, es-
tamos estudiando la conexion que existe
entre la fertilizacion nitrogenada y la res-
puesta de defensa de la planta a la infeccion
por patogenos. Para ello, nos encontramos
analizando como el nitrégeno altera los me-
canismos de defensa de la especie vegetal
Solanum lycopercicum (tomate) frente a
infecciones por Botrytis cinerea. Para rea-
lizar estos estudios, se crecen plantas de
tomate en macetas con un sustrato de cre-
cimiento inerte, sin fuentes de nitrégeno,
las que son irrigadas con una solucion de
nutrientes minerales con diferentes con-
centraciones de nitrogeno (2,4, 6 6 12 mM
concentracion final).

Como se ha reportado en otros estudios
agronomicos, la concentracion de nitro-
geno impacta significativamente el creci-
miento de las plantas de tomate (tabla 1).
El crecimiento maximo se alcanzé con 6
mM nitrato (condicion suficiente) mientras
que con 2 y 4 mM nitrato se obtuvieron
fenotipos de limitancia graves y leves, res-
pectivamente (condiciones limitantes). La
cantidad de biomasa de la planta disminu-
yoenun 30% y 55% en las condiciones de

limitancia descritas, al compararlas con el
crecimiento obtenido en la condicién de
nitrégeno en concentraciones suficiente
(6 mM). Las concentraciones mas altas de
nitrégeno no condujeron a cambios signi-
ficativos en el crecimiento (12 mM), lo que
demuestra que, alcanzado el crecimiento
potencial maximo de una planta, un au-
mento en la fertilizacién nitrogenada no
tiene efecto en su crecimiento.

Para estudiar como la nutricion mineral
nitrogenada afecta la susceptibilidad de las
plantas de tomate a la infeccion por el hon-
go B. cinerea, las plantas cultivadas fueron
inoculadas con este patogeno. La infeccion
causada por el hongo se desarrollo en to-
das las plantas, obtenidas bajo distintas
concentraciones de nitrogeno, mostrando
los sintomas tipicos de la infeccion causada
por B. cinerea que corresponden a lesiones
necroticas. Sin embargo, las plantas creci-
das en condiciones de limitancia de nitro-
geno 2mM y 4mM nitrato) desarrollaron
los sintomas de la enfermedad de manera
mas rapida. Adicionalmente, estas plantas
desarrollaron lesiones de mayor tamaro y se
observé una maceracion en los tejidos que
rodean los sitios primarios de infeccion en
las hojas (figura 1A), lo que demuestra una
mayor susceptibilidad a la infeccion por este
hongo. Por el contrario, las plantas crecidas
en suficiencia de nitrégeno (bmMy 12mM
nitrato) desarrollaron lesiones necroticas
discretas (figura 1A). La severidad de los
sintomas fue siempre mayor en las hojas
de las plantas cultivadas bajo condiciones
de limitacion de nitrégeno (figuras 1B).

Elhongo B. cinerea también puede infectar
los frutos de este cultivo. Por estos motivos,
se evaluo la respuesta de los frutos de to-
mate en dos estadios de desarrollo a la in-
feccion por este hongo. La figura 2 muestra
los sintomas de la enfermedad y el tamario
de la lesion en los frutos en dos etapas de
desarrollo conocidos como “verde madura”
(MG) y “maduro rojo” (RR) obtenidos de
plantas cultivadas en las mismas condicio-
nes de nitrogeno descritas anteriormente.
Bajo todas las condiciones de fertilizacion
nitrogenada evaluadas, los tomatesen el es-
tadio MG fueron significativamente menos
susceptibles a la infeccion por B. cinerea en
comparacion con los frutos RR, como se
habia descrito anteriormente en la litera-
tura. Sin embargo, los resultados muestran



que el tamario de la lesion necrética aumenta en los frutos MG obtenidos de
plantas crecidas en limitancia de nitrégeno. En frutos de tomate en el estadio
RR, la descomposicion de tejidos y el crecimiento del hongo en el pericarpio
fueron evidentes en todas las condiciones experimentales analizadas (figura
2A). Sin embargo, la gravedad de los sintomas, al igual que en el estadio MG
(higura 2B), fueron mayores en los frutos de plantas cultivadas bajo condiciones
limitantes nitrégeno. Nuestros resultados demuestran que la nutricion mineral
nitrogenada afecta el desarrollo de la infeccion por B. cinerea, causando mayor
susceptibilidad en hojas y frutos en condiciones de limitacion de nitrégeno.

Para comprender de mejor manera la interaccion entre el status nutricional de
la planta y la susceptibilidad de estas a B. cinerea, estudiamos los genes que se
regulan de manera diferencial (transcriptoma) en plantas sanas e infectadas con
el hongo bajo condiciones de limitancia y suficiencia de nitrogeno. Utilizamos
la tecnologia de micro-matrices de Affymetrix, las que permiten interrogar el
genoma completo, analizando los genes que se inducen y reprimen frente a
un estimulo, en este caso la infeccion por B. cinérea. Con ello, podemos iden-
tificar las principales funciones biologicas de la planta afectadas en conjunto
por estas dos variables y tener una nocion global de los procesos fisiologicos
que serian importantes en esta interaccion, al menos desde un punto de vista
genético. La figura 3 muestra las funciones biologicas representadas como cir-
culos, donde su tamario representa el ntimero de genes que cambian asocia-
dos a esa funcion. El color de cada circulo refleja la significancia estadistica o
importancia dentro de este grupo de genes (desde azul a rojo, menor a mayor
significancia estadistica respectivamente). Los resultados muestran que proce-
sos que son importantes para la defensa de las plantas, como el metabolismo
secundario, el metabolismo de la pared celular y la respuesta a hormonas, se
ven afectados de manera significativa por el patogeno, pero dependiendo del
estado nutricional de la planta. Por ejemplo, se ha descrito que la acumulacion
de metabolitos secundarios es un mecanismo de defensa de la planta a varios
hongos patogenos, lo que se podria relacionar con la menor susceptibilidad
que desarrollan las plantas en condiciones de suficiencia de nitrégeno.

Entonces, ;cudl es el rol del nitrogeno?

La pregunta planteada de como la disponibilidad de nitrégeno puede mo-
dular la respuesta de la planta todavia debe ser explorada. Muchos estudios
agronomicos indican que la concentracion de nitrogeno en la planta influye
en su capacidad para responder a diferentes patgenos. Sin embargo, los me-
canismos fisiologicos y genéticos implicados en esta interaccion han sido poco
caracterizados. Nuestros estudios indican que un aumento en la fertilizacion
nitrogenada disminuye la susceptibilidad al ataque de B. cinerea en hojas y
frutos de tomate. Ademas, y de manera importante, nuestros resultados pro-
porcionan las primeras evidencias sobre los posibles mecanismos biologicos y
genéticos involucrados entre la respuesta de defensa y el estado de nutricional
en plantas de tomate, como metabolismo secundario y respuesta a hormonas.
Sin duda, se requiere combinar estudios agronomicos, fisiologicos y genético-
moleculares para explorar con mayor detalle el papel del estado nutricional
de la planta en las interacciones planta-patogeno, asi como su impacto en la
defensa de las plantas y la virulencia de patogenos. @

Figura 3. Funciones bioldgicas
identificadas en tomate afectadas
en respuesta a la infeccion por B.
cinerea dependiente del estado
nutricional de la planta. La figura
muestra las funciones bioldgicas
sobrerrepresentadas en color
rojo, visualizadas mediante la
herramienta computacional
ReviGO. El tamafio de los circulos
en la figura es proporcional al
ndmero de genes involucrados en
cada funcién biolégica.
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Figura 2. Susceptibilidad a Botrytis cinerea en plantas de tomate cultivadas
bajo diferentes concentraciones de nitrato. A, Fotos representativas de hojas
infectadas por el hongo en cada concentracién de nitrato utilizada (3 dpi). B,
Tamarfio de la lesion. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p«0,05).

Figura 2. Susceptibilidad a frutos de tomate a Botrytis cinerea obtenidos a
partir de plantas cultivadas bajo diferentes concentraciones de nitrato. A, fotos
representativas de la infeccion de frutos tomate en dos estados de desarrollo
(MG y RR) para cada concentraci6n de nitrato. B, Tamaiio de la lesion
(diametro) para frutos inoculadas con B. cinerea. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
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