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RESUMEN 

La respuesta de defensa de las plantas frente a patógenos ocurre cuando se inicia 

el reconocimiento de moléculas efectoras de los patógenos, necrotróficos o 

biotróficos. Esto influye en la activación de la defensa de las plantas sea esta 

basal la cual es mediada por la PAMP o resistencia sistémica adquirida (SAR) que 

da a la planta una protección debido a una infección secundaria que esta ha 

sufrido. Arabidopsis thaliana es una planta modelo muy utilizada en técnicas 

moleculares. En el presente trabajo se analizaron los genes de defensa de las que 

influyen en las rutas del SA (PR1) y JA (LOX2, VSP2 y PDF1.2), para ello se 

cultivaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0, con medio nutritivo 

Hoagland por siete semanas. Posteriormente se realizó un lavado con agua 

destilada por una semana y se les suministro los diferentes medios nutritivas 

(Murashigue & Skoog y Hoagland) con diferentes tratamientos (agua destilada, 

medio optimo, medio optimo sin calcio (-Ca), medio optimo con exceso de calcio 

(+Ca 5X). Se utilizaron 5 plantas de Arabidopsis para cada tratamiento, se 

recolectaron las plantas 24 horas y siete días después de aplicadas los 

tratamientos y se extrajo el RNA de toda la planta, se eliminó el DNA contaminante 

con la enzima Dnasa y el RNA se usó como molde para la síntesis de cDNA, 

posteriormente se usó como templado para la qPCR en tiempo real. El análisis de 

expresión génica se realizó aplicando el método de Livak. Se pudo determinar que 

los medios nutritivos MS y Hoagland inducen las rutas de defensa del SA y JA a 

las 24 horas de aplicada la dieta, pero siete días después existe un antagonismo 

entre los genes LOX2 y PR1 con los dos medios nutritivos. En el tratamiento con 

medio nutritivo MS (exceso de calcio), tuvo una mayor expresión en los genes 

LOX2 y PDF1.2 dependientes de la ruta del JA. Una deficiencia de calcio influye 

en la supresión de los genes de defensa. Finalmente se escogió la dieta MS para 

suministrarla al mutante coi1-21 el cual dio resultados favorables ya que se inhibió 

los genes de respuesta de la ruta de JA y se elevó el gen PR1 el cual es 

dependiente de la SAR. 



ABSTRACT 

Plant response occurs when recognition of pathogen, necrotrophic or biotrophic 

effector molecules begins. This have influence activating plant defense, which can 

be basal defense mediated by PAMP or acquired systemic resistance (SAR), that 

gives the plant a protection to a secondary infection that it has been suffered. 

Arabidopsis thaliana is a model plant that is widely used in molecular techniques. 

In the present work, the defense genes of the SA (PR1) and JA (LOX2, VSP2 and 

PDF1.2) were analyzed. Arabidopsis thaliana Col-0 plants were cultured with 

Hoagland nutrient medium for seven weeks and then the plants were washed with 

distilled water for one week, then the culture mediums (Murashige & Skoog and 

Hoagland) were supplied with different treatments (distilled water, culture medium, 

culture medium without calcium, culture medium with excess of calcium (+Ca) 5X), 

The plants were collected 24 hours and seven days after the diets were applied, 

and the RNA was extracted from the whole plant. The contaminating DNA was 

removed with the enzyme Dnase and the RNA were used as a template for cDNA 

synthesis, subsequently used as a template for real time qPCR. Gene expression 

analysis was performed using the Livak method. It was determined that the 

nutritional media MS and Hoagland induce the defense pathways of SA and JA 

within 24 hours of diet, but seven days later there is an antagonism between the 

LOX2 and PR1 genes with the two nutrient media. In treatment with nutrient 

medium MS (excess calcium), it had a greater expression in the LOX2 and PDF1.2

genes dependent of the JA pathway. A calcium deficiency influences the 

suppression of the defense genes. Finally, the MS diet was chosen to supply coi1-

21 mutant which gave favorable results because it inhibits JA response genes and 

PR1 gene which is dependent of SAR was expressed. 
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1. CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN

1.1 Antecedentes

Las plantas al ser organismos inmóviles deben generar distintos mecanismos 

frente a diferentes tipos de estrés, esto ha permitido a las plantas desarrollar 

capacidades de defensa. Algunos estudios han demostrado la relación que tienen 

las diferentes rutas hormonales y el impacto que estas tienen sobre la 

susceptibilidad y resistencia de la planta frente a diferentes patógenos. Cuando se 

acumula ácido salicílico se activan varios mecanismos de defensa hacia 

patógenos biotróficos como lo son Pseudomonas syringae y Perosnospora

parasítico (Kachoroo y Kachroo, 2009, pp. 154-155), mientras que los patógenos 

hemibiotroficos también dependen del SA los cuales combinan la forma biotrófica 

y necrotrófica como Phytopthora infenstans ( Wiermer, Feys, Parker,  2005, pp. 

283-285).

 Contrariamente el ácido salicílico (SA) tiene un efecto negativo sobre las defensas 

frente a los patógenos necrotróficos y algunos insectos herbívoros (Kachoroo y 

Kachroo, 2009, pp. 255-256).  Por otro lado, cuando se acumula el ácido 

jasmónico (JA) la defensa de la planta resulta ser más eficiente contra los 

patógenos necrotróficos como Botrytis cinerea y Alternaria brassicicola (Acosta y 

Farmer, 2010, pp.3-5). 

Arabidopsis thaliana, es considerada un organismo modelo debido a todos los 

aportes que se han hecho en investigaciones relacionadas a su biología molecular 

y a su genética (Hulten, 2006, pp. 8-9). Esta planta es muy versátil ya que es 

pequeña, requiere poco espacio, no necesita condiciones especiales de 

temperatura y humedad, y es relativamente sencillo realizar investigaciones. 

Aparte de esto, su genoma está completamente secuenciado y posee 

aproximadamente 25500 genes (Somerville y Koornnef, 2002, pp 17-20).  

La línea Col-0 es de tipo silvestre y no tiene ningún tipo de mutación evidente. 

Existen líneas derivadas de Arabidopsis thaliana que tienen mutaciones puntuales, 
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las cuales se utilizan para el estudio de diversas rutas implicadas en la 

señalización de defensa; la línea mutante coi1-21 codifica la proteína COI-1 

asociada con el JA con la F-box modificada, por ende, esta línea presenta una 

baja respuesta del JA (TAIR, 2016). 

Las fitohormonas como el ácido jasmónico (JA), ácido salicílico (SA) y el etileno 

(ET) juegan un rol fundamental en las rutas bioquímicas de señalización de 

defensa de las plantas regulando la expresión de genes PR (Pathogenesis related

proteins) (Leon-Reyes, Van der Does, De Lange, Delker, Wasternack y Van Wees, 

2010, pp, 2-4)  

Los genes PR son proteínas ácidas que intervienen en la inhibición del crecimiento 

y detienen la multiplicación de los patógenos (Boller y Meins, 1992, pp 43-47).  A 

estos genes se les clasifica dependiendo de la secuencia de aminoácidos que 

poseen, actividad enzimática, actividad biológica y la relación serológica (Pieterse 

y Van Loon, 1999, pp. 284-290). La expresion de los genes PR1 y PR2 se produce 

debido a que existe una alteración en el estado redox del citosol y se produce una 

inactivación oligómerica de la proteína Nonexpressor of pathogenesis-related

genes 1 (NPR1) (Verhage, Van Wees y Pieterse, 2010, pp. 537-540). El JA en 

cambio deriva de los lípidos de la membrana de los cloroplastos, y este es 

percibido por el receptor Coronatine intensive 1 (COI-1). El factor de transcripción 

MYC2 (bHLH) hélice-bucle-hélice, tiene un papel importante en la regulación del 

JA y también participa en vía de señalización del ácido abcisico (ABA) (Liu, 

Staswick, y Avramova, 2016, pp. 45-50). El gen MYC2 pertenece al subgrupo de 

genes de memoria (Ding Liu, Virlouve, Riethoven, Fromm, y Avramova, 2013, 560-

561), es encargado de regular un conjunto de genes entre los cuales se 

encuentran VSP2 y LOX2, mientras que los factores de transcripción ERF1 y 

ORA59 son regulados por el gen PDF1,2 el cual forma parte de la ruta del JA y ET 

(Figura 7),  (Leon-Reyes, et al , 2010, pp. 4-5).  
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El gen VSP2 posee una actividad fosfatasa ácida en presencia de cationes 

divalentes (Co2+, Zn2+, Mn2+, Mg2+), el gen responde al ácido abscísico, ácido 

jasmónico, sal, deficiencia de agua  y heridas (Van Loon, 2009, pp. 136-138). El 

gen PDF1.2 codifica una defensina dependiente de ácido jasmónico y etileno; se 

expresa al tener contacto con el patógeno fúngico (Botritis cinerea y Alternaria

brassicicola) (Boller y Meins, 1992, pp 45-48). El gen LOX2 es necesario para la 

acumulación de ácido jasmónico y requiere para la síntesis inducida por lesión de 

ácido jasmónico (JA) en hojas. La expresión del gen PR1 es sensible a ácido 

salicílico y se induce en respuesta a una variedad de patógenos, es muy usado 

como marcador molecular para saber si ocurrió una respuesta de la SAR (Leon-

Reyes, et al, 2010, pp. 4-5). 

El calcio es un macronutriente esencial que juega un papel muy importante en la 

estabilidad de la pared celular y el desarrollo de las nuevas células (Zimmermann, 

Nurnberger, Frachisse, Wirtz, Guern y Hedrich, 1997, pp. 42-46). Este elemento 

ayuda en la formación de microtúbulos que se encuentran en el aparato del huso 

mitótico durante la división celular (Lawrence, Wade y Don, 2005, pp. 76-79). El 

calcio también es regulador de procesos secretores como la formación de 

mucílago y la síntesis de calosa, que se producen en respuesta a lesiones 

mecánicas o plagas.  (Lawrence et al., 2005, pp 78). Existen algunos estudios en 

donde se demuestran que el calcio tiene un papel muy importante en la 

disminución de los síntomas de algunas enfermedades, y cumple la función de ser 

un segundo mensajero como transductor de señales e interviniendo en numerosos 

procesos fisiológicos, además de activar la expresión de genes involucrados en la 

síntesis de proteínas de resistencia (Lawrence et al., 2005, pp. 79). La deficiencia 

de calcio promueve la actividad poligalacturonasa, la cual cataliza la matriz pectato 

de la pared celular. Esto permite la fuga de solutos orgánicos e inorgánicos a 

travéz de la bicapa lipídica. Como resultado de esto se ponen en riesgo los 

procesos metabólicos  formación de tejidos y por consiguiente la expresion génica 

(Lawrence et al., 2005, pp 79). 
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Análisis moleculares mediante pruebas histoquimicas han demostrado  que un 

exceso de calcio en plantas de Arabidopsis thaliana (L) Heynh activa la expresión 

del gen PDF1.2, por lo tanto se activa la defensa contra infección de patógenos 

necrotróficos (Borja, 2014, pp. 40-43).  

1.2 Planteamiento del problema 

Desde el siglo XIX se han incrementado el uso de tecnologías y la demanda de 

alimentos ha aumentado debido al crecimiento exponencial de la población.  

 Se estima que la población mundial aumentará más de un tercio de la población 

actual para el 2050.  La agricultura se considera una de las actividades más 

importantes para los seres humanos ya que provee de alimentos y materias 

primas a toda la población (FAO, 2009). La aplicación de pesticidas ha sido una 

práctica muy frecuente en los últimos años ya que es una solución a muchos 

problemas, pero la necesidad de mejorar el medio ambiente y la salud publica 

conlleva al desarrollo de nuevas estrategias e investigaciones.  

El uso excesivo de pesticidas en la agricultura ha ocasionado daños al 

ecosistema, alterando la composición de los alimentos y dañando el suelo, esto 

afecta la salud de los consumidores y de los agricultores (FAO, 2009). 

Las plantas interactúan con patógenos y plagas que contienen diferentes factores 

de virulencia para producir enfermedades (Huber, 2007, pp. 111-114). Algunos 

estudios realizados han demostrado que cuando existe una gran cantidad de 

patógenos en el ecosistema de la planta, estas activan un mecanismo de defensa 

llamado Resistencia Sistémica Inducida (ISR), este mecanismo activa un conjunto 

de genes, algunos de los cuales codifican defensinas con actividad microbiana 

(Pieterse, Van der Does, Leon-Reyes, y Zamidoudis, 2012, pp 53-55). 
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 La nutrición de las plantas determina su resistencia, estructura morfológica, 

histológica y susceptibilidad frente a patógenos. Muchas de las interacciones de 

los minerales tienen un rol importante en la defensa de las plantas que pueden 

verse afectadas si estas se encuentran en diferentes concentraciones (Horsfall y 

Cowling, 1980, pp 14-18). 

Los elementos minerales se involucrados de manera directa en los mecanismos 

de defensa de las plantas, ya que estos son componentes integrales de las 

celulas, enzimas, sustatos, transportadores de electrones, inhibidores y 

reguladores del metabolismo celular (Horsfal, 1980, pp 14-16).

El calcio  tiene un papel fundamental en el crecimiento celular, estabilidad y 

resistencia de la membrana. Este genera señales de respuesta a diversos factores 

ambientales como el frío, salinidad, sequedad y mecanismos de estrés 

(Dobermann y Fairhurst, 2000, pp. 175-179).  

Los ensayos con medios nutritivos en Arabidopsis thaliana pueden dar un gran 

aporte a la ciencia ya que se elaboran modelos de naturaleza predictiva de la 

defensa innata de las plantas frente a diversos patógenos, lo cual conlleva a 

mejorar el rendimiento de los cultivos. Esta investigación puede dar un gran aporte 

para entender de mejor manera que efectos tiene el calcio en las distintas rutas de 

defensa (SA y JA) y así suministrando una correcta nutrición a las plantas se 

puede evitar el uso excesivo de agroquimicos.   

1.3 Objetivo general 

Evaluar la expresión de genes de defensa VSP2, LOX2, PR1 Y PDF1.2 en 

Arabidopsis thaliana (L) Heynh, frente a diferentes medios nutritivos y 

concentraciones de calcio. 

1.4 Objetivos específicos 
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Determinar el mejor medio nutritivo para la inducción de la expresión génica en los 

genes PDF1.2, VSP2, LOX2, PR1 en la linea Col-0.  

Comparar la expresión de los genes PDF1.2, VSP2, LOX2, PR1 en una línea 

mutante de Arabidopsis thaliana (L) Heynh. 

1.5 Justificación 

Las plantas viven en ambientes complejos en la cual interactúan con diferentes 

organismos como insectos herbívoros, patógenos fúngicos y simbiosis con otros 

organismos (Verhage, Van Wees  &  Pieterse, 2010, pp, 537-539).     

El incremento en el uso de pesticidas ha aumentado la resistencia de las plagas. 

Esto afecta al ecosistema en donde habitan plantas, animales y seres humanos. La 

aplicación de pesticidas ha sido una práctica muy frecuente en los últimos años ya 

que son una solución a muchos problemas, pero la necesidad de mejorar el medio 

ambiente y la salud pública conlleva al desarrollo de nuevas estrategias e 

investigaciones. 

La resistencia es una característica genética que permite a los patógenos 

sobrevivir a altas dosis de plaguicida. La teoría (Flor, 1942, pp. 45-51), de gen por 

gen se refiere a que cada gen condiciona la enfermedad en el huésped existe un 

gen especifico en el patógeno atacante. La resistencia a enfermedades pueden 

ser de carácter mono génico o poli génico, la monogénica se determina por un 

solo gen mientras que la poligénica se determina por varios genes (Flor, 1942, pp. 

45-51).

Arabidopsis thaliana (L) Heynh es considerada un organismo modelo a nivel 

internacional (Pieterse, 2009, pp. 308-313). Esto se debe gracias a su corto 

periodo de reproducción, tamaño, alta producción de semillas viables, genoma 

pequeño y secuenciado; disponible en bases de datos. Es por esto que está planta 

es la adecuada para hacer modelamiento en estudios de nutrición vegetal e 

interacción planta patógeno. 
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Ensayos dan indicios de que el calcio es un macronutriente muy importante en la 

defensa de las plantas frente a patógenos y que con una correcta nutrición de los 

cultivos se prodría evitar el uso excesivo de agroquímicos. 

Por lo tanto este estudio se basa en encontrar una relación entre el efecto de la 

nutrición vegetal sobre la inducción de los genes de defensa para poder elaborar 

un modelo predictivo sobre qué ocurre con las rutas del SA y JA al suministrar 

nutrientes a la planta con un exceso de calcio 5X. Con los resultados de esta 

investigación se pueden desarrollar nuevas fórmulas para brindar una correcta 

nutrición a las plantas, y así estás mediante mecanismos propios se puedan 

defender de los patógenos que puedan afectar su crecimiento. 

2. CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO

2.1 Arabidopsis thaliana (L) Heynh : generalidades y taxonomía 

Se considera un organismo modelo a cualquier organismo que sea efectivo para 

realizar experimentaciones y que se puedan obtener conclusiones aplicables a 

otras especies (Hartwell, Hood, Godberg, Reynolds, Silver, y Veres, 2008, pp. 89-

92).  Arabidopsis thaliana (L) Heynh (Tabla 1) es el primer candidato en el reino 

Plantae, ya que posee una serie de características que la hacen apta para la 

investigación científica (Venegas, 2013, pp. 12-15).  Esta planta es parte de los 

organismos modelos eucarióticos, ya que tiene algunas características favorables 

como el rápido crecimiento, floración y producción de semillas. Puede producir de 

10.000 a 40.000 por planta, la temperatura adecuada para su crecimiento es de 

22-26°C. Gracias a todas sus características, se puede cultivar sin condiciones

específicas para su crecimiento.
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Tabla 1 

Clasificación taxonómica Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Reino Plantae 

Subreino Tracheobionta 

Superdivisión Spermatophyta 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Subclase Dilleniidae 

Orden Brassicaceae 

Género Arabidopsis Heynh 

Especie Arabidopsis thaliana (L.) Heynh 

Tomado de (USDA, 2012).

2.1.1 Estructura y su ciclo de vida 

Arabidopsis thaliana (L.) Heyhn es una angiosperma, dicotiledónea perteneciente 

a la familia de las Brasicáceas. Esta familia se conforma por 200 géneros y 2000 

especies, muchas de estas tienen importancia económica. Arabidopsis thaliana 

(L.) Heyhn es una planta herbácea, que tiene un ciclo de vida característico de las 

plantas con flores (Somerville y Koornneef, 2002, pp. 76-79). Su desarrollo 

vegetativo empieza a partir de la germinación, posteriormente las estructuras 

aéreas se desarrollan con las hojas verdaderas que tienen forma de roseta, las 

hojas tienen una longitud de hasta 2 cm de largo y 0.5 cm de ancho (Passardi, 

Dobias, Valério, Guimil, Penel y Dunand, 2007, pp.87-99). 
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Figura 1. Col-0 Arabidosis thaliana.

La segunda etapa es la fase reproductiva, la cual se da a partir del tallo basal de la 

roseta del que emerge un tallo floral que tiene una altura de 10 y 30 cm. También 

posee tallos florales secundarios que poseen hojas caulinares más pequeñas que 

las principales; cada una de estas desarrolla inflorescencias secundarias y 

terminales con flores en racimo. Las flores producen pedúnculos de los frutos 

maduros los cuales estarán separados entre ellos. Las flores son hermafroditas  y 

tienen unos 0.5 cm de diámetro; poseen cuatro pétalos blancos, cuatro sépalos y 

seis estambres (O´kane y Al-Shehbaz, 1997, pp. 45-48). 

Figura 2. Arabidopsis thaliana en la naturaleza. 

Tomado de In botanical mood, 2016. 
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Figura 3. Arabidopsis thaliana en fase floral. 

Tomado de Siddiqui Lab, s.f. 

2.2 Características moleculares de Arabidopsis thaliana (L) Heynh 

El genoma de  Arabidopsis thaliana (L) Heynh  está compuesto por 125Mb, es uno 

de los genomas más pequeños en el reino Plantae (The Arabidopsis genome 

iniciative, 2000). Su genoma fue totalmente secuenciado en el año 2000 (The 

Arabidopsis genome iniciative, 2000, pp 45-50). Contiene cinco cromosomas, sus 

genes son similares a otras plantas. El DNA nuclear de Arabidopsis thaliana (L)

Heynh está compuesto por cinco cromosomas (Figura 4) (Hartwell; etal, 2008, pp. 

89-90). Gracias a la secuenciación de todo su genoma Arabidopsis thaliana es un

excelente modelo para el análisis genético y molecular (The Arabidopsis genome

iniciative, 2000, pp 48-50).
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Figura 4. Cromosomas de Arabidopsis thaliana, con los genes a evaluar. 

 Adaptado de (ncbi, 2003).

Gracias a todas sus características (Figura 5) se han realizado mutagénesis 

directa para generar líneas mutantes y así se puede conocer la alteración de un 

gen en concreto (Becerra, 2006).  Se puede transformar genéticamente con 

Agrobacterium tumefaciens (Hartwell; etal, 2008). 

Figura 5. Análisis funcional de los genes de Arabidopsis thaliana (L). 

Tomado de (twirpx, 2008).
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2.3 Línea mutante de Arabidopsis thaliana, genes de defensa y genes PR 

La línea Col-0 es tipo silvestre y no tiene ningún tipo de mutación evidente. 

Derivadas de esta existen varias líneas mutantes para el estudio de diversas rutas 

implicadas en la señalización de defensa; El SA altera el estado redox del citosol, 

y esto conlleva a la inactivación oligómerica de la proteína Nonexpressor of

pathogenesis-related genes 1 (NPR1) y se convierte a su forma monómerica 

activa. Esto ocasiona la expresión en los genes de defensa PR1 y PR2 (Verhage, 

Van Wees y Pieterse, 2010, pp. 537-540).  

El JA se deriva de los lípidos de la membrana de los cloroplastos, y este es 

percibido por el receptor Coronatine intensive 1 (COI-1). Esta es una proteína F-

BOX y forma parte de la ligasa ubiquitina E3 del complejo de degradación 

SCF/COI1. Este degrada mediante ubiquitinación a la proteína jasmonato Zim-

domain (JAZ); este complejo forma parte del complejo receptor del JA el cual 

suprime los factores de transcripción de los genes MYC2, ERF1 y ORA59 (Figura 

6) El gen MYC2 es encargado de regular un conjunto de genes entre los cuales se

encuentran VSP2 y LOX2, mientras que ERF1 y ORA59 son regulados por el gen

PDF1,2  (Leon-Reyes, et al , 2010, pp 5-7).

Los genes PR (Pathogenesis related proteins) son proteínas ácidas que 

intervienen en la inhibición del crecimiento y detienen la multiplicación de los 

patógenos. Los genes PR son regulados por el desarrollo de la planta (Boller y 

Meins, 1992).  A estos genes se les clasifica dependiendo de la secuencia de 

aminoácidos que poseen, actividad enzimática, actividad biológica y la relación 

serológica (Pieterse y Van Loon, 1999, pp 284-290). Aplicaciones exogenas de SA 

dan como resultado la acumulación de proteínas PR y en la activación de SAR. 

(Iris, Pennickx, Eggermont, Franky, Terras, Bart, Thomma, De Samblanx, Métraux, 

Mannes y Broekaer, 1996, pp 65-78). Según Wang la expresión de los genes PR 

activa la respuesta sistémica adquirida (SAR), su estudio demostró que el gen 

NPR1 también controla la expresión de genes que controlan la secreción de 
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proteína, la regulación de estos genes es esencial para la (SAR), debido a que 

estas mutaciones disminuyen la secreción de proteínas PR, lo que da como 

resultado una reducción en la resistencia (Wang, Weaver, Kesarwani y Dong, 

2005, pp. 145-153). NPR1 se encarga de regular la respuesta del SA y JA (Grant y 

Lamb, 2006, pp. 199-210).  

El gen VSP2 posee una actividad fosfatasa ácida en presencia de cationes 

divalentes  (Co2+, Zn2+, Mn2+, Mg2+), el gen responde al ácido abscísico, ácido 

jasmónico, sal, deficiencia de agua  y heridas (Van Loon, 2009, pp. 136-138). 

Algunos estudios han demostrado que los genes VSP son inducidos por estrés 

ambiental, heridas, tratamientos con metil jasmonato (MeJA), coronatina y sucrosa 

(Utsugi, Sakamoto, Murata y Motoyoshi, 1998, pp. 145-159). A. thaliana acumula 

más VSP mRNAs en las flores que en cualquier otro órgano (Utsugi, et al., 1998, 

pp. 342-349). 

El gen PDF1.2 codifica una defensina dependiente de ácido jasmónico y etileno; 

se expresa al tener contacto con el patógeno fúngico (Boller y Meins, 1992, pp. 

342-349). Esté no se expresa frente a los tratamientos de ácido salicílico pero si

presenta respuesta al etileno o metil-jasmonato (Glazebrook et al., 1997, pp. 56-

63).

Las lipooxigenasas son enzimas que catalizan la oxigenación de los ácidos grasos 

polinsaturados para formar ácidos grasos HPOs. Las plantas poseen distintas 

isoformas de LOX, esto probablemente se debe a que las plantas emplean una 

ruta biosintetica para la formación de compuestos bio activos que tienen una 

función en tejidos y tiempo definidos (Mochizuki, Sugimoto, Koeduka y Matsui, 

2016, pp. 79-86). 

LOX cataliza la conversión de ácido linoleico a acido 13-hydroperoxylinoleico. Se 

han identificado dos genes AtLox1 y AtLox2 de Arabidopsis thaliana que se 

expresan en hojas, raíces, inflorescencias y semillas jóvenes. El gen AtLox2 

mRNA, se ha expresado mayormente en hojas e inflorescencias. La reducción de 
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la expresión de AtLox2 no causa cambios físicos en el crecimiento de la planta 

(Creelman y Mulpuri, 2002, pp. 153-162). El gen LOX2 es necesario para la 

acumulación de ácido jasmónico y requiere para la síntesis inducida por lesión de 

ácido jasmónico (JA) en hojas, es esencial para la formación de ácido jásmonico 

cuando ocurre alguna herida (Bannenberg, Martinez, Hamberg, y Castresana, 

2009, pp. 243-254). Este gen es parte de los genes (LOXs), los cuales se 

encargan de catalizar la oxigenación de los ácidos grasos. La transcripción del gen 

LOX2 se da gracias a la respuesta del JA (Figura 6) (Bell, Creelman y Mullet, 

1995, pp. 342-253).  

Se sabe que los genes VSP2 y el LOX2 son controlados por el factor de 

transcripción MYC2 (figura 6). La diferencia entre estos es que el gen LOX2 

codifica una lipooxygenasa que cataliza la oxigenación de los ácidos grasos 

polinsaturados formándose compuestos bioactivos. Ademas estos compuestos 

tienen una función en tejidos definidos (Mochizuki, Sugimoto, Koeduka y Matsui, 

2016, 82-85), mientras que el gen VSP2 tiene una actividad fosfatasa ácida y una 

actividad frente al ataque de insectos. La función de cada gen puede estar 

relacionada con el nivel de expresión ya que se localizan en diferentes tejidos.  
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Figura 6. vías metabólicas de la inducción de resistencia. 

Tomado de (Venegas, 2013 pp. 34).

El gen COI1 (Coronatine Insensitive 1) codifica una proteína que actúa como 

receptor en la ruta del jasmonato (Van Loon, 2009, pp. 136-138).  El mutante coi1-

21 es insensible al JA/MeJA ya que codifica una proteína con repeticiones de 

leucina y esto ocasiona que se degenere la F-box. Un solo aminoácido modificado 

suprime la formación de los complejos SCF(COI1) (Ellis y Turner, 2002; Van Loon, 

2009; (Xin, Feys, James, Nieto-Rostro y Turner, 1998; TAIR, 2016). Algunos 

mutantes de Arabidopsis thaliana (L.) Heyhn han sido modificados para tener 

características específicas (Bari y Jones, 2008, pp 135-139). Esta línea inactiva las 

respuestas metabólicas que tienen que ver con la respuesta a ácido jasmónico en 

respuesta un factor de virulencia llamado coronatina (COR), la cual es una 

fitotoxina producida por Pseudomona syringae pv. glycinea PG4180 (Van Loon, 

2009, pp. 140-150).  La línea coi1-21 es un mutante de coi1 que posee 

sensibilidad reducida al jasmonato/MeJA  (Van Loon, 2009, pp. 146-155).  
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2.4 Medios nutritivos 

Los medios nutritivos se utilizan para cultivar especies en medios artificiales y así 

poder tener condiciones controladas (Conn etal; 2013). (Conn, Hocking, Dayod, 

Xu, Athman, A. Hederson, S. Aukett, L. Conn, V. Shearer, Fuentes, Tyerman, y 

Gilliham, 2013, pp 54-70). La nutrición vegetal es un factor muy importante para la 

agricultura, este se refiere al suministro, absorción, disponibilidad, translocación y 

la utilización de la materia orgánica (Fageria, 2009, pp. 111-114).  

La regulación del crecimiento en las plantas ocurre en dos fases: la célula y el 

organelo (Feng, Lindner, Robbins y Dinneny 2016, pp. 342). En el cultivo 

hidropónico se utilizan este tipo de soluciones ya que contienen los nutrientes 

esenciales para los cultivos y los cuales tienen un mejor rendimiento. Un medio de 

cultivo debe estar compuesto macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, 

aminoácidos, fuentes de carbono y reguladores de crecimiento (Saad y Elshahed, 

2012, pp. 312-313).  Entre los elementos más importantes se encuentran   el 

nitrógeno, fosforo, potasio, azufre, calcio, magnesio, hierro, boro, manganeso, 

cobre y zinc (Saad y Elshahed, 2012. pp. 312-313).  De acuerdo con la asociación 

internacional de fisiología vegetal los elementos que se encuentran en 

concentraciones mayores a 0.5 mM-1 están categorizados como macroelementos 

y los elementos con concentraciones menores a 0.5 mM-1 se consideran 

microelementos. Estos de deben tener propiedades químicas adecuadas como la 

alcalinidad, acidificación y características osmótica (Murashige y Skoog, 1962, pp. 

184-193) Las características nutricionales pueden variar dependiendo de la

especie.

2.4.1 Hoagland 

La solución Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950, pp 23-24), es un medio nutritivo 

que se utiliza para medios hidropónicos y es una de las soluciones más utilizadas 

en el campo de la ciencia. 
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Las investigaciones que se han podido realizar en cuanto a la nutrición vegetal con 

medio nutritivo Hoagland han sido variadas. Se han podido determinar los 

elementos más importantes para la nutrición vegetal que son usados en cultivo 

hidropónico. Desde la creación del medio nutritivo Hoagland se han podido realizar 

una variedad de investigaciones para resolver problemas como la tolerancia a la 

salinidad y a los metales pesados. (Forde, Harper y Kochian, 2004, pp. 136-143). 

 Este medio de cultivo brinda a la planta una dosis adecuada de nutrientes tanto 

como macronutrientes y micronutrientes. Se utiliza mucho para ensayos con 

tomate y pimiento (Hoagland y Arnon, 1950, pp. 25-28).  

2.4.2 Murashige & Skoog 

Este medio de cultivo es utilizado en laboratorios para realizar cultivos celulares. 

Fue creado por dos científicos Murashige & Skoog (Tabla 3) con el objetivo de 

crear un regulador de crecimiento para las plantas (Daton, Iqbal y Turner, 1983, 

pp. 312-313). Está compuesto por macronutrientes, micronutrientres, vitaminas, 

sales orgánicas, azúcares y reguladores de crecimiento (Murashige y Skoog, 

1962, pp.184-185). El compuesto más importante de la solución es el nitrógeno 

que está compuesto por nitrato de amonio en este caso. Cuando la fuente de 

nitrógeno es suplementada de forma individual, afecta de forma negativa al 

crecimiento y a la generación de metabolitos (Ertola, 1994, pp. 111).  

2.5 Nutrición en plantas 

Los nutrientes minerales son aplicados a los cultivos para aumentar su 

rendimiento y calidad para distintos fines como lo son la agricultura, horticultura y 

aplicaciones ambientales. La nutrición de las plantas determina su tamaño y 

resistencia frente a distintos patógenos. Los minerales son una de las más 

importantes líneas de defensa para las plantas (Figura 7), (Huber y Haneklaus, 

2007, pp. 121-125).  
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Figura 7. Relación entre el crecimiento de la planta y la cantidad de nutrientes. 

 Tomado de (Brady y Weil, 2002, pp. 43).

2.5.1 Estrés nutricional de las plantas 

En muchos lugares del mundo existen los monocultivos y la aplicación de 

pesticidas es necesaria ya que las condiciones metabólicas de las plantas han 

cambiado debido al exceso o deficiencia de nutrientes (Barker y Pilbeam, 2015, 

pp. 31-39).  Esto genera un grave problema ya que se necesita una gran cantidad 

de energía y recursos, entre los más utilizados se encuentran el nitrógeno y el 

fosforo (U.S. Geological Survey, 2016, pp. 3). Las concentraciones de los 

diferentes macro y micro nutrientes varían dependiendo de la especie, debido a 

esto es muy importante el efecto de acumulación de minerales en los diferentes 

cultivos (Barker y Pilbeam, 2015, pp. 21-25).  

El primer paso para el diagnóstico de estrés se puede predecir observando el 

funcionamiento y rendimiento de la planta.  El estrés nutricional de las plantas se 

puede identificar de tres maneras: 1) análisis del suelo, 2) análisis de la planta, 3) 

observaciones visuales. Las primeras dos maneras de identificación son 

cuantitativas y la ultima es cualitativa (McCauley, Jones y Jacobsen, 2011, pp. 

243-256).
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La deficiencia ocurre debido a que algunos nutrientes esenciales no están 

disponibles para la planta y afecta sus condiciones y crecimiento y de defensa 

frente a los patógenos. Las deficiencias más comunes son las de nitrógeno (N), 

fosforo (P) y calcio (Ca) (McCauley, et al., 2011, pp. 257). 

Existen cinco categorías para determinar síntomas afectados por deficiencia de 

nutrientes: 1) retraso en el crecimiento, 2) clorosis foliar, 3) clorosis intervenal, 4) 

coloración rojo-purpura 5) necrosis (McCauley, et al, 2011,pp. 258). 

2.6 Calcio 

El calcio es un macronutriente esencial en las plantas (Steinhorst y Kudla, 2013, 

pp. 64-67). Los cambios en las concentraciones intracelulares del calcio controlan 

diversos procesos en los animales, plantas y levaduras. Una de sus funciones 

principales es actuar como mensajero intracelular en su forma iónica (Ca2+) y 

también forma parte de la pared celular y membranas (Kudla, Batistic y Kenji, 

2010, pp. 142-145).  La concentración basal en el citosol de las plantas es de 

aproximadamente 100-200 nM (Knight, 2000, pp 54-55). Otras funciones del calcio 

en las plantas están relacionadas con el alargamiento celular, regulación 

estomática, procesos metabólicos, fortalecimiento de la pared celular, protección a 

las plantas contra el estrés de temperaturas altas, y protección a la plantas contra 

enfermedades entre otras. Existen algunos factores que afectan la disponibilidad  

del calcio en las plantas, como el pH del suelo, la capacidad de intercambio 

catiónico o la existencia de iones competidores como el sodio (Na+), potasio (K+) o 

magnesio (Mg+2) (Steinhorst y Kudla, 2013, pp. 88-89). 

La movilidad del calcio se lleva a cabo en el xilema, y se realiza en conjunto con 

ayuda del agua; por lo tanto la absorción del calcio está relacionada con la tasa de 

transpiración de las plantas y los síntomas aparecen principalmente en las hojas 

jóvenes (White y Broadley, 2003, pp. 87-90). Cuando existen condiciones de 

humedad alta, frio o bajas tasas de transpiración se puede originar una deficiencia 
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de calcio. Otro factor que puede influir en la absorción del calcio es la salinidad del 

suelo, ya que disminuye la absorción del agua (McAinsh y Pittman, 2009, pp. 90). 

El calcio al ser un elemento esencial tiene un rol elusivo en las plantas. Uno de los 

roles más importantes del calcio es en la pared celular, la cual juega un papel 

esencial en la reticulación de residuos ácidicos de pectina (McAinsh y Pittman, 

2009, pp. 54). Otra función está en la membrana celular, en donde si hay un nivel 

bajo de calcio, aumenta la permeabilidad de la membrana. (Hepler, 2005, pp. 75).  

Cuando existe un estrés biótico como choque térmico, enfriamiento, sequía o 

salinidad, se da un incremento en la concentración del calcio en el medio 

intracelular. Por lo tanto, el calcio que se encuentra en el citosol actúa como un 

punto de convergencia para interactuar con diferentes señales (Bowler y Eluhr, 

2000, pp. 47-48). La homeostasis de calcio intracelular se encuentra modulada por 

las respuestas que la planta tiene frente a los patógenos (Bowler y Eluhr, 2000, 

pp. 49). Se sabe que el calcio es un posible mediador del SA, reportes indican que 

el calcio es esencial para el correcto funcionamiento del SA, en el proceso de 

defensa de las plantas (Kawano y Furuichi, 2007, pp. 11-13).  

Cuando existe un aumento en la concentración citosólica del calcio pueden ocurrir 

diversos tipos de respuestas; se dice que una elevada concentración de calcio 

puede actuar iniciando un proceso de señalización, codificando información 

específica ya que la célula tiene diversos mecanismos para incrementar la 

concentración de calcio citoplasmático gracias a la respuesta de las proteínas 

(Whalley y Knight, 2012, pp. 53-55). 

Los niveles adecuados de calcio para el crecimiento de las plantas en su hábitat 

natural son de 0.1 al 5 % de su peso seco (McAinsh y Pittman, 2009, pp. 243-245). 

La deficiencia de calcio es muy rara en la naturaleza, pero puede ocurrir en suelos 

con baja saturación de compuestos básicos o altos niveles de deposición ácida 

(White y Broadley, 2003, pp. ). Todo lo contrario ocurre en la agricultura, en donde 

la deficiencia de calcio afecta la productividad de los cultivos. Esto ocurre debido a 



21 

que el calcio no puede movilizarse de los tejidos viejos hacia los nuevos mediante 

el floema, dando como resultado el movimiento de calcio, el cual es dependiente 

de la transpiración (White y Broadley, 2003, pp. 90-91). 

Se ha observado también que los niveles bajos de calcio pueden verse asociados 

con la deficiencia de hierro. Esto incluye síntomas como crecimiento limitado de 

las raíces, necrosis de las hojas, debilidad de la pared celular, entre otras. Se han 

determinado dos aspectos importantes que tiene el calcio en las plantas: el 

primero es la estabilidad de la pared celular, en donde el calcio tiene un rol en el 

entrecruzamiento de los residuos acídicos de pectina; y el segundo es el sistema 

de la membrana celular, en donde niveles bajos de calcio incrementan la 

permeabilidad de la membrana plasmática (Hepler, 2005, pp. 77). 

Figura 8. Funciones biológicas del calcio (Ca2+), proteínas reguladoras de kinasasdurante el ciclo 

de vida de la planta.  

Tomado de (nature, 2005). 
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Estudios indican que el calcio y las especies reactivas de oxígeno, tienen en 

respuesta al estrés biótico y abiótico (Gilroy, Suzuji, Miller, Choi, Toyota, 

Devireddy y Mittler, 2014, pp.12-15). 

La homeostasis del calcio se mantiene gracias a proteínas de extrusión (ATPasas) 

y anti portadores de calcio. Esto se debe a que el calcio es toxico para la células 

eucarióticas, en concentraciones entre rangos de (50-100nM) (Bowler y Fluhr, 

2000, pp. 50).  

 El calcio posee un conjunto de sensores de proteínas que ayudan a detectar y 

decodificar información (Batistič y Kudla, 2011, pp. 85-90). Este conjunto de 

proteínas se denomina “EF hands”, que es un dominio de proteínas que está 

representado por las familias: calmodulina (CaM), “calmodulin-like protein” (CML), 

proteínas dependientes de kinasas (CDPK) (Figura 8) y calcineurina B (CBL). 

Todas estas familias de proteínas tienen la función de reconocer las señales en 

respuesta a la concentración de calcio y al efecto del mismo (Beneloujaephajri, 

Costa, L’ Haridon, Métraux y Binda, 2013, pp. 145-150).  

Se han establecido parámetros específicos en donde el calcio tiene afinidad a 

determinada concentración celular y sub celular; pero aún no se ha determinado la 

regulación de las proteínas implicadas en estos mecanismos (Batistič y Kudla, 

2011, pp. 89-91) 

 Las señales de transducción del calcio se dan en los siguientes pasos: 1) Los 

receptores de la membrana reciben señales 2) Se da la generación de mensajeros 

secundarios 3) Se realiza la fosforilación/ desfosforilación de proteínas que dan 

como resultado las señales para los factores de transcripción que regulan los 

genes y finalmente 4) tolerancia al estrés para la adaptación de la planta y otras 

respuesta fenotípicas (Batistič y Kudla, 2011, pp. 92). 

Según Beneloujaephajri y colaboradores (2013, pp.165), el calcio es un mensajero 

celular que efectúa señales si existe una lesión y se acumula en el citosol después 
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de haberse producido alguna lesión. Lo cual conlleva a cambios transitorios en las 

concentraciones de calcio, seguida de la activación de ROS y cambios en la 

oxidación celular.  

2.7 Actores hormonales en la defensa vegetal 

 Las plantas al contrario de los animales no pueden escapar de diversos factores 

ambientales como lo son el estrés osmótico, sequia, salinidad, bajas temperaturas, 

altas temperaturas, inundaciones, falta de nutrientes, exceso de metales pesados 

y radiación. (Ballare, 2014, pp. 325-326).  Esté estrés abiótico en las plantas da 

como resultado la producción de hormonas vegetales y metabólitos secundarios 

(figura 9) (Marshper, 2012, pp.75-77).  Estas intervienen en el proceso de 

crecimiento de las plantas y generan señales para que estás se puedan defender 

de los patógenos y diversos factores ambientales (Khan, Nazar, Iqbal, Anjum, 

2012, pp. 99-101). Las hormonas vegetales juegan un papel importante en la 

regulación de los procesos metabólicos, debido a que se producen respuestas a 

factores bióticos o abióticos (Pieterse et al, 2012, 56-58). Se han identificado 

diversos procesos en los cuales están implicados algunos componentes como lo 

son el ácido salicílico (SA), ácido jasmonico (JA) y el etileno (ET)  (Bary y Jones, 

2008, pp. 89-97)  
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Figura 9. Reguladores hormonales que están envueltos en la señalización después de un estrés 

biótico.  

Tomado de (ScienceDirect, 2008). 

Se han reportado que las rutas de defensa de SA y JA son antagonistas (Figura 

10) (Espoel, et al, 2003, pp. 157-159) (Lorenzo y Solano, 2005, pp. 213-215)

Figura 10. Antagonismo entre el SA y JA. 

Tomado de (ncbi, 2003).

2.8 Hormonas vegetales 

2.8.1 Ácido jasmónico 

El ácido jasmónico (figura 11) es parte de los jasmonatos, los cuales son 

ciclopentanonas que aumentan sus niveles gracias a las perturbaciones 

mecánicas, ataques de patógenos o infecciones. Se sabe que los jasmonatos 

actúan con mecanismos de defensa frente a diferentes tipos de estrés y 

patógenos. Este es un metil-éster que está regulado por la vía metabólica de los 
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jasmonatos que se genera a partir de ácido  α-linoleico (Pieterse et al, 2012, pp. 

59-61); también se regula gracias a los estímulos externos y a la expresión de

genes (Khan et al, 2012, pp. 102-103). El JA puede ser metabolizado a metil

jasmonato (MeJA), debido a la actividad de JA carboximetil transferesa (JMT)

(Pieterse et al, 2012, pp. 55-58); Gracias a mutantes de Arabidopsis se ha

comprobado el requerimiento que tienen las plantas para poder sobrevivir a

ataques de insectos y patógenos, así como para otras funciones metabólicas

(Cruz, Melgarejo y Romero 2009, pp. 232-234).

Las concentraciones de JA en las plantas varían a la función, tejido y estímulos 

externos (Jordán y Casaretto, 2006, pp. 65-67). Concentraciones mayores a 50 

µM inducen la senescencia en cultivos celulares. El JA influye en varios aspectos 

del crecimiento y desarrollo, este puede influenciar en la senesencia e inhibir la 

germinación (Creelman y Mullet, 1995, pp. 242-243). La senescencia incluye la 

pérdida de clorofila, degradación de proteínas en los cloroplastos como la rIbulosa, 

bifosfato carboxilasa, y la acumulación de nuevas proteínas (Creelman & Mullet, 

1995, pp. 243-244). Los niveles más altos de JA en tejidos de plantas se han 

reportado en flores y tejidos reproductores; mientras que los niveles más bajos se 

han encontrado en raíces y hojas maduras. La oxigenación de α-LeA es la primera 

etapa para la biosíntesis del JA (Wasternack y Hause, 2013, pp. 143-146).   El 

oxígeno es introducido en la posición C-13 por una lipooxigensa. Según Glauser, 

(2009, pp. 32-34). LOX2 es responsable de la formación de JA después de una 

lesión. 

Los tres compuestos principales en la señalización del ácido jasmonico han sido 

(COI1) insensible a la coronatina, jamonato resistente (JAR1) y jasmonato 

insensitivo (1MYC2) (Bari y Jones, 2008, pp. 138-140). Los cambios en la 

expresión de los genes son inducidos por concentraciones nanomolares y 

micromolares del JA/JAMe. Los jasmonatos derivan del ácido linoleico en un 

proceso lipooxigenasa dependiente (Turner, Ellis y Devoto, 2002, pp. 75-79).  
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Figura 11. Ruta biosintetica del JA. 

Tomado de (plantcell, 2002).

2.8.2 Ácido Salicílico 

El ácido salicílico (SA) es una molécula de señalización que se encuentra de 

manera natural en las plantas y está implicada en la respuesta al ataque de 

diferentes patógenos.  

El ácido salicílico (SA), es un compuesto fenólico derivado de la fenilalanina. Es un 

compuesto de origen lipídico y actúa como molécula señal que se encargan de dar 

señales a la planta mediante diversas situaciones de estrés (sequía, salinidad, 

patógenos, plagas y heridas). El SA es un importante regulador de crecimiento en 
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las plantas ya que afecta los procesos fisiológicos (Jordán y Casaretto, 2006, pp. 

131-134).

El SA es un metabolito primario sintetizado de ruta metabólica del corismato 

mediante dos distintas vías: fenilalanina amonio liasa (PAL) e isocorismato sintasa 

(ICS/SID2) (Pieterse, Van der Does, Zamiousdis, León-Reyes y Van Wees, 2012, 

pp.). Otros estudios proponen que el SA puede ser producido por la ruta del 

shikimato (Kawano y Furiuchi, 2007). Se dice que el ácido salicílico (SA), puede 

ser el responsable de dar origen a la muerte celular que se produce por la 

respuesta hipersensible (HR), SAR o expresión de genes de defensa (Cruz et al, 

2009). 

2.9 Sistema inmune de las plantas 

Las respuestas metabólicas son producidas por cambios en los niveles fosfatos, 

azucares u otros metabólicos. Estas respuestas se realizan para controlar el 

crecimiento y la distribución de los estomas. Entre los mensajeros más 

importantes para mediar la comunicación de las células se encuentran las señales 

eléctricas, moléculas de RNA, distintos compuestos volátiles como el metil 

jasmonato, diferentes tipos de péptidos y proteínas, reguladores de crecimiento 

como el ácido salicílico (SA), ácido jasmónico (JA), auxinas y ácido abscísico 

(Gilroy, Suzuji, Miller, Choi, Toyota, Devireddy y Mittler, 2014). 

 Las plantas tienen la capacidad de activar rutas metabólicas de defensa 

dependiendo del tipo de patógeno por las que se ven afectadas (Figura 9). El 

ácido jasmonico (JA) y el etileno (ET) dan respuesta al ataque de patógenos 

necrotróficos y el ácido salicílico es activado mediante la respuesta la patógenos 

biotróficos (León-Reyes et al, 2010). Los mecanismos de respuesta que son 

responsables en el reconocimiento y respuesta se ven envueltos entrecruzamiento 

de tres rutas metabólicas: JA, ET Y SA. Distintos elicitores son los responsables 

de la defensa entre estos se encuentran los carbohidratos polímeros, 



28 

glicopeptidos, glicoproteínas (Thakur y Singh, 2013). Después de la infección y la 

activación del elicitor este transmite señales y se da la producción de especies 

reactivas de oxigeno (AOS), fitoalexinas, compuestos fenólicos, depósitos de 

calosa, enzimas y proteínas PR, AOS permite que se dé una respuesta 

hipersensible (HR) en plantas que ya sido afectadas por el patógeno para 

posteriormente activar la respuesta sistémica adquirida (SAR) (Thakur y Singh, 

2013). 

Las plantas están expuestas a diversos tipos de factores estos pueden ser bióticos 

o abióticos. La activación de la defensa por parte de las plantas se da por

mecanismos de reconocimiento en la cual la planta determina la presencia del

patógeno (figura 13). Algunas sustancias como proteínas, carbohidratos y

hormonas actúan como inductores (Jones y Dangl, 2006).  Algunos estudios han

demostrado que las plantas son resistentes a diversos tipos de estrés. Las plantas

responden frente a los patógenos usando el sistema inmune innato el cual se

diferencia en dos ramas (Figura 8) (Perochon, Aldon, Philippe y Ranty, 2011).  La

primera reconoce receptores transmembrana (PRR, Pattern recognition receptors)

y responde a diversos tipos de microbios, estas moléculas se conocen como

“patrones moleculares asociados a patógenos” (PAMPs, Pathogen-associated

molecular patterns), estos inducen a la expresión de genes de defensa y la

segunda responde a patógenos con factores de virulencia (Jones y Dangl, 2006).

Estos se encuentran en el patógeno e inducen las respuestas de defensa de las

plantas mediante los genes R de resistencia. Los genes Avr son moléculas que los

patógenos expresan y ayudan a que ocurra la infección, que puede variar desde

microbios hasta efectores patogénicos. Con estas interacciones se da origen a

señales que conllevan a la expresión de genes asociados a la defensa vegetal

(Madriz, 2002).
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Figura 12. Modelo del sistema inmune de las plantas. 

Tomado de (nature, 2006).

La activación de la defensa inicia en el reconocimiento por parte de la planta hacia 

las moléculas efectoras de los patógenos. La resistencia basal se da por el 

reconocimiento de los PAMP (Figura 12). La resistencia sistémica adquirida (SAR) 

da una protección debido a una infección secundaria que ha tenido la planta, es 

decir la primera vez que la planta fue atacada genera una resistencia para 

protegerse ante una segunda infección (Steinhorst y Kudla, 2013, pp 165). Existen 

dos etapas: la primera consiste en la inducción que brindan las defensas a las 

células cercanas que se encuentran en donde se realizó el ataque del patógeno y 

la segunda es la inducción de las defensas de los tejidos que se encuentran lejos 

del foco de infección. Este tipo de respuesta se caracteriza por acumular proteínas 

tipo PR y reguladores de crecimiento (JA y SA) a nivel local y sistémico (Durrant y 

Dong, 2004, pp 342). Este indica que el análisis de los genes PR es un indicador 

de SAR. Los estudios en SAR inducidos con SA se han realizado en mutantes de 

Arabidopsis thaliana (Grant y Lamb, 2006, pp, 121).  
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Figura 13. Respuesta inmune primaria de la planta en la interacción planta-patógeno. 

Tomado de (ncbi, 2013).

La SAR puede ser inducida con una variedad de tratamientos incluyendo a 

patógenos (bacterias, virus y hongos) y sustancias químicas (acidbenzolar-S-

methyl, ASM); está es mediada por el ácido salicílico (Thakur y Singh, 2013). 

La resistencia inducida (IR) es un tipo de defensa que activa la expresión de los 

genes y cambios metabólicos que ocurren cuando la planta se ve enfrenta a algún 

tipo de estrés (Madriz, 2002, pp. 187). La capacidad de defensa de la planta 

aumenta cuando esta se encuentra estimulada frente a un patógeno se llama 

resistencia inducida (IR) (Van Loon et al., 1998, pp 321-322). La IR es un 

mecanismo que influye en cambios en el metabolismo que es provocada por la 

expresión diferencial de genes (Hutcheson, 1998, pp. 111). Esta respuesta 

requiere de algunas fitohormonas como el ácido jasmónico (JA) y etileno, (ET). La 

IR le da la capacidad a la planta de resistir futuros ataques de patógenos, insectos 

o condiciones ambientales extremas (Pieterse et al., 2012, pp 54-59). El

tratamiento con diferentes agentes como compuestos sintéticos, extractos de

plantas pueden inducir a la resistencia local y sistémica. ISR se da como resultado

de procesos de colonización de rizobacterias, jasmonatos y etileno.

 La respuesta sistémica adquirida (SAR) se activa debido a las defensas basales. 

Esta también requiere de la acumulación del (SA) a nivel local y sistémico y la 

expresión de los genes PR. (Grant y Lamb, 2006, pp. 65-68).  
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2.9.1 Interacción planta-patógeno: 

Las plantas se encuentran en constante contacto con diferentes organismos, estos 

pueden benéficos o patógenos; estas se ven afectadas por muchas enfermedades 

infecciosas que son causadas por patógenos, entre estos pueden estar los 

hongos, virus, bacterias y nematodos (Castelló, 2008, pp. 89-93). Se conoce que 

los mecanismos de defensa no solo son inducidos por barreras físicas como el 

cierre de estomas, mecanismos de lignificación y oclusión de haces vasculares, 

sino que la planta también produce compuestos antimicrobianos y proteínas 

relacionadas con la defensa. Se genera una respuesta hipersensible (RH) y se 

incrementa la actividad de peroxidasas y se provoca la muerte celular en la zona 

donde ha atacado el patógeno (Casassola, Soares, Martinelli, Ferrari y Ávila, 

2013, pp. 98-111). Las plantas normalmente se encuentran sanas gracias a estos 

mecanismos, sin embargo la especificidad que tienen las interacciones planta-

patógeno dependen mucho del genotipo del mismo y de la planta. Debido a que 

muchas especies de cultivares han sido modificadas genéticamente, nuevas razas 

de patógenos especificas han aparecido para cada cultivar (Madriz, 2002, pp. 

142).  El grado de patogenicidad se puede definir dependiendo del grado de daño 

que puede causar la enfermedad (Horsfall y Cowling 1980, pp. 15). 

3. CAPÍTULO III. DISEÑO DEL PLAN EXPERIMENTAL

Para el experimento se cultivaron 40 plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 por 

cada repetición con dos medios nutritivos (Murashige & Skoog y Hoagland) con 

sus diferentes tratamientos (Agua, Medio nutritivo, medio nutritivo sin calcio (-Ca), 

Medio nutritivo con exceso de calcio (5X) (+Ca) (Tabla 2). Se realizaron dos 

repeticiones biológicas y dos repeticiones científicas. 
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Tabla 2. 

Experimento con la línea Col-0 para elegir el mejor medio nutritivo. Se realizará un control agua 

destilada, y se suministrarán los medios nutritivos Murashige & Skoog y Hoagland con sus distintos 

tratamiento. MS, MS(-Ca), MS (+Ca) y HA, HA (-Ca), HA (+Ca). 

Control 

Agua 

MS MS (-Ca) MS(+Ca) Control 

Agua 

HA HA (-Ca) HA (+Ca) 

5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 

5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 5 plantas 

Para la evaluación de los datos se realizaron los cálculos con método de Livak 

(Livak, 2001, pp. 172), el cual es un factor cuantificable. Se realizó un promedio 

entre las dos repeticiones para determinar el error mediante gráficos y 

posteriormente se eligió el mejor medio nutritivo para aplicarlo a la línea mutante 

coi1-21.Finalmente se analizarán los datos con el test de Shapiro-Wilk para 

determinar si los datos tienen una distribución normal y elegirá una prueba 

estadística no paramétrica para su análisis. 

3.1 Variables dependientes 

Delta delta cq de los genes (PR1, LOX2, VSP2 y PDF1.2) 

3.2 Variables independientes: 

Medio nutritivo (Murashige & Skoog y Hoagland) 

Tratamientos (agua, dieta óptima, dieta óptima sin calcio, dieta óptima con exceso 

de calcio 5X), ver en anexos 1-6.  

Días de recolección (24 horas y siete días). 

Tratamientos con Murashige & Skoog Tratamientos con Hoagland 
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3.3 Diagrama de flujo 

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso experimental.

Obtención del material vegetal: siembra de las semillas Col-0 en arena 
lavada y estéril, crecimiento de las plantas por siete semanas con agua 

destilada y Hoagland.  

Lavado de las plantas con agua destilada por una semana. 

Aplicación de los diferentes medios nutritivos Murashige & Skoog  y 
Hoagland (agua, dieta óptima, dieta óptima sin calcio, dieta óptima con 

exceso de calcio 5X) 

Extracción de RNA, cDNA y análisis de la expresión génica mediante q-
RTPCR con los genes PR1, LOX2, VPS2, PDF1.2 

Obtención del material vegetal de la línea mutante coi1-21 y lavado con 
agua destilada por siete días 

Aplicación de medio nutritivo Murashige & Skoog (agua, dieta óptima, 
dieta óptima sin calcio, dieta óptima con exceso de calcio 5X)  

Recolección de las plantas: 1 día y siete días después de aplicados los 
tratamientos. 

Análisis estadístico 

Extracción de RNA, cDNA  y análisis de la expresión génica mediante q-
RTPCR con los genes PR1, LOX2, VPS2, PDF1.2 

Recolección de las plantas: 1 día y siete días después de aplicados los 
tratamientos. 
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4. CAPÍTULO IV. PROCEDIMIENTOS:

4.1 Población y muestra 

Se utilizó la especie Arabidopsis thaliana (L) Heynh Col-0, la cual es de tipo 

silvestre. Para esta etapa se cultivaron 80 plantas para cada repetición con un 

periodo de crecimiento de siete semanas. La primera repetición se dividía en 40 

plantas (Tabla 2 y figura 15) para aplicar los diferentes medios nutritivos 

(Murashigue & Skoog y Hoagland) con sus diferentes tratamientos (agua 

destilada, medio nutritivo, medio nutritivo sin calcio (-Ca), medio nutritivo con 

exceso de calcio 5X (+Ca)) (Figura 15), se recolectaron 40 plantas 1 día después 

de aplicados los medios nutritivos, luego se recolectaron las otras 40 después de 7 

días. Después de haber realizado las dos repeticiones se procedió a sembrar la 

línea mutante coi1-21, se sembraron 20 plantas para cada repetición y se procedió 

a realizar a aplicar el medio nutritivo MS con los distintos tratamientos.  

Figura 15. Tratamientos con Murashige &Skoog y Hoagland.

4.2 Materiales y métodos para la obtención de los datos y evaluación 

estadística de los resultados: 

Las plantas fueron cultivadas en vasos de 3 onzas, se usó arena de río a la cual 

se le dio un lavado previo con agua destilada y se la autoclavo. Después de esto 
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se midió la conductividad para comprobar que esta no sea alta y el experimento 

sea factible. Para la siembra de las semillas Col-0, se colocaron las 80 semillas en 

dos vasos de plástico y estuvieron 3 días a 4°C, luego de eso comenzó la 

germinación de las plantas y fueron trasplantadas al día 15. Por consiguiente las 

plantas crecieron 5 semanas más, a la séptima semana se realizó por 7 días  un 

lavado con agua destilada y se midió la conductividad la cual debía ser menor a 

200 μS y se  precedió a suministrar los tratamientos, finalmente se procedió a 

obtener el material vegetal para su análisis.  

Se realizaron dos medios nutritivos (Murashige & Skoog y Hoagland), en las 

cuales se realizarán cuatro controles diferentes (Sin nutrientes (agua destilada), 

medio nutritivo óptimo, medio nutritivo con deficiencia total de calcio (-Ca) y medio 

nutritivo con exceso de calcio 5X (+Ca), (ver anexos 1-6). Para la aplicación de los 

tratamientos se lavaron las plantas por una semana con agua destilada y se midió 

su conductividad (tabla 3). Luego se procedió a ajustar el pH de los tratamientos a 

6.5. 

Tabla 3. 

Conductividad de los tratamientos. 

Tratamiento Conductividad 

Agua destilada 0.5 μS 

MS 3.850 μS 

MS (-Ca) 3.430 μS 

MS (+Ca) 3,450 μS 

HA 1.259 Μs 

HA (-Ca) 3.590 μS 

HA (+Ca) 3.900 μS 
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4.2.2 Extracción de RNA 

Se tomaron 5 plantas por cada tratamiento y molieron las plantas completas de 

Arabidopsis thaliana (L) Heynh con nitrógeno líquido hasta llegar a un polvo muy 

fino. Se transfirió el polvo congelado a un tubo Eppendorf pre-enfriado hasta llenar 

el tubo hasta más de la mitad, se añadió 650 μL de tampón de extracción 

(calentado a 50 º C para disolver el SDS). Posteriormente se añadió 0,5 ml de 

fenol/cloroformo / alcohol isoamílico en la campana de extracción y se colocó en el 

vórtex por 30 segundos. Se centrifugo durante 3 minutos a 14 000 rpm a 4 ºC en y 

se transfirió la fase acuosa (fase superior) a un nuevo tubo Eppendorf, sin tomar 

nada de la interfase. Se desechó la fase de fenol (fase inferior) en el contenedor 

de residuos de fenol y el tubo en el recipiente de residuos sólidos fenol. Se añadió 

de nuevo 0,5 mL de fenol / cloroformo / alcohol isoamílico y se agito 

enérgicamente. Luego se centrifugo durante 3 minutos a 14 000 rpm  y a 4ºC. Se 

transfirió la fase acuosa (fase superior) a un nuevo tubo Eppendorf y se añadió 0,5 

mL de cloroformo / alcohol isoamílico (24:1) y se agito enérgicamente luego se 

centrifugo durante 1 minuto a 14 000 rpm a 4ºC. Después de la centrifugación, la 

fase acuosa debe ser clara. Posteriormente se transfirió la fase acuosa (superior) 

a un nuevo tubo Eppendorf y se añadio 1/3 volumen de LiCl 8M (aprox. 150 ul). Se 

desechó la fase inferior en el contenedor de residuos de fenol, se mezclo bien y se 

incubó a 20 º C durante toda la noche o un fin de semana. Al día siguiente se 

centrifugo durante 20 minutos a 14 000 rpm a 4 C º, se eliminó el sobrenadante y 

se añadió 0,5 mL de etanol al 70% (-20 º C) y se mezcló suavemente para lavar 

luego se centrifugo durante 1 minuto a 14 000 rpm a 4 º C. Se eliminó el 

sobrenadante incluyendo también las pequeñas gotitas en el lado del tubo. Se 

dejo boca abajo el tubo para que el etanol se evapore (aprox. se demora en 

evaporarse 15 minutos). Se añadió 400 μL de Agua MiliQ o Agua PCR y mantuvo 

en hielo o a 4ºC durante al menos 0.5-1 hora para permitir que el sedimento de 

ARN se hidrate. Se disolvió el precipitado de ARN por vórtex. Luego se añadió 40 

ul de NaAc (Acetato de sodio) pH 5,2 y 1 ml de etanol al 96% (-20 º C) y se incubo 
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por lo menos 20 minutos a -80 º C o 60 minutos a -20 º C (recomendable 60 

minutos a -80 º C). Posteriormente se centrifugo durante 4 minutos a 14 000 rpm a 

4 º C; se eliminó el sobrenadante y se lavó el precipitado con 400 μL de etanol al 

70% (-20 º C). Posteriormente se centrifugo durante 3 minutos a 14 000 rpm a 4 º 

C. Se secó el pellet brevemente en la SpeedVac ADN durante 1 minuto o dejar

boca abajo el tubo para que el etanol se evapore (aprox. se demora en evaporarse

15 minutos). Finalmente de disolvió el precipitado en 25 μL de H2O MQ o H2O

PCR y se determinó la concentración en el nanodrop y se realizaron los

respectivos cálculos para tener la concentración de (1 ug) de cada muestra de

RNA.

4.2.3 Geles de agarosa 

Se colocó 1.2 gramos de agarosa y 60 ml de TAE 1 X, se dejó hervir y 

posteriormente se dejó enfriar para colocar 2 ul de SYBER SAFE y se dejó 

gelatinizar. Finalmente se cargó el gel con cada una de las muestras y se dejó 

correr por 50 minutos a 80 voltios, 200 de corriente, 200 watts en el equipo 

ZOOM® Dual Power (ANEXO 8). 

4.2.4 Tratamiento con DNase I, Amplification Grade (INVITROGEN) 

Se colocó 1 μL de RNA (1ug), 1 μL de DNase I, Amp Grade (100 U) y 1 μL de 10X 

DNase I Reaction Buffer (1000 μL), luego se aforo hasta llegar a 10 μL con agua 

PCR y se dejó 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se colocó 1 μL 

de EDTA (200 μL). y se colocó en el termociclador MULTIGENE (LabNet) por 10 

min a 65°C y se guardó a -80 °C  

4.2.5  Transcripción reversa cDNA. 

 Se utilizó es Reverse Transcription System de Promega. Primero se colocó 1 μL 

de RNA (1ug), 1 μL de Oligo(dT)15 Primer (0.5µg/µl) y 3 μL de Nuclease-Free 

Water, posteriormente se mezcló en el vortex y se puso los tubos en el 
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termociclador MULTIGENE (LabNet) a 70 °C por cinco minutos, luego se puso en 

el racket frio por 5 minutos, se centrifugó por 10 segundos y se guardó a 4°C. 

Para la preparación del súper mix se tomaron los valores mostrados en la tabla 4 

Luego de preparar de súper mix se colocó 15 μL a cada una de las muestras que

se realizaron anteriormente. Posteriormente se colocó en el termociclador las 

muestras a 25°C por 5 minutos, 42°C por 1 hora y 70°C por 15 minutos. 

Tabla 4. 

Super mix para reacción de cDNA 

Reactivo Cantidad μL

Buffer 5X 4 μL 

MgCl2, 25Mm 3 μL

dNTP Mixture 1 μL 

Recombinant RNasin® 0,5 μL

AMV Reverse Transcriptase 1 μL

Agua (nucleotide free). 5.5 μL

Total 15 μL 

4.2.6 q RTPCR 

Se realizó con master mix por cada primer y se colocaron los siguientes valores 

por cada reacción (tabla 5) se colocaron las muestra en el PRIMEQ 

(Desnaturalización: 95°C por 10 minutos; Amplificación: 95°C por 15 seg, 55°C por 

30 seg y 72°C por 30 seg: Tm: 60°C-95°C). Y se analizaron los datos con el 

programa QuantaSoft Software de Biorad. Finamente se calculó en valor de delta 

delta cq con el método de Livak (Livak, 2001, pp. 172). Se utilizó el gen UBI-10 

como gen constitutivo (Ver anexo 8). 
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Tabla 5. 

Concentraciones de reactivos por cada reacción. 

Reactivo Cantidad μL 

SsoFast™ EvaGreen® Supermix 7,5 μL 

Foward primer 0,45 μL

Reverse primer 0,45 Μl 

Agua PCR 5,1 μL

Cdna 1,5 Μl 

Total 15 Μl 

4.3 Evaluación estadística de los resultados 

La evaluación estadística de los resultados se realizó con la prueba no 

paramétrica de Kruskal-Wallis. Se determinará de esta manera si los datos tienen 

diferencias significativas entre grupos ((Agua, MS, MS (-Ca) y MS (+Ca)) y (Agua, 

HA, HA (-Ca) y HA (+Ca). Se escogerá uno de los dos medios nutritivos para 

aplicación de la línea mutante.  Se realizó el test de Shapiro-Wilk el cual se utiliza 

para determinar si una población presenta una distribución normal, este contiene 

dos hipótesis: Ho: Los datos tienen una distribución normal; H1: Los datos no se 

ajustan a una distribución normal. (Rial y Varela, 2008, 65-67).  

El test de Kruskall-Wallis es una prueba no paramétrica que determina los datos 

provenientes de la misma población. Si el valor de significancia es < 0.05 se 

acepta la hipótesis nula, si es menor se rechaza la hipótesis nula y se concluye 

que los datos no tienen una distribución normal. Tiene dos hipótesis: Ho: no hay 

diferencias significativas entre los grupos. H1: Hay diferencias entre los grupos 

(Yarnold y Soltysik, 2013, pp. 342-345). 
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5. CAPÍTULO V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN:

5.1 Análisis preliminar de la expresión génica en Col-0.

La expresión de los genes de defensa nos permite comprender los procesos que 

ocurren en las plantas que están relacionados con la tolerancia y el estrés frente a 

diferentes situaciones que pueden afectarlas. Gracias a los estudios con plantas 

de Arabidopsis thaliana se pueden elaborar modelos de naturaleza predictiva que 

nos permiten entender mejor el manejo adecuado de los cultivos. La nutrición 

vegetal es un factor muy importante para la agricultura, este se refiere al 

suministro, absorción, disponibilidad, translocación y la utilización de la materia 

orgánica (Fageria, 2009, pp.111-114). 

Los Figura 16 indica que los todos los genes tuvieron expresión con una dieta 

optima frente al control agua al día uno y al día siete. Los datos indican una dieta 

sin calcio vs la dieta óptima tiene una disminución a las 24 horas menos en el gen 

LOX2, siete días; PR1, siete días; PDF1.2 siete días (figura 16, B). Por otro lado 

se observa que con MS (+Ca) la expresión de los genes LOX 2 y PDF1.2 aumenta 

a las 24 horas (Figura 15, B y D) y se mantiene la expresión solo en el gen PDF1.2

mientras que con el gen LOX2 disminuye, hay una diferencia significativa en la 

expresión de los genes LOX2 y PDF1.2 con MS (+Ca) vs los otros tratamientos. 

Se puede observar que a los siete días la expresión de los genes de defensa 

aumenta en el gen PR1 y disminuye en el gen LOX2, esto demuestra un efecto 

antagónico entre los genes. En cuando al gen VSP2 a las 24 horas la expresión de 

los tres tratamientos es igual menos con la dieta optima, al contrario a los siete 

días de aplicada la dieta los tratamientos con MS, MS (-Ca) y MS (+Ca) la 

expresión aumenta.  
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Figura 16. Expresión relativa de los genes. 

(A): PR1, (B): LOX2, (C): VSP2, (D): PDF1.2 con medio nutritivo Murashigue & Skoog (MS). Agua, 

MS( Murashige & Skoog), MS (-Ca):  Murashige & Skoog sin calcio, MS (+Ca): Murashige & Skoog 

con exceso de calcio 5X). 
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Figura 17. Expresión relativa de los genes 

 (A): PR1, (B): LOX2, (C): VSP2, (D): PDF1.2 con medio nutritivo Hoagland (HA). Agua, HA: 

hoagland, HA (-Ca): Hoagland sin calcio, HA (+Ca): Hoagland exceso de calcio 5X.  
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La Figura 17 nos indica que existe una expresión con el cambio de agua a dieta 

nutritiva en todos los genes a las 24 horas y siete días, menos en el gen PR1 y 

PDF1.2 a las 24 horas. Se puede observar que con dieta sin calcio también existe 

una expresión esto sucede en todos los genes a 24 horas y siete días. Con una 

dieta con exceso de calcio en todos los genes existe una expresión menos en el 

gen LOX2 a los siete días. Se puede observar un efecto antagónico entre el gen 

PR1 y el LOX2 a los siete días de aplicada la dieta al igual que en la dieta MS. El 

gen VSP2 tuvo una expresión con un tratamiento con exceso de calcio a las 24 

horas. El análisis estadístico de Kruskal-Wallis dio como resultado que los datos 

no tienen diferencias significativas entre los grupos. Se determinó como 

tratamiento para la inducción de los genes defensa la dieta nutritiva MS ya que se 

observó que con el tratamiento de calcio 5X se observa una mayor expresión.  

Se puede observar que la aplicación una dieta rica en nutrientes sea esta 

Murashige & Skoog o Hoagland induce a las rutas del JA y SA (Figura 16 y Figura 

17) se ve una expresión con la dieta óptima y dieta sin calcio, pero la expresión

aumenta con la aplicación de esta misma dieta con exceso de calcio 5X. Esto se

pudo comprobar debido a que se efectuó la expresión de los genes marcadores de

la rutas del SA y JA independientemente de la dieta utilizada a las 24 horas.

La expresión del gen LOX2 se dio en la dieta de Murashige & Skoog con exceso 

de calcio 5X, este gen es muy importante ya que es un intermediario en la 

producción de JA (Bell et al, 1995). Al acumularse JA, este da una protección a la 

planta ya que se activa la resistencia sistémica inducida (ISR). Esta depende de 

los reguladores de crecimiento JA y ET. Se puede observar una gran diferencia en 

el gen LOX2, dieta MS (figura 16, B). Comparando la expresión de los demás 

genes a las 24 horas y siete días, se observa que en el gen LOX2 a las 24 horas 

aumentó y a los siete días disminuyo. Hay evidencia que el gen LOX2 está 

implicado en la formación de compuestos volátiles (GLVs), aparte de participar en 
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la formación del JA. Los GLV son aldehídos alifáticos de seis carbonos y ésteres, 

que poseen una actividad antimicrobiana y se utilizan como línea directa de 

defensa contra patógenos que intentan atacar a la planta. (Mochizuki, Sugimoto, 

Koeduka y Matsui, 2016, pp.82-85). 

 La expresión de los genes PDF1.2 y LOX2 con una dieta de exceso de calcio 5X 

con las dos dietas nutritivas (figura 16 y figura 17), confirman que existe una 

inducción en la ruta de defensa del JA. Según (Borja, 2013, pp. 42-43) un 

tratamiento con exceso nutricional de calcio induce a la expresión del gen PDF1.2

en la línea Col-0 y una deficiencia de calcio suprime la expresión. Se pudo 

comprobar esta afirmación ya que un exceso de calcio induce la activación de la 

ruta del JA a través de sus genes marcadores PDF1.2 y LOX2. Esto da un indicio 

de que con la aplicación de un medio de cultivo con exceso de calcio (5X) las 

plantas son capaces de resistir a una infección mediada por patógenos 

necrotróficos como Alternaria spp o Botrytis cinerea. 

Los genes LOX2 y VSP2 los cuales están implicados en la formación del JA, se 

expresaron de distinta manera frente un medio nutritivo con exceso de calcio (5X). 

Se sabe que estos genes están controlados por el mismo factor de transcripción 

MYC2, y debido a que el gen VSP2 tiene su función en tejidos definidos mientras 

que el LOX2 forma compuestos bioactivos en todos los tejidos (Mochizuki, 

Sugimoto, Koeduka y Matsui, 2016, pp 82-85). Debido a esto la función de cada 

gen puede estar relacionada con el nivel de expresión ya que se localizan en 

diferentes tejidos.  

Por otro lado, el SA tiene un rol muy importante en la defensa de las plantas ya 

que existe una respuesta frente al ataque de patógenos biotróficos y hemi-

biotróficos, y  es ahí donde se activa del gen PR1 y desencadena la SAR (Verhage 

et al, 2010, pp. 537-540) Según Spoel y colaboradores (2003, pp. 157-159), el SA 

se acumula después de la infección del patógeno, como resultado de esto se 

produce la expresión de la proteína NPR1, la cual se localiza en el núcleo e 
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interactúa con los factores de transcripción TGA, dando como resultado la 

activación de los genes PR. Como ya se sabe, estas proteínas intervienen en la 

inhibición del crecimiento y detienen la multiplicación de patógenos; estudios han 

demostrado que aplicaciones exógenas de SA dan como resultado la acumulación 

de las proteínas PR y la activación de la SAR (Iris et al, 1996, pp 65-78). Este 

mecanismo afecta la expresión de los genes de respuesta al JA. Esto sólo se pudo 

comprobar con el análisis del gen LOX2 con las dos dietas nutritivas a los siete 

días de aplicación. Esto nos lleva a intuir que el efecto antagónico se produce 

cuando ya han pasado varios días desde la aplicación del medio nutritivo. Se sabe 

que el proceso que el proceso de señalización antagónica entre el SA y el JA 

dependen den parcialmente de NPR1, SSI2, MAPK4 y de los factores de 

transcripción WRKY (Ballaré, 2011, pp 131). 

Con estos resultados, se evidencia la activación del gen PR1 con la aplicación de 

las dos dietas nutritivas, aunque no se evidencia una diferencia significativa con 

los diferentes tratamientos. Esto indica que el calcio no afectó a la expresión del 

gen PR1, pero una dieta rica en nutrientes si es influyente en la expresión y por 

ende podría tratarse de una activación de la SAR.  

En una dieta sin calcio no se expresan los genes LOX2 ni PDF1.2, como en la 

dieta con exceso de calcio (Figura 16, grafico B y D), lo cual indica que la 

deficiencia en calcio de la dieta afecta el funcionamiento de la membrana celular, 

permitiendo la fuga de solutos orgánicos e inorgánicos a través de la bicapa 

lipídica. Esto pone en riesgo los procesos metabólicos de la planta y por ende la 

expresión genética (Lawrence et al, 2005, pp. 76-79).  

Se puede observar que la aplicación de una dieta rica en nutrientes sea esta 

Murashige & Skoog o Hoagland, induce la activación de las rutas del JA y SA 

(Figura 16 y Figura 17). Se puede observar una expresión con la dieta óptima y 

con la dieta sin calcio, aunque esta aumenta con la aplicación de esta misma 
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dieta, pero con exceso de calcio. Esto se pudo comprobar debido a que se 

evidenció la expresión de los genes marcadores de la rutas del SA y JA.  

Se ha demostrado que las rutas metabólicas del SA y JA actúan conjuntamente 

(Pieterse, Ton y Van Loon, 2001, pp. 45-46). Este mecanismo provee a la planta 

una mejor defensa contra el patógeno invasor. Un estudio llevado a cabo por Van 

Wees, y colaboradores (2000, pp. 54-55), demostró que las plantas que expresan 

SAR e ISR independientemente, tienen una reducción relativa de los síntomas 

entre en 40-60%, mientras que esta reducción se aumenta cuando ISR y SAR se 

expresan simultáneamente. En este estudio se concluyó que las plantas son 

capaces de activar respuestas de defensa dependientes de las rutas del SA, JA y 

etileno al mismo tiempo, sin tener efectos antagonistas y protegiéndose de los 

patógenos con la activación simultanea de la ISR y SAR, lo cual puede mejorar el 

control de la enfermedad. Según Van der Does y colaboradores, el efecto 

antagónico del SA sobre el JA afecta en las funciones de transcripción de genes 

en el complejo SCFCOI1-JAZ, además encontraron que la GCC-box es suficiente 

para la activación la ruta del JA y la supresión de la SAR y sugieren que el 

entrecruzamiento de las rutas de defensa SA/JA es mediada por la acumulación 

de ORA59. Según Moya, plantas de Arabidopsis thaliana con una dieta de exceso 

de calcio, presentaron una activación en los genes PR-1 y LOX2. También se 

pudo observar una ligera activación con una dieta sin calcio. 

Con estos resultados se ha demostrado que cuando una planta pasa de estar sin 

nutrientes por una semana y se le suministran nutrientes los genes que están 

involucrados en la formación del JA y SA se expresan. Lo mismo ocurre con un 

medio nutritivo con exceso de calcio, pero la expresión de los genes LOX2 y 

PDF1.2 es mayor. Esto afirma a (Knight, 2002, pp 54-55) el cual dice que el calcio 

es un macronutriente muy importante en la defensa de la planta frente a factores 

abióticos y bióticos, este también contribuye en el desarrollo de nuevas células, 

formación de la pared celular, síntesis de calosa, transductor de señales y existe 

evidencia fuerte de que activa genes que están involucrados en la síntesis de 
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proteínas de resistencia (Lawrence et al, 2005, pp. 76-79). Por lo tanto se confirma 

con esta investigación que el calcio es un elemento influyente en la expresión de 

los genes de defensa. 

5.2 Análisis de la expresión génica con la línea mutante coi1-21 

Los resultados del mutante coi1-21 (figura 18) indican que la aplicación de una 

dieta nutritiva expresa los genes de defensa independientemente de si esta tiene 

los nutrientes óptimos, una dieta sin calcio o un exceso de calcio (5X). Se puede 

ver que en los genes dependientes de la ruta del JA existe una expresión menor 

que con los tratamientos con una dieta optima y una dieta sin calcio. Por otro lado 

se observa que la expresión del gen PR1 existe una expresión con los tres 

tratamientos pero éste aumenta con un exceso de calcio. En el anexo 9 se puede 

observar la comparación entre la expresión relativa del gen PR1 entre la línea Col-

0 y coi1-21, se observa que la expresión en la línea col-0 es mayor a coi1-21 en el 

tratamiento MS, mientras que MS (+Ca), aumenta en coi1-21. También se puede 

ver que con un tratamiento MS(-Ca). 

En el anexo 10 y 12, con el tratamiento MS (+Ca) se puede observar que los 

genes LOX2 y PDF1.2 no tienen expresión alguna en la línea coi1-21 y en Col-0 el 

gen LOX2 el delta delta cq es de 100 y en PDF1.2 es de 26. Este resultado 

comprueba resultados obtenidos con la línea silvestre Col-0, ya que en este 

ensayo la aplicación de una dieta nutritiva no afecta la expresión génica de los 

genes dependientes de JA. Esto se puede afirmar, ya que la línea coi1-21 posee 

sensibilidad reducida al ácido jasmónico JA (He, Yijian, Hubert, Tornero y Dangl, 

2012, pp 65-69), (Van Loon, 2009, pp. 135-140).  
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Figura 18. Análisis de la expresión relativa de los genes

(A): PR1, LOX2, VSP2, PDF1.2 en la línea mutante coi1-21 con una dieta Murashigue & Skoog a 

las 24 horas. 
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5.3 Análisis estadístico 

Al realizarse la prueba de normalidad con el test de Shapiro-wilk en la línea Col-0 

y en la línea mutante coi1-21 con las distintas dietas utilizadas, dio como resultado 

la aceptación de la hipótesis alternativa es decir que los valores obtenidos en el 

experimento no se ajustan a una distribución normal. Por lo tanto se utilizó la 

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. 

La prueba de Kruskall-Wallis dio como valor de significancia < 0.05, para todos los 

ensayos realizados con sus distintos tratamientos en la linea Col-0 (24 horas y 

siete días) y el mutante coi1-21 (24 horas y siete días) por lo tanto se aceptó la 

hipótesis nula la cual afirma que no hay diferencias significativas y los diferentes 

tratamientos son estadísticamente significativos. Los valores que arrojo el análisis 

de datos en la q-RTPCR son datos confiables. 
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

6.1 Conclusiones: 

La nutrición induce a expresión de los genes de defensa de las rutas del JA y SA, 

eso quiere decir que existió una activación de la SAR e ISR  independientemente 

del medio nutritivo que se suministre, por otro lado el tiempo exposición de 24 

horas del medio nutritivo aumenta la expresión de los genes de defensa en todos 

los tratamientos.  

Una dieta sin calcio con medio nutritivo MS disminuye la expresión de los genes 

de defensa PR1, VSP2, PDF1.2, mientras que una dieta con calcio aumenta la 

expresión del gen LOX 2 a las 24 horas con las dos dietas nutritivas y el gen 

PDF1.2 tuvo más expresión que todos los genes con medios nutritivos MS y 

Hoagland a las 24 horas y a los siete días. La aplicación de nutrientes a las 

plantas dio como resultado una expresión de los genes de defensa pero en calcio 

potencia esta expresión.  

Existe un antagonismo entre las rutas metabólicas SA y JA siete días después de 

aplicados los medios nutritivos. El medio nutritivo MS fue el que dio mejores 

resultados ya que se ve mejor la diferencia de la expresión génica en Arabidopsis

thaliana. 

La línea mutante coi1-21, dio resultados favorables ya que la ruta de defensa del 

JA se vio suprimida.  

6.2 Recomendaciones 

Analizar más líneas mutantes como ein2 o líneas mutantes que tengan 

mutaciones en los trasportadores de calcio.  
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Realizar un ensayo con el gen PR4 el cual está relacionado con la ruta del ET. 

Realizar más repeticiones biológicas. 

 Utilizar otro gen constitutivo. 

Realizar una prueba con ácido salicílico en el mutante coi1-21. . 

Medir los niveles de calcio en las plantas.  

Realizar ensayos con Botritis spp en qRT-PCR.  
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TABLAS 

ANEXO 1: Solución óptima Murashige &Skoog 

 Dieta optima Elementos g/L 
Solución stock: 2XMACRO, 
HIERRO 100X, MICRO 200x DE 400 mL  

Macros NH4NO3 1,65 3,3 

KNO3 1,9 3,8 

CaCl2.2H2O 0,44 0,88 200 

MgSO4.7H2O 0,37 0,74 

KH2PO4 0,205 0,41 

Micros MnSO4.H20 0,022 4,4 

ZnSO4.7H2O 0,0086 1,72 

H3BO3 0,0062 1,24 

KI 0,00083 0,166 2 

Na2MoO4.2H20 0,00025 0,05 

CuSO4.5H2O 2,5000E-05 0,005 

CoCl2.6H2O 0,000025 0,005 

Hierro FeSO4.7H2O 0,0278 2,78 4 

Na2EDTA.H20 0,03724 3,724 
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ANEXO 2: Solución sin calcio Murashige &Skoog 

 Dieta con 
deficiencia de 
calcio Elementos g/L 

Solución stock: 
2XMACRO, HIERRO 
100X, MICRO 200x Solución de 400 ml 

Macros NH4NO3 1,8 3,6 

KCl 0,4 0,8 

KNO3 1,5 3 

Ca(OH)2 0 0 200 

CaCl2.2H2O 0 0 

MgSO4.7H2O 0,37 0,74 

KH2PO4 0,205 0,41 

Micros MnSO4.H20 0,022 4,4 

ZnSO4.7H2O 0,0086 1,72 

H3BO3 0,0062 1,24 

KI 0,00083 0,166 2 

Na2MoO4.2H20 0,00025 0,05 

CuSO4.5H2O 0,000025 0,005 

CoCl2.6H2O 0,000025 0,005 

Hierro FeSO4.7H2O 0,027 2,7 4 

Na2EDTA.H20 0,03724 3,724 
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ANEXO 3 : Solución con exceso de Calcio Murashige &Skoog 

 Dieta con 
exceso de 
calcio 5X Elementos 

Para 
preparar 1 
litro 

Solución stock: 
2XMACRO, HIERRO 
100X, MICRO 200x DE 400 mL 5X 

Macros NH4NO3 1,61 3,22 

KCl 0 0 

KNO3 2,021 4,042 

Ca(OH)2 0,371 0,742 200 

CaCl2.2H2O 0,4 0,8 

MgSO4.7H2O 0,37 0,74 

KH2PO4 0,205 0,41 

 Micros MnSO4.H20 0,022 4,4 

ZnSO4.7H2O 0,0086 1,72 

H3BO3 0,0062 1,24 2 

KI 0,00083 0,166 

Na2MoO4.2H20 0,00025 0,05 

CuSO4.5H2O 2,50E-06 0,0005 

CoCl2.6H2O 0,000025 0,005 

Hierro FeSO4.7H2O 0,027 2,7 4 

Na2EDTA.H20 0,03724 3,724 
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ANEXO 4: Solución óptima Hoagland 

Dieta 
optima 

Elementos 

  Concentración 
de las soluciones 

madres (gr/L) 
Para preparar la 

solución Solución 1 L 

Macros 2M KNO3 202 2,5 0,505 

2M Ca(NO3)2x4h20 
(0.5)L 236 2,5 1,18 

Hierro quelado  
C10H13FeN2O8 15 1 0,015 

2M MgSO4x7 H20 493 1 0,493 

1M NH4NO3 80 1 0,08 

1M KHPO4 (Ph to 6.0 
con 3MKOH 136 0,5 0,068 

Micros 
H3BO3 2,86 0,00143 

MnCl2 x 4H20 1,81 0,000905 

ZnSO4 X7h20 0,22 0,5 0,00011 

CuSO4 0,051 0,0000255 

H3MoO4 x H20 or 
Na2MoO4 Xh20 0,09 0,000045 

Na2MoO4 Xh20 0,12 0,00006 
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ANEXO 5: Solución sin calcio Hoagland 

Dieta con 
deficiencia 
de calcio Elementos 

 Concentracion de las 
soluciones madres (gr/L) 

Para preparar la 
solución de 1 Lito g/L 

Macros 
2M KNO3 202 2,5 0,505 

2M Ca(NO3)2x4h20 
(0.5)L 236 0 0 

Hierro quelado 15 1 0,015 

2M MgSO4x7 H20 493 1 0,493 

1M NH4NO3 80 1 0,08 

HNO3 50 12 0,6 

1M KHPO4 (Ph to 
6.0 con 3MKOH 136 0,5 0,136 

Micros 
H3BO3 2,86 0,00143 

MnCl2 x 4H20 1,81 0,000905 

ZnSO4 X7h20 0,22 0,5 0,00011 

CuSO4 0,051 0,0000255 

H3MoO4 x H20 or 
Na2MoO4 Xh20 0,09 0,000045 

Na2MoO4 Xh20 0,12 0,00006 
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ANEXO 6: Dieta con exceso de calcio 5X Hoagland. 

ANEXO 7: Primers utilizados en la q RTPCR 

Locus Genes Primers 

AT5G44420 PDF1.2 Forward:  CGAGAAGCCAAGTGGGACAT 
Reverse:  TCCATGTTTGGCTCCTTCAA 

AT2G14610 PR1 Forward:  CTCGGAGCTACGCAGAACAACT 
Reverse: TTCTCGCTAACCCACATGTTCA 

AT3G45140 LOX 2 Forward: CGGAACATAGGCCACGGAGA 
Reverse: TGAGGTGACCCATGCAATCG 

AT5G24780 VSP2 Forward: ACAAGGGGACAATGCGATGA 

Dieta con 
exceso 
de calcio Elementos 

  Concentración de las 
soluciones madres 

(gr/L) 
Para preparar la 

solución Solución 1L 

Macros 
2M KNO3 202 2,5 0,505 

2M Ca(NO3)2x4h20 
(0.5)L 236 2,5 1,18 

Hierro quelado  
C10H13FeN2O8 15 1 0,015 

2M MgSO4x7 H20 493 1 0,493 

1M NH4NO3 90 1 0,09 

Ca(OH)2 50 mL 
Stock 50 15 1,5 

1M KHPO4 (Ph to 
6.0 con 3MKOH 136 0,5 0,136 

Micros H3BO3 2,86 0,00143 

MnCl2 x 4H20 1,81 0,000905 

ZnSO4 X7h20 0,22 0,5 0,00011 

CuSO4 0,051 0,0000255 

H3MoO4 x H20 or 
Na2MoO4 Xh20 0,09 0,000045 

Na2MoO4 Xh20 0,12 0,00006 
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Reverse: TGGGCTGATTTGGTTGAGGA 

AT4G05320 UBI 10 Forward: 
GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAG 
Reverse: 
AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT 

ANEXO 8: Extracción de RNA.  

Segunda repetición Murashigue & Skoog y Hoagland  24 horas. 1.1 y 1.2 (Agua destilada), 2.1 (MS 

dieta optima), 3.1 y 3.2 (MS sin calcio), 4.1 y 4.2 (MS exceso de calcio 5X), 5.1 y 5.2 (Agua 

destilada), 6.1 y 6.2 (Hoagland dieta optima), 7.1 y 7.2 (Hoagland sin calcio), 8.1 y 8.2 (Hoagland 

exceso de calcio). 

18S rRNA 

28S rRNA 

16 y 17S rRNA 

5S rRNA 
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ANEXO 9: Comparación de la expresión génica del gen PR1 entre Col-0 y el 

mutante coi1-21. 

ANEXO 10: Comparación de la expresión génica del gen LOX2 entre Col-0 y el 

mutante coi1-21.
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ANEXO 11: Comparación de la expresión génica del gen VSP2 entre Col-0 y el 

mutante coi1-21.
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ANEXO 12: Comparación de la expresión génica del gen PDF1.2 entre Col-0 y el 

mutante coi1-21.

ANEXO 13 

Soluciones

La extracción de RNA tampón (100 ml) 

0,35 M glicina 

0,048 M de NaOH 

0,34 M NaCl 

0,04 M EDTA 

4% SDS (añadir tras autoclave) 
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cloroformo / alcohol isoamílico [24:1 v / v] 
8 M LiCl (100 ml) 33,91 gr LiCl (calor para disolver) 
3 M NaAc pH 5,2 (500 ml) 204,1 g NaAc.3H2O: ajustar el pH con ácido acético 
glacial 
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ABREVIATURAS 

ABA: Ácido abscísico 

SA: Ácido salicílico  

JA: Ácido jasmónico 

NPR1: NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN 

COI1: CORONATINE INSENSITIVE 1 

COR: coronatina 

NPR1: arabidopsis nonexpresser of pr genes 1 

COR: coronatine 

MYC2: JASMONATE INSENSITIVE 1 

ET: etileno 

VSP2: VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 2

LOX2: LIPOXYGENASE 2 

ERF1: ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1

ORA59: OCTADECANOID-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF 59 

PDF1,2: PLANT DEFENSIN 1.2 

PR1: PATHOGENESIS-RELATED GENE 1 

PR2: PATHOGENESIS-RELATED GENE 2 

JAZ: jasmonate zim domain 

HPOs: ácidos grasos

mRNA: ácido ribonucleico mensajero. 

Avr: genes de virulencia 
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SAR: Respuesta sistémica adquirida.  

HR: respuesta hipersensible 

EF hands: proteínas de tipo hélice-bucle-hélice

CaM: calmodulina 

CML: calmodulin-like protein 

CDPK: proteínas dependientes de kinasas  

CBL: calcineurina B  

ROS: Especies reactivas de oxigeno: 

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patógenos. 

MS: Murashigue & Skoog 

GLVs: Compuestos volátiles en hojas verdes. 
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