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RESUMEN

La respuesta de defensa de las plantas frente a patégenos ocurre cuando se inicia
el reconocimiento de moléculas efectoras de los patégenos, necrotréficos o
biotroficos. Esto influye en la activacion 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 proteccién debido a una infeccion 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 realizé 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 dias después de aplicadas los
tratamientos y se extrajo el RNA de toda la planta, se elimind el DNA contaminante
con la enzima Dnasa y el RNA se us6 como molde para la sintesis de cDNA,
posteriormente se usé como templado para la gqPCR en tiempo real. El analisis de
expresion génica se realizo aplicando el método de Livak. Se pudo determinar que
los medios nutritivos MS y Hoagland inducen las rutas de defensa del SAy JA a
las 24 horas de aplicada la dieta, pero siete dias 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 expresion en los genes
LOX2 y PDF1.2 dependientes de la ruta del JA. Una deficiencia de calcio influye
en la supresion de los genes de defensa. Finalmente se escogio la dieta MS para
suministrarla al mutante coil-21 el cual dio resultados favorables ya que se inhibi6
los genes de respuesta de la ruta de JA y se elevo 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 coil-
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. CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Las plantas al ser organismos inmdviles 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 relacidén que tienen
las diferentes rutas hormonales y el impacto que estas tienen sobre la
susceptibilidad y resistencia de la planta frente a diferentes patdgenos. Cuando se
acumula acido salicilico se activan varios mecanismos de defensa hacia
patdogenos biotroficos como lo son Pseudomonas syringae y Perosnospora
parasitico (Kachoroo y Kachroo, 2009, pp. 154-155), mientras que los patdgenos
hemibiotroficos también dependen del SA los cuales combinan la forma biotréfica
y necrotrofica como Phytopthora infenstans ( Wiermer, Feys, Parker, 2005, pp.
283-285).

Contrariamente el acido salicilico (SA) tiene un efecto negativo sobre las defensas

frente a los patdégenos necrotroficos y algunos insectos herbivoros (Kachoroo y
Kachroo, 2009, pp. 255-256). Por otro lado, cuando se acumula el acido
jasmonico (JA) la defensa de la planta resulta ser mas eficiente contra los
patdgenos necrotroficos 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 biologia molecular
y a su genética (Hulten, 2006, pp. 8-9). Esta planta es muy versatil ya que es
pequeia, requiere poco espacio, no necesita condiciones especiales de
temperatura y humedad, y es relativamente sencillo realizar investigaciones.
Aparte de esto, su genoma estd completamente secuenciado y posee

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

La linea Col-0 es de tipo silvestre y no tiene ningun tipo de mutacion evidente.

Existen lineas derivadas de Arabidopsis thaliana que tienen mutaciones puntuales,



las cuales se utilizan para el estudio de diversas rutas implicadas en la
senalizacion de defensa; la linea mutante coil-21 codifica la proteina COI-1
asociada con el JA con la F-box modificada, por ende, esta linea presenta una
baja respuesta del JA (TAIR, 2016).

Las fitohormonas como el acido jasménico (JA), acido salicilico (SA) y el etileno
(ET) juegan un rol fundamental en las rutas bioquimicas de sefalizacion de
defensa de las plantas regulando la expresién 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 proteinas acidas que intervienen en la inhibicién del crecimiento
y detienen la multiplicacion de los patégenos (Boller y Meins, 1992, pp 43-47). A
estos genes se les clasifica dependiendo de la secuencia de aminoacidos que
poseen, actividad enzimatica, actividad biolégica y la relacidon serologica (Pieterse
y Van Loon, 1999, pp. 284-290). La expresion de los genes PR1 y PR2 se produce
debido a que existe una alteracidn en el estado redox del citosol y se produce una
inactivacion oligomerica de la proteina Nonexpressor of pathogenesis-related
genes 1 (NPR1) (Verhage, Van Wees y Pieterse, 2010, pp. 537-540). El JA en
cambio deriva de los lipidos de la membrana de los cloroplastos, y este es
percibido por el receptor Coronatine intensive 1 (COI-1). El factor de transcripcién
MYC2 (bHLH) hélice-bucle-hélice, tiene un papel importante en la regulacién del
JA y también participa en via de sefalizacion del acido 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 transcripcion ERF1 y
ORADb59 son regulados por el gen PDF1,2 el cual forma parte de la ruta del JAy ET
(Figura 7), (Leon-Reyes, et al, 2010, pp. 4-5).



El gen VSP2 posee una actividad fosfatasa acida en presencia de cationes
divalentes (Co?*, Zn**, Mn?*"" Mg?"), el gen responde al &cido abscisico, acido
jasmonico, sal, deficiencia de agua y heridas (Van Loon, 2009, pp. 136-138). El
gen PDF1.2 codifica una defensina dependiente de acido jasmonico y etileno; se
expresa al tener contacto con el patégeno fungico (Botritis cinerea y Alternaria
brassicicola) (Boller y Meins, 1992, pp 45-48). El gen LOX2 es necesario para la
acumulacion de acido jasmonico y requiere para la sintesis inducida por lesion de
acido jasmoénico (JA) en hojas. La expresion del gen PR1 es sensible a acido
salicilico y se induce en respuesta a una variedad de patogenos, es muy usado
como marcador molecular para saber si ocurrid 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 formacién de microtubulos que se encuentran en el aparato del huso
mitético durante la division celular (Lawrence, Wade y Don, 2005, pp. 76-79). El
calcio también es regulador de procesos secretores como la formacion de
mucilago y la sintesis de calosa, que se producen en respuesta a lesiones
mecanicas 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
disminucién de los sintomas de algunas enfermedades, y cumple la funcién de ser
un segundo mensajero como transductor de senales e interviniendo en numerosos
procesos fisiolégicos, ademas de activar la expresion de genes involucrados en la
sintesis de proteinas 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 organicos e inorganicos a
travéz de la bicapa lipidica. Como resultado de esto se ponen en riesgo los
procesos metabdlicos formacion de tejidos y por consiguiente la expresion génica

(Lawrence et al., 2005, pp 79).



Analisis moleculares mediante pruebas histoquimicas han demostrado que un
exceso de calcio en plantas de Arabidopsis thaliana (L) Heynh activa la expresion
del gen PDF1.2, por lo tanto se activa la defensa contra infeccion de patogenos

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

1.2 Planteamiento del problema

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

alimentos ha aumentado debido al crecimiento exponencial de la poblacién.

Se estima que la poblacion mundial aumentara mas de un tercio de la poblacién
actual para el 2050. La agricultura se considera una de las actividades mas
importantes para los seres humanos ya que provee de alimentos y materias
primas a toda la poblaciéon (FAO, 2009). La aplicaciéon de pesticidas ha sido una
practica muy frecuente en los ultimos afos ya que es una solucién 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 dafos al
ecosistema, alterando la composicién de los alimentos y dafando el suelo, esto

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

Las plantas interactuan con patdgenos 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
patdgenos 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).



La nutricibn de las plantas determina su resistencia, estructura morfologica,
histologica y susceptibilidad frente a patogenos. 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 vy

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 senales de respuesta a diversos factores
ambientales como el frio, 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 patégenos, lo cual conlleva a
mejorar el rendimiento de los cultivos. Esta investigacion 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 asi suministrando una correcta nutricion a las plantas se

puede evitar el uso excesivo de agroquimicos.
1.3 Objetivo general
Evaluar la expresion 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 especificos



Determinar el mejor medio nutritivo para la induccion de la expresidén génica en los
genes PDF1.2, VSP2, LOX2, PR1 en la linea Col-0.

Comparar la expresion de los genes PDF1.2, VSP2, LOX2, PR1 en una linea

mutante de Arabidopsis thaliana (L) Heynh.
1.5Justificacion

Las plantas viven en ambientes complejos en la cual interactuan con diferentes
organismos como insectos herbivoros, patégenos fungicos 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
aplicaciéon de pesticidas ha sido una practica muy frecuente en los ultimos afos ya
que son una solucién a muchos problemas, pero la necesidad de mejorar el medio
ambiente y la salud publica conlleva al desarrollo de nuevas estrategias e

investigaciones.

La resistencia es una caracteristica genética que permite a los patdégenos
sobrevivir a altas dosis de plaguicida. La teoria (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 patdgeno atacante. La resistencia a enfermedades pueden
ser de caracter mono geénico 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 reproduccion, tamano, alta produccion de semillas viables, genoma
pequeno y secuenciado; disponible en bases de datos. Es por esto que esta planta
es la adecuada para hacer modelamiento en estudios de nutricion vegetal e

interaccién planta patégeno.



Ensayos dan indicios de que el calcio es un macronutriente muy importante en la
defensa de las plantas frente a patdégenos y que con una correcta nutricién de los

cultivos se prodria evitar el uso excesivo de agroquimicos.

Por lo tanto este estudio se basa en encontrar una relacién entre el efecto de la
nutricion vegetal sobre la induccidn 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
investigacion se pueden desarrollar nuevas férmulas para brindar una correcta
nutricion a las plantas, y asi estas mediante mecanismos propios se puedan

defender de los patégenos que puedan afectar su crecimiento.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Arabidopsis thaliana (L) Heynh : generalidades y taxonomia

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 caracteristicas que la hacen apta para la
investigaciéon cientifica (Venegas, 2013, pp. 12-15). Esta planta es parte de los
organismos modelos eucaridticos, ya que tiene algunas caracteristicas favorables
como el rapido crecimiento, floracion y produccion 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 caracteristicas, se puede cultivar sin condiciones

especificas para su crecimiento.



Tabla 1

Clasificacion taxondémica Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Reino

Plantae

Subreino

Tracheobionta

Superdivision

Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Dilleniidae

Orden Brassicaceae

Género Arabidopsis Heynh

Especie Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Tomado de (USDA, 2012).

2.1.1 Estructuray su ciclo de vida

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

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

especies, muchas de estas tienen importancia econdmica. Arabidopsis thaliana

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

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

vegetativo empieza a partir de la germinacion, 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).




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 mas pequefias que
las principales; cada una de estas desarrolla inflorescencias secundarias y
terminales con flores en racimo. Las flores producen pedunculos de los frutos
maduros los cuales estaran separados entre ellos. Las flores son hermafroditas y
tienen unos 0.5 cm de diametro; 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 Caracteristicas moleculares de Arabidopsis thaliana (L) Heynh

El genoma de Arabidopsis thaliana (L) Heynh esta compuesto por 125Mb, es uno
de los genomas mas pequefios en el reino Plantae (The Arabidopsis genome
iniciative, 2000). Su genoma fue totalmente secuenciado en el afio 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 esta compuesto por cinco cromosomas (Figura 4) (Hartwell; etal, 2008, pp.
89-90). Gracias a la secuenciacion de todo su genoma Arabidopsis thaliana es un
excelente modelo para el analisis 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 caracteristicas (Figura 5) se han realizado mutagénesis
directa para generar lineas mutantes y asi se puede conocer la alteracion de un
gen en concreto (Becerra, 2006). Se puede transformar genéticamente con

Agrobacterium tumefaciens (Hartwell; etal, 2008).

Cell growth ,
cell division,
and DMNA synthesis

Cell rescue, defense,
cell death, and aging

Transcription

Metabolism

Cellular
communicatiorn
signal transduction

Protein destination
Intracellular transport

Cellular biogenesis
Transport facilitation

Unclassified

Energy

Protein synthesis
lonic homeostasis

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

Tomado de (twirpx, 2008).
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2.3 Linea mutante de Arabidopsis thaliana, genes de defensay genes PR

La linea Col-0 es tipo silvestre y no tiene ningun tipo de mutacion evidente.
Derivadas de esta existen varias lineas mutantes para el estudio de diversas rutas
implicadas en la sefializacién de defensa; El SA altera el estado redox del citosol,
y esto conlleva a la inactivacion oligobmerica de la proteina Nonexpressor of
pathogenesis-related genes 1 (NPR1) y se convierte a su forma mondmerica
activa. Esto ocasiona la expresion en los genes de defensa PR1 y PR2 (Verhage,
Van Wees y Pieterse, 2010, pp. 537-540).

El JA se deriva de los lipidos de la membrana de los cloroplastos, y este es
percibido por el receptor Coronatine intensive 1 (COI-1). Esta es una proteina F-
BOX y forma parte de la ligasa ubiquitina E3 del complejo de degradacion
SCF/COI1. Este degrada mediante ubiquitinacion a la proteina jasmonato Zim-
domain (JAZ); este complejo forma parte del complejo receptor del JA el cual
suprime los factores de transcripcion 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 proteinas acidas que
intervienen en la inhibicion del crecimiento y detienen la multiplicacion de los
patdgenos. 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
aminoacidos que poseen, actividad enzimatica, actividad bioldgica y la relacién
serolégica (Pieterse y Van Loon, 1999, pp 284-290). Aplicaciones exogenas de SA
dan como resultado la acumulaciéon de proteinas PR y en la activacién de SAR.
(Iris, Pennickx, Eggermont, Franky, Terras, Bart, Thomma, De Samblanx, Métraux,
Mannes y Broekaer, 1996, pp 65-78). Segun Wang la expresion de los genes PR
activa la respuesta sistémica adquirida (SAR), su estudio demostré que el gen

NPR1 también controla la expresion de genes que controlan la secrecion de
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proteina, la regulacion de estos genes es esencial para la (SAR), debido a que
estas mutaciones disminuyen la secrecion de proteinas PR, lo que da como
resultado una reduccién en la resistencia (Wang, Weaver, Kesarwani y Dong,
2005, pp. 145-153). NPR1 se encarga de regular la respuesta del SA 'y JA (Granty
Lamb, 2006, pp. 199-210).

El gen VSP2 posee una actividad fosfatasa acida en presencia de cationes
divalentes (Co?*, Zn**, Mn?*" Mg®"), el gen responde al acido abscisico, acido
jasmonico, 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
mas VSP mRNAs en las flores que en cualquier otro érgano (Utsugi, et al., 1998,
pp. 342-349).

El gen PDF1.2 codifica una defensina dependiente de acido jasmonico y etileno;
se expresa al tener contacto con el patégeno fungico (Boller y Meins, 1992, pp.
342-349). Esté no se expresa frente a los tratamientos de acido salicilico pero si
presenta respuesta al etileno o metil-jasmonato (Glazebrook et al., 1997, pp. 56-
63).

Las lipooxigenasas son enzimas que catalizan la oxigenacion de los acidos grasos
polinsaturados para formar acidos grasos HPOs. Las plantas poseen distintas
isoformas de LOX, esto probablemente se debe a que las plantas emplean una
ruta biosintetica para la formacion de compuestos bio activos que tienen una
funcién en tejidos y tiempo definidos (Mochizuki, Sugimoto, Koeduka y Matsui,
2016, pp. 79-86).

LOX cataliza la conversion de acido linoleico a acido 13-hydroperoxylinoleico. Se
han identificado dos genes AtLox1 y AtLox2 de Arabidopsis thaliana que se
expresan en hojas, raices, inflorescencias y semillas jovenes. El gen AtLox2

MRNA, se ha expresado mayormente en hojas e inflorescencias. La reduccion de
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la expresion de AtLox2 no causa cambios fisicos en el crecimiento de la planta
(Creelman y Mulpuri, 2002, pp. 153-162). El gen LOX2 es necesario para la
acumulacion de acido jasmonico y requiere para la sintesis inducida por lesion de
acido jasmoénico (JA) en hojas, es esencial para la formacién de acido jasmonico
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 oxigenacion de los acidos grasos. La transcripcion 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
transcripcion MYC2 (figura 6). La diferencia entre estos es que el gen LOX2
codifica una lipooxygenasa que cataliza la oxigenacion de los acidos grasos
polinsaturados formandose compuestos bioactivos. Ademas estos compuestos
tienen una funcion en tejidos definidos (Mochizuki, Sugimoto, Koeduka y Matsui,
2016, 82-85), mientras que el gen VSP2 tiene una actividad fosfatasa acida y una
actividad frente al ataque de insectos. La funcién de cada gen puede estar

relacionada con el nivel de expresion ya que se localizan en diferentes tejidos.



15

SA I N ET
NPR1 JAZS™
Factores de transcripcion Factores de transcripcion Factores de transcripcion
TGA, WREKY MNYC2 ERF1, ORAS9
Genes de respuesta del SA Genes de respuesta del JA Genes de respuesta del JA/ET
Ej. PRI Ej. VFSP2, LOXZ2 E). PDF1.2
i Efectivo contra i i Efectivo contra i i Efectivo contra i
i (hemm) biotroficos i i msectos i i necrotroficos i

Abreviaturas: SA acido salicilico: JA. acido jasmonico: ET. enilleno: WPR1., proteina nomnexpressor af
pathogenesis-related gemnes 1. JAZs"™ ubiquitinacién de la proteina JAZ, TGA., WREKY. MYC2., ERF1.
ORAS59_ factores de transcripcidn; PRI, FSP2, LOX2, PDFJI 2 genes marcadores de defensa.

Figura 6. vias metabdlicas de la induccion de resistencia.
Tomado de (Venegas, 2013 pp. 34).

El gen COI1 (Coronatine Insensitive 1) codifica una proteina que actua como
receptor en la ruta del jasmonato (Van Loon, 2009, pp. 136-138). El mutante coil-
21 es insensible al JA/MeJA ya que codifica una proteina con repeticiones de
leucina y esto ocasiona que se degenere la F-box. Un solo aminoacido modificado
suprime la formacion 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
caracteristicas especificas (Bari y Jones, 2008, pp 135-139). Esta linea inactiva las
respuestas metabdlicas que tienen que ver con la respuesta a acido jasmonico 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 linea coil-21 es un mutante de coil 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 asi
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 nutricién vegetal es un factor muy importante para la
agricultura, este se refiere al suministro, absorcion, disponibilidad, translocacion y

la utilizacion de la materia organica (Fageria, 2009, pp. 111-114).

La regulacion 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
hidroponico 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,
aminoacidos, fuentes de carbono y reguladores de crecimiento (Saad y Elshahed,
2012, pp. 312-313). Entre los elementos mas importantes se encuentran el
nitrogeno, fosforo, potasio, azufre, calcio, magnesio, hierro, boro, manganeso,
cobre y zinc (Saad y Elshahed, 2012. pp. 312-313). De acuerdo con la asociacion
internacional de fisiologia vegetal los elementos que se encuentran en
concentraciones mayores a 0.5 mM™ estan categorizados como macroelementos
y los elementos con concentraciones menores a 0.5 mM™' se consideran
microelementos. Estos de deben tener propiedades quimicas adecuadas como la
alcalinidad, acidificacién y caracteristicas osmotica (Murashige y Skoog, 1962, pp.
184-193) Las caracteristicas nutricionales pueden variar dependiendo de la

especie.
2.4.1 Hoagland
La solucion Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950, pp 23-24), es un medio nutritivo

que se utiliza para medios hidroponicos y es una de las soluciones mas utilizadas

en el campo de la ciencia.
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Las investigaciones que se han podido realizar en cuanto a la nutricion vegetal con
medio nutritivo Hoagland han sido variadas. Se han podido determinar los
elementos mas importantes para la nutricion vegetal que son usados en cultivo
hidroponico. Desde la creacion 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 cientificos Murashige & Skoog (Tabla 3) con el objetivo de
crear un regulador de crecimiento para las plantas (Daton, Igbal y Turner, 1983,
pp. 312-313). Esta compuesto por macronutrientes, micronutrientres, vitaminas,
sales organicas, azucares y reguladores de crecimiento (Murashige y Skoog,
1962, pp.184-185). EI compuesto mas importante de la solucién es el nitrégeno
que esta compuesto por nitrato de amonio en este caso. Cuando la fuente de
nitrogeno es suplementada de forma individual, afecta de forma negativa al

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

2.5 Nutricion 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 nutricion de las plantas determina su tamafo y
resistencia frente a distintos patégenos. Los minerales son una de las mas
importantes lineas de defensa para las plantas (Figura 7), (Huber y Haneklaus,
2007, pp. 121-125).
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Figura 7. Relacion 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 aplicacion de
pesticidas es necesaria ya que las condiciones metabdlicas 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 energia y recursos, entre los mas utilizados se encuentran el nitrégeno y el
fosforo (U.S. Geological Survey, 2016, pp. 3). Las concentraciones de los
diferentes macro y micro nutrientes varian dependiendo de la especie, debido a
esto es muy importante el efecto de acumulaciéon de minerales en los diferentes
cultivos (Barker y Pilbeam, 2015, pp. 21-25).

El primer paso para el diagnostico 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) analisis del suelo, 2) analisis de la planta, 3)
observaciones visuales. Las primeras dos maneras de identificaciéon 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 estan
disponibles para la planta y afecta sus condiciones y crecimiento y de defensa
frente a los patdgenos. Las deficiencias mas comunes son las de nitrogeno (N),
fosforo (P) y calcio (Ca) (McCauley, et al., 2011, pp. 257).

Existen cinco categorias para determinar sintomas afectados por deficiencia de
nutrientes: 1) retraso en el crecimiento, 2) clorosis foliar, 3) clorosis intervenal, 4)

coloracién 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 iénica (Ca®*) y
también forma parte de la pared celular y membranas (Kudla, Batistic y Keniji,
2010, pp. 142-145). La concentracion 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 estan relacionadas con el alargamiento celular, regulacion
estomatica, procesos metabdlicos, fortalecimiento de la pared celular, proteccion a
las plantas contra el estrés de temperaturas altas, y proteccion 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
cationico o la existencia de iones competidores como el sodio (Na*), potasio (K*) o
magnesio (Mg*?) (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 absorcidn del calcio esta relacionada con la tasa de
transpiracion de las plantas y los sintomas aparecen principalmente en las hojas
jévenes (White y Broadley, 2003, pp. 87-90). Cuando existen condiciones de

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

suelo, ya que disminuye la absorcion 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 mas importantes del calcio es en la pared celular, la cual juega un papel
esencial en la reticulacion de residuos acidicos de pectina (McAinsh y Pittman,
2009, pp. 54). Otra funcion esta 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 bidtico como choque térmico, enfriamiento, sequia o
salinidad, se da un incremento en la concentracién del calcio en el medio
intracelular. Por lo tanto, el calcio que se encuentra en el citosol actua como un
punto de convergencia para interactuar con diferentes sefiales (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 patégenos (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 concentracion citosoélica del calcio pueden ocurrir
diversos tipos de respuestas; se dice que una elevada concentracién de calcio
puede actuar iniciando un proceso de sefializacion, codificando informacion
especifica ya que la célula tiene diversos mecanismos para incrementar la
concentracion de calcio citoplasmatico gracias a la respuesta de las proteinas
(Whalley y Knight, 2012, pp. 53-55).

Los niveles adecuados de calcio para el crecimiento de las plantas en su habitat
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 saturacidon de compuestos basicos o altos niveles de deposicion acida
(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
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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 transpiracion (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 sintomas como crecimiento limitado de
las raices, 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 acidicos de pectina; y el segundo es el sistema
de la membrana celular, en donde niveles bajos de calcio incrementan la

permeabilidad de la membrana plasmatica (Hepler, 2005, pp. 77).
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Estudios indican que el calcio y las especies reactivas de oxigeno, tienen en
respuesta al estrés bidtico y abidtico (Gilroy, Suzuji, Miller, Choi, Toyota,
Devireddy y Mittler, 2014, pp.12-15).

La homeostasis del calcio se mantiene gracias a proteinas de extrusion (ATPasas)
y anti portadores de calcio. Esto se debe a que el calcio es toxico para la células
eucaridticas, en concentraciones entre rangos de (50-100nM) (Bowler y Fluhr,
2000, pp. 50).

El calcio posee un conjunto de sensores de proteinas que ayudan a detectar y
decodificar informacién (Batistic y Kudla, 2011, pp. 85-90). Este conjunto de
proteinas se denomina “EF hands”, que es un dominio de proteinas que esta
representado por las familias: calmodulina (CaM), “calmodulin-like protein” (CML),
proteinas dependientes de kinasas (CDPK) (Figura 8) y calcineurina B (CBL).
Todas estas familias de proteinas tienen la funcion de reconocer las senales en
respuesta a la concentracién de calcio y al efecto del mismo (Beneloujaephajri,
Costa, L’ Haridon, Métraux y Binda, 2013, pp. 145-150).

Se han establecido parametros especificos en donde el calcio tiene afinidad a
determinada concentracién celular y sub celular; pero aun no se ha determinado la
regulacion de las proteinas implicadas en estos mecanismos (BatistiC y Kudla,
2011, pp. 89-91)

Las senales de transduccion del calcio se dan en los siguientes pasos: 1) Los
receptores de la membrana reciben sefales 2) Se da la generacién de mensajeros
secundarios 3) Se realiza la fosforilacion/ desfosforilacion de proteinas que dan
como resultado las senales para los factores de transcripcion que regulan los
genes Yy finalmente 4) tolerancia al estrés para la adaptacion de la planta y otras
respuesta fenotipicas (Batisti€ y Kudla, 2011, pp. 92).

Segun Beneloujaephaijri y colaboradores (2013, pp.165), el calcio es un mensajero

celular que efectua senales si existe una lesidon y se acumula en el citosol después
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de haberse producido alguna lesion. Lo cual conlleva a cambios transitorios en las
concentraciones de calcio, seguida de la activacion de ROS y cambios en la

oxidacion 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 osmotico, sequia, salinidad, bajas temperaturas,
altas temperaturas, inundaciones, falta de nutrientes, exceso de metales pesados
y radiacion. (Ballare, 2014, pp. 325-326). Esté estrés abidtico en las plantas da
como resultado la produccidon de hormonas vegetales y metabdlitos secundarios
(figura 9) (Marshper, 2012, pp.75-77). Estas intervienen en el proceso de
crecimiento de las plantas y generan sefiales para que estas se puedan defender
de los patdégenos y diversos factores ambientales (Khan, Nazar, Igbal, Anjum,
2012, pp. 99-101). Las hormonas vegetales juegan un papel importante en la
regulacion de los procesos metabdlicos, debido a que se producen respuestas a
factores bidticos o abidticos (Pieterse et al, 2012, 56-58). Se han identificado
diversos procesos en los cuales estan implicados algunos componentes como lo
son el acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y el etileno (ET) (Bary y Jones,
2008, pp. 89-97)
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Figura 9. Reguladores hormonales que estan envueltos en la sefalizacién después de un estrés

bistico.
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)
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Figura 10. Antagonismo entre el SA y JA.

Tomado de (ncbi, 2003).

2.8 Hormonas vegetales

2.8.1 Acido jasmonico

El acido jasmoénico (figura 11) es parte de los jasmonatos, los cuales son
ciclopentanonas que aumentan sus niveles gracias a las perturbaciones
mecanicas, ataques de patdgenos o infecciones. Se sabe que los jasmonatos
actuan con mecanismos de defensa frente a diferentes tipos de estrés y

patdgenos. Este es un metil-éster que esta regulado por la via metabdlica de los
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jasmonatos que se genera a partir de acido a-linoleico (Pieterse et al, 2012, pp.
59-61); también se regula gracias a los estimulos externos y a la expresion de
genes (Khan et al, 2012, pp. 102-103). ElI 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 patégenos, asi como para otras funciones metabdlicas
(Cruz, Melgarejo y Romero 2009, pp. 232-234).

Las concentraciones de JA en las plantas varian a la funcién, tejido y estimulos
externos (Jordan y Casaretto, 2006, pp. 65-67). Concentraciones mayores a 50
MM 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
germinacion (Creelman y Mullet, 1995, pp. 242-243). La senescencia incluye la
pérdida de clorofila, degradacion de proteinas en los cloroplastos como la rlbulosa,
bifosfato carboxilasa, y la acumulacién de nuevas proteinas (Creelman & Mullet,
1995, pp. 243-244). Los niveles mas altos de JA en tejidos de plantas se han
reportado en flores y tejidos reproductores; mientras que los niveles mas bajos se
han encontrado en raices y hojas maduras. La oxigenacion de a-LeA es la primera
etapa para la biosintesis del JA (Wasternack y Hause, 2013, pp. 143-146). El
oxigeno es introducido en la posicion C-13 por una lipooxigensa. Segun Glauser,
(2009, pp. 32-34). LOX2 es responsable de la formacion de JA después de una

lesion.

Los tres compuestos principales en la sefalizacién del acido 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
expresion de los genes son inducidos por concentraciones nanomolares y
micromolares del JA/JAMe. Los jasmonatos derivan del acido 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 Acido Salicilico

El acido salicilico (SA) es una molécula de senalizacién que se encuentra de
manera natural en las plantas y esta implicada en la respuesta al ataque de

diferentes patégenos.

El &cido salicilico (SA), es un compuesto fendlico derivado de la fenilalanina. Es un
compuesto de origen lipidico y actua como molécula sefal que se encargan de dar
senales a la planta mediante diversas situaciones de estrés (sequia, salinidad,
patdgenos, plagas y heridas). El SA es un importante regulador de crecimiento en



27

las plantas ya que afecta los procesos fisioldgicos (Jordan y Casaretto, 2006, pp.
131-134).

El SA es un metabolito primario sintetizado de ruta metabdlica del corismato
mediante dos distintas vias: fenilalanina amonio liasa (PAL) e isocorismato sintasa
(ICS/SID2) (Pieterse, Van der Does, Zamiousdis, Ledén-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 acido salicilico (SA), puede
ser el responsable de dar origen a la muerte celular que se produce por la
respuesta hipersensible (HR), SAR o expresion de genes de defensa (Cruz et al,
2009).

2.9 Sistema inmune de las plantas

Las respuestas metabdlicas son producidas por cambios en los niveles fosfatos,
azucares u otros metabolicos. Estas respuestas se realizan para controlar el
crecimiento y la distribucibn de los estomas. Entre los mensajeros mas
importantes para mediar la comunicacion de las células se encuentran las sefales
eléctricas, moléculas de RNA, distintos compuestos volatiles como el metil
jasmonato, diferentes tipos de péptidos y proteinas, reguladores de crecimiento
como el acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA), auxinas y acido abscisico
(Gilroy, Suzuiji, Miller, Choi, Toyota, Devireddy y Mittler, 2014).

Las plantas tienen la capacidad de activar rutas metabdlicas de defensa
dependiendo del tipo de patdégeno por las que se ven afectadas (Figura 9). El
acido jasmonico (JA) y el etileno (ET) dan respuesta al ataque de patdgenos
necrotréficos y el acido salicilico es activado mediante la respuesta la patégenos
biotréficos (Ledn-Reyes et al, 2010). Los mecanismos de respuesta que son
responsables en el reconocimiento y respuesta se ven envueltos entrecruzamiento
de tres rutas metabdlicas: JA, ET Y SA. Distintos elicitores son los responsables

de la defensa entre estos se encuentran los carbohidratos polimeros,
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glicopeptidos, glicoproteinas (Thakur y Singh, 2013). Después de la infeccion y la
activacion del elicitor este transmite sefales y se da la produccién de especies
reactivas de oxigeno (AOS), fitoalexinas, compuestos fendlicos, depdsitos de
calosa, enzimas y proteinas PR, AOS permite que se dé una respuesta
hipersensible (HR) en plantas que ya sido afectadas por el patéogeno para
posteriormente activar la respuesta sistémica adquirida (SAR) (Thakur y Singh,
2013).

Las plantas estan expuestas a diversos tipos de factores estos pueden ser bidticos
o0 abidticos. La activacion de la defensa por parte de las plantas se da por
mecanismos de reconocimiento en la cual la planta determina la presencia del
patogeno (figura 13). Algunas sustancias como proteinas, carbohidratos vy
hormonas actuan 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 patégenos 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 patogenos” (PAMPs, Pathogen-associated
molecular patterns), estos inducen a la expresién de genes de defensa y la
segunda responde a patogenos con factores de virulencia (Jones y Dangl, 2006).
Estos se encuentran en el patdégeno e inducen las respuestas de defensa de las
plantas mediante los genes R de resistencia. Los genes Avr son moléculas que los
patdbgenos expresan y ayudan a que ocurra la infeccion, que puede variar desde
microbios hasta efectores patogénicos. Con estas interacciones se da origen a
senales que conllevan a la expresion 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 activacién de la defensa inicia en el reconocimiento por parte de la planta hacia
las moléculas efectoras de los patdégenos. La resistencia basal se da por el
reconocimiento de los PAMP (Figura 12). La resistencia sistémica adquirida (SAR)
da una proteccién debido a una infecciéon secundaria que ha tenido la planta, es
decir la primera vez que la planta fue atacada genera una resistencia para
protegerse ante una segunda infeccion (Steinhorst y Kudla, 2013, pp 165). Existen
dos etapas: la primera consiste en la induccion que brindan las defensas a las
células cercanas que se encuentran en donde se realiz6 el ataque del patogeno y
la segunda es la induccién de las defensas de los tejidos que se encuentran lejos
del foco de infeccion. Este tipo de respuesta se caracteriza por acumular proteinas
tipo PR y reguladores de crecimiento (JA y SA) a nivel local y sistémico (Durrant y
Dong, 2004, pp 342). Este indica que el analisis 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 interaccién planta-patégeno.
Tomado de (ncbi, 2013).

La SAR puede ser inducida con una variedad de tratamientos incluyendo a
patogenos (bacterias, virus y hongos) y sustancias quimicas (acidbenzolar-S-

methyl, ASM); esta es mediada por el acido salicilico (Thakur y Singh, 2013).

La resistencia inducida (IR) es un tipo de defensa que activa la expresion de los
genes y cambios metabdlicos que ocurren cuando la planta se ve enfrenta a algun
tipo de estrés (Madriz, 2002, pp. 187). La capacidad de defensa de la planta
aumenta cuando esta se encuentra estimulada frente a un patégeno 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
expresion diferencial de genes (Hutcheson, 1998, pp. 111). Esta respuesta
requiere de algunas fitohormonas como el acido jasmoénico (JA) y etileno, (ET). La
IR le da la capacidad a la planta de resistir futuros ataques de patégenos, 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 colonizacion de rizobacterias, jasmonatos y etileno.

La respuesta sistémica adquirida (SAR) se activa debido a las defensas basales.
Esta también requiere de la acumulacién del (SA) a nivel local y sistémico y la
expresion de los genes PR. (Grant y Lamb, 2006, pp. 65-68).
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2.9.1 Interaccion planta-patégeno:
Las plantas se encuentran en constante contacto con diferentes organismos, estos

pueden benéficos o patdgenos; estas se ven afectadas por muchas enfermedades
infecciosas que son causadas por patégenos, entre estos pueden estar los
hongos, virus, bacterias y nematodos (Castello, 2008, pp. 89-93). Se conoce que
los mecanismos de defensa no solo son inducidos por barreras fisicas como el
cierre de estomas, mecanismos de lignificacion y oclusion de haces vasculares,
sino que la planta también produce compuestos antimicrobianos y proteinas
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 patdgeno (Casassola, Soares, Martinelli, Ferrari y Avila,
2013, pp. 98-111). Las plantas normalmente se encuentran sanas gracias a estos
mecanismos, sin embargo la especificidad que tienen las interacciones planta-
patdogeno dependen mucho del genotipo del mismo y de la planta. Debido a que
muchas especies de cultivares han sido modificadas genéticamente, nuevas razas
de patdégenos especificas han aparecido para cada cultivar (Madriz, 2002, pp.
142). El grado de patogenicidad se puede definir dependiendo del grado de dafio
que puede causar la enfermedad (Horsfall y Cowling 1980, pp. 15).

3. CAPITULO Ill. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

Para el experimento se cultivaron 40 plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 por
cada repeticién 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 bioldgicas y dos repeticiones cientificas.
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Experimento con la linea Col-0 para elegir el mejor medio nutritivo. Se realizara un control agua

destilada, y se suministraran los medios nutritivos Murashige & Skoog y Hoagland con sus distintos
tratamiento. MS, MS(-Ca), MS (+Ca) y HA, HA (-Ca), HA (+Ca).

Tratamientos con Murashige & Skoog

Tratamientos con Hoagland

Control | MS MS (-Ca) MS(+Ca) | Control | HA HA (-Ca) HA (+Ca)
Agua Agua

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 evaluacion de los datos se realizaron los calculos con método de Livak

(Livak, 2001, pp. 172), el cual es un factor cuantificable. Se realiz6 un promedio

entre

las dos repeticiones para determinar el

error mediante graficos y

posteriormente se eligié el mejor medio nutritivo para aplicarlo a la linea mutante

coil-21.Finalmente se analizaran los datos con el test de Shapiro-Wilk para

determinar si los datos tienen una distribucion normal y elegira una prueba

estadistica no paramétrica para su analisis.

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 dptima, dieta dptima sin calcio, dieta 6ptima con exceso

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

Dias de recoleccién (24 horas y siete dias).
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3.3 Diagrama de flujo

Obtencion 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.

!

Aplicacion de los diferentes medios nutritivos Murashige & Skoog vy
Hoagland (agua, dieta 6ptima, dieta éptima sin calcio, dieta 6ptima con
exceso de calcio 5X)

y

Recoleccion de las plantas: 1 dia y siete dias después de aplicados los
tratamientos.

y

Extraccion de RNA, cDNA y analisis de la expresion génica mediante g-
RTPCR con los genes PR1, LOX2, VPS2, PDF1.2

Az

Obtencion del material vegetal de la linea mutante coil-21 y lavado con
agua destilada por siete dias

Aplicacion de medio nutritivo Murashige & Skoog (agua, dieta optima,
dieta optima sin calcio, dieta 6ptima con exceso de calcio 5X)

Recoleccion de las plantas: 1 dia y siete dias después de aplicados los
tratamie&tos.

Extraccion de RNA, cDNA y analisis de la expresién génica mediante g-
RTPCR con los genes PR1, LOX2, VPS2, PDF1.2

!

Analisis estadistico

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso experimental.
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS:

4.1 Poblacion y muestra

Se utilizdé la especie Arabidopsis thaliana (L) Heynh Col-0, la cual es de tipo
silvestre. Para esta etapa se cultivaron 80 plantas para cada repeticion con un
periodo de crecimiento de siete semanas. La primera repeticion se dividia 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 dia después
de aplicados los medios nutritivos, luego se recolectaron las otras 40 después de 7
dias. Después de haber realizado las dos repeticiones se procedié a sembrar la
linea mutante coil-21, se sembraron 20 plantas para cada repeticion y se procedié

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 obtencion de los datos y evaluacion

estadistica de los resultados:

Las plantas fueron cultivadas en vasos de 3 onzas, se usé arena de rio a la cual

se le dio un lavado previo con agua destilada y se la autoclavo. Después de esto
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se midio 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 plastico y estuvieron 3 dias a 4°C, luego de eso comenzd la
germinaciéon de las plantas y fueron trasplantadas al dia 15. Por consiguiente las
plantas crecieron 5 semanas mas, a la séptima semana se realizé por 7 dias un
lavado con agua destilada y se midio la conductividad la cual debia ser menor a
200 uS y se precedid a suministrar los tratamientos, finalmente se procedi6 a

obtener el material vegetal para su analisis.

Se realizaron dos medios nutritivos (Murashige & Skoog y Hoagland), en las
cuales se realizaran cuatro controles diferentes (Sin nutrientes (agua destilada),
medio nutritivo éptimo, medio nutritivo con deficiencia total de calcio (-Ca) y medio
nutritivo con exceso de calcio 5X (+Ca), (ver anexos 1-6). Para la aplicacion de los
tratamientos se lavaron las plantas por una semana con agua destilada y se midi6
su conductividad (tabla 3). Luego se procedio a ajustar el pH de los tratamientos a
6.5.

Tabla 3.

Conductividad de los tratamientos.

Tratamiento Conductividad
Agua destilada 0.5uS

MS 3.850 uS

MS (-Ca) 3.430 uS

MS (+Ca) 3,450 uS

HA 1.259 Ms

HA (-Ca) 3.590 uS

HA (+Ca) 3.900 pS
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4.2.2 Extracciéon de RNA

Se tomaron 5 plantas por cada tratamiento y molieron las plantas completas de
Arabidopsis thaliana (L) Heynh con nitrégeno liquido hasta llegar a un polvo muy
fino. Se transfiri6 el polvo congelado a un tubo Eppendorf pre-enfriado hasta llenar
el tubo hasta mas de la mitad, se anadi6 650 pL de tampon de extraccion
(calentado a 50 ° C para disolver el SDS). Posteriormente se anadié 0,5 ml de
fenol/cloroformo / alcohol isoamilico en la campana de extraccion y se coloco en el
vortex por 30 segundos. Se centrifugo durante 3 minutos a 14 000 rpm a4 °Ceny
se transfirid la fase acuosa (fase superior) a un nuevo tubo Eppendorf, sin tomar
nada de la interfase. Se desecho la fase de fenol (fase inferior) en el contenedor
de residuos de fenol y el tubo en el recipiente de residuos sdlidos fenol. Se afiadié
de nuevo 0,5 mL de fenol / cloroformo / alcohol isoamilico y se agito
enérgicamente. Luego se centrifugo durante 3 minutos a 14 000 rpm y a 4°C. Se
transfirio la fase acuosa (fase superior) a un nuevo tubo Eppendorf y se afiadi6 0,5
mL de cloroformo / alcohol isoamilico (24:1) y se agito enérgicamente luego se
centrifugo durante 1 minuto a 14 000 rpm a 4°C. Después de la centrifugacion, la
fase acuosa debe ser clara. Posteriormente se transfirié la fase acuosa (superior)
a un nuevo tubo Eppendorf y se afiadio 1/3 volumen de LiCl 8M (aprox. 150 ul). Se
desechd la fase inferior en el contenedor de residuos de fenol, se mezclo bien y se
incub6 a 20 ° C durante toda la noche o un fin de semana. Al dia siguiente se
centrifugo durante 20 minutos a 14 000 rpm a 4 C °, se elimindé el sobrenadante y
se afiadié 0,5 mL de etanol al 70% (-20 ° C) y se mezcl6é suavemente para lavar
luego se centrifugo durante 1 minuto a 14 000 rpm a 4 ° C. Se elimind el
sobrenadante incluyendo también las pequenas 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 afadié 400 pL de Agua MiliQ o Agua PCR y mantuvo
en hielo o a 4°C durante al menos 0.5-1 hora para permitir que el sedimento de
ARN se hidrate. Se disolvio el precipitado de ARN por vortex. Luego se anadié 40
ul de NaAc (Acetato de sodio) pH 5,2 y 1 ml de etanol al 96% (-20 ° C) y se incubo
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por lo menos 20 minutos a -80 ° C o 60 minutos a -20 ° C (recomendable 60
minutos a -80 ° C). Posteriormente se centrifugo durante 4 minutos a 14 000 rpm a
4 ° C; se elimind el sobrenadante y se lavé el precipitado con 400 pL de etanol al
70% (-20 ° C). Posteriormente se centrifugo durante 3 minutos a 14 000 rpm a 4 °
C. Se seco 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 disolvié el precipitado en 25 yL de H,O MQ o H;O
PCR y se determiné la concentracion en el nanodrop y se realizaron los
respectivos calculos para tener la concentracion de (1 ug) de cada muestra de
RNA.

4.2.3 Geles de agarosa

Se colocd 1.2 gramos de agarosa y 60 ml de TAE 1 X, se dejo hervir y
posteriormente se dejoé enfriar para colocar 2 ul de SYBER SAFE y se dejo
gelatinizar. Finalmente se cargd el gel con cada una de las muestras y se dejo
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 |, Amplification Grade (INVITROGEN)

Se coloc6 1 pL de RNA (1ug), 1 uL de DNase |, Amp Grade (100 U) y 1 uL de 10X
DNase | Reaction Buffer (1000 pL), luego se aforo hasta llegar a 10 yL con agua
PCR y se dejo 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se coloco 1 L
de EDTA (200 puL). y se colocé en el termociclador MULTIGENE (LabNet) por 10
min a 65°C y se guardo a -80 °C

4.2.5 Transcripcion reversa cDNA.

Se utilizé es Reverse Transcription System de Promega. Primero se coloco 1 pL
de RNA (1ug), 1 yL de Oligo(dT)15 Primer (0.5ug/pl) y 3 pL de Nuclease-Free

Water, posteriormente se mezclé 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 centrifugé por 10 segundos y se guardé a 4°C.

Para la preparacion del super mix se tomaron los valores mostrados en la tabla 4
Luego de preparar de super mix se colocd 15 pyL a cada una de las muestras que
se realizaron anteriormente. Posteriormente se colocd 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 reaccion de cDNA

Reactivo Cantidad pL
Buffer 5X 4 uL

MgCl,, 25Mm 3L

dNTP Mixture 1L
Recombinant RNasin® 0,5 uL

AMV Reverse Transcriptase 1L

Agua (nucleotide free). 5.5 uL

Total 15 L
4.2.6 g RTPCR

Se realizé con master mix por cada primer y se colocaron los siguientes valores
por cada reaccion (tabla 5) se colocaron las muestra en el PRIMEQ
(Desnaturalizacion: 95°C por 10 minutos; Amplificacién: 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 calculé en valor de delta
delta cq con el método de Livak (Livak, 2001, pp. 172). Se utilizé el gen UBI-10

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

Concentraciones de reactivos por cada reaccion.

Reactivo Cantidad gL
SsoFast™ EvaGreen® Supermix 7,5 L
Foward primer 0,45 uL
Reverse primer 0,45 MI
Agua PCR 5,1 uL
Cdna 1,5 Ml

Total 15 Ml

4.3 Evaluacion estadistica de los resultados

La evaluacién estadistica de los resultados se realizd6 con la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Se determinara 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 escogera uno de los dos medios nutritivos para
aplicacion de la linea mutante. Se realizé el test de Shapiro-Wilk el cual se utiliza
para determinar si una poblacién presenta una distribucion normal, este contiene
dos hipdtesis: Ho: Los datos tienen una distribucion normal; Hy: Los datos no se

ajustan a una distribucién 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 poblacion. Si el valor de significancia es < 0.05 se
acepta la hipotesis nula, si es menor se rechaza la hipdtesis nula y se concluye
que los datos no tienen una distribucion normal. Tiene dos hipotesis: Ho: no hay
diferencias significativas entre los grupos. Hy: Hay diferencias entre los grupos
(Yarnold y Soltysik, 2013, pp. 342-345).
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5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION:

5.1 Andlisis preliminar de la expresion génica en Col-0.

La expresion de los genes de defensa nos permite comprender los procesos que
ocurren en las plantas que estan 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 nutricion
vegetal es un factor muy importante para la agricultura, este se refiere al
suministro, absorcion, disponibilidad, translocacion y la utilizacion de la materia

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

Los Figura 16 indica que los todos los genes tuvieron expresion con una dieta
optima frente al control agua al dia uno y al dia siete. Los datos indican una dieta
sin calcio vs la dieta Optima tiene una disminucién a las 24 horas menos en el gen
LOX2, siete dias; PR1, siete dias; PDF1.2 siete dias (figura 16, B). Por otro lado
se observa que con MS (+Ca) la expresion de los genes LOX 2 y PDF1.2 aumenta
a las 24 horas (Figura 15, B y D) y se mantiene la expresion solo en el gen PDF1.2
mientras que con el gen LOX2 disminuye, hay una diferencia significativa en la
expresion de los genes LOX2 y PDF1.2 con MS (+Ca) vs los otros tratamientos.
Se puede observar que a los siete dias la expresion de los genes de defensa
aumenta en el gen PR1 y disminuye en el gen LOX2, esto demuestra un efecto
antagonico entre los genes. En cuando al gen VSP2 a las 24 horas la expresion de
los tres tratamientos es igual menos con la dieta optima, al contrario a los siete
dias de aplicada la dieta los tratamientos con MS, MS (-Ca) y MS (+Ca) la

expresion aumenta.
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Figura 16. Expresion 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. Expresion 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 expresién con el cambio de agua a dieta
nutritiva en todos los genes a las 24 horas y siete dias, menos en el gen PR1 y
PDF1.2 a las 24 horas. Se puede observar que con dieta sin calcio también existe
una expresion esto sucede en todos los genes a 24 horas y siete dias. Con una
dieta con exceso de calcio en todos los genes existe una expresion menos en el
gen LOX2 a los siete dias. Se puede observar un efecto antagonico entre el gen
PR1y el LOX2 a los siete dias de aplicada la dieta al igual que en la dieta MS. El
gen VSP2 tuvo una expresion con un tratamiento con exceso de calcio a las 24
horas. El analisis estadistico de Kruskal-Wallis dio como resultado que los datos
no tienen diferencias significativas entre los grupos. Se determind como
tratamiento para la induccién de los genes defensa la dieta nutritiva MS ya que se

observé que con el tratamiento de calcio 5X se observa una mayor expresion.

Se puede observar que la aplicacion 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 expresion con la dieta 6ptima y dieta sin calcio, pero la expresion
aumenta con la aplicacién de esta misma dieta con exceso de calcio 5X. Esto se
pudo comprobar debido a que se efectud la expresion de los genes marcadores de

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

La expresion 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
produccion de JA (Bell et al, 1995). Al acumularse JA, este da una proteccion 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 expresion de los demas
genes a las 24 horas y siete dias, se observa que en el gen LOX2 a las 24 horas
aumentd y a los siete dias disminuyo. Hay evidencia que el gen LOX2 esta

implicado en la formacion de compuestos volatiles (GLVs), aparte de participar en
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la formacion del JA. Los GLV son aldehidos alifaticos de seis carbonos y ésteres,
que poseen una actividad antimicrobiana y se utilizan como linea directa de
defensa contra patégenos que intentan atacar a la planta. (Mochizuki, Sugimoto,
Koeduka y Matsui, 2016, pp.82-85).

La expresidon 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
induccion en la ruta de defensa del JA. Segun (Borja, 2013, pp. 42-43) un
tratamiento con exceso nutricional de calcio induce a la expresion del gen PDF1.2
en la linea Col-0 y una deficiencia de calcio suprime la expresion. Se pudo
comprobar esta afirmacion ya que un exceso de calcio induce la activacion de la
ruta del JA a través de sus genes marcadores PDF1.2 y LOX2. Esto da un indicio
de que con la aplicacion de un medio de cultivo con exceso de calcio (5X) las
plantas son capaces de resistir a una infeccibn mediada por patdégenos

necrotréficos como Alternaria spp o Botrytis cinerea.

Los genes LOX2 y VSP2 los cuales estan implicados en la formacion del JA, se
expresaron de distinta manera frente un medio nutritivo con exceso de calcio (5X).
Se sabe que estos genes estan controlados por el mismo factor de transcripcién
MYC2, y debido a que el gen VSP2 tiene su funcién 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 funcién de cada
gen puede estar relacionada con el nivel de expresion 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 patdgenos biotréficos y hemi-
biotroficos, y es ahi donde se activa del gen PR1 y desencadena la SAR (Verhage
et al, 2010, pp. 537-540) Segun Spoel y colaboradores (2003, pp. 157-159), el SA
se acumula después de la infeccion del patégeno, como resultado de esto se

produce la expresion de la proteina NPR1, la cual se localiza en el nucleo e
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interactua con los factores de transcripcion TGA, dando como resultado la
activacion de los genes PR. Como ya se sabe, estas proteinas intervienen en la
inhibicion del crecimiento y detienen la multiplicacion de patdgenos; estudios han
demostrado que aplicaciones exdgenas de SA dan como resultado la acumulacién
de las proteinas PR y la activaciéon de la SAR (Iris et al, 1996, pp 65-78). Este
mecanismo afecta la expresion de los genes de respuesta al JA. Esto solo se pudo
comprobar con el analisis del gen LOX2 con las dos dietas nutritivas a los siete
dias de aplicaciéon. Esto nos lleva a intuir que el efecto antagdnico se produce
cuando ya han pasado varios dias desde la aplicacion del medio nutritivo. Se sabe
que el proceso que el proceso de sefializacidn antagonica entre el SA y el JA
dependen den parcialmente de NPR1, SSI2, MAPK4 y de los factores de
transcripcion WRKY (Ballaré, 2011, pp 131).

Con estos resultados, se evidencia la activacion del gen PR1 con la aplicacion de
las dos dietas nutritivas, aunque no se evidencia una diferencia significativa con
los diferentes tratamientos. Esto indica que el calcio no afectd a la expresion del
gen PR1, pero una dieta rica en nutrientes si es influyente en la expresién y por

ende podria tratarse de una activacion 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 organicos e inorganicos a través de la bicapa
lipidica. Esto pone en riesgo los procesos metabdlicos de la planta y por ende la

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

Se puede observar que la aplicacion de una dieta rica en nutrientes sea esta
Murashige & Skoog o Hoagland, induce la activacion de las rutas del JA y SA
(Figura 16 y Figura 17). Se puede observar una expresion con la dieta 6ptima y

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

evidencid la expresion de los genes marcadores de la rutas del SA 'y JA.

Se ha demostrado que las rutas metabdlicas del SA y JA actuan conjuntamente
(Pieterse, Ton y Van Loon, 2001, pp. 45-46). Este mecanismo provee a la planta
una mejor defensa contra el patégeno invasor. Un estudio llevado a cabo por Van
Wees, y colaboradores (2000, pp. 54-55), demostré que las plantas que expresan
SAR e ISR independientemente, tienen una reduccion relativa de los sintomas
entre en 40-60%, mientras que esta reduccion se aumenta cuando ISR y SAR se
expresan simultaneamente. En este estudio se concluyd 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
patdgenos con la activacion simultanea de la ISR y SAR, lo cual puede mejorar el
control de la enfermedad. Segun Van der Does y colaboradores, el efecto
antagonico del SA sobre el JA afecta en las funciones de transcripcion de genes
en el complejo SCFCOI1-JAZ, ademas encontraron que la GCC-box es suficiente
para la activacion la ruta del JA y la supresion de la SAR y sugieren que el
entrecruzamiento de las rutas de defensa SA/JA es mediada por la acumulacién
de ORA59. Segun Moya, plantas de Arabidopsis thaliana con una dieta de exceso
de calcio, presentaron una activacion en los genes PR-1 y LOX2. También se

pudo observar una ligera activacion 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 estan
involucrados en la formacién del JA y SA se expresan. Lo mismo ocurre con un
medio nutritivo con exceso de calcio, pero la expresion 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
abioticos y bidticos, este también contribuye en el desarrollo de nuevas células,
formacion de la pared celular, sintesis de calosa, transductor de sefiales y existe

evidencia fuerte de que activa genes que estan involucrados en la sintesis de
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proteinas de resistencia (Lawrence et al, 2005, pp. 76-79). Por lo tanto se confirma
con esta investigacion que el calcio es un elemento influyente en la expresion de

los genes de defensa.

5.2 Andlisis de la expresion génica con la linea mutante coil-21

Los resultados del mutante coil-21 (figura 18) indican que la aplicacién de una
dieta nutritiva expresa los genes de defensa independientemente de si esta tiene
los nutrientes éptimos, 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 expresién menor
que con los tratamientos con una dieta optima y una dieta sin calcio. Por otro lado
se observa que la expresion del gen PR1 existe una expresion con los tres
tratamientos pero éste aumenta con un exceso de calcio. En el anexo 9 se puede
observar la comparacion entre la expresion relativa del gen PR1 entre la linea Col-
0 y coil-21, se observa que la expresion en la linea col-0 es mayor a coil-21 en el
tratamiento MS, mientras que MS (+Ca), aumenta en coil-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 expresion alguna en la linea coil-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 linea silvestre Col-0, ya que en este
ensayo la aplicacion de una dieta nutritiva no afecta la expresion génica de los
genes dependientes de JA. Esto se puede afirmar, ya que la linea coil-21 posee
sensibilidad reducida al acido jasmonico JA (He, Yijian, Hubert, Tornero y Dangl|,
2012, pp 65-69), (Van Loon, 2009, pp. 135-140).
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Figura 18. Analisis de la expresion relativa de los genes

(A): PR1, LOX2, VSP2, PDF1.2 en la linea mutante coil-21 con una dieta Murashigue & Skoog a

las 24 horas.
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5.3 Andlisis estadistico

Al realizarse la prueba de normalidad con el test de Shapiro-wilk en la linea Col-0
y en la linea mutante coil-21 con las distintas dietas utilizadas, dio como resultado
la aceptacion de la hipdtesis alternativa es decir que los valores obtenidos en el
experimento no se ajustan a una distribucidon normal. Por lo tanto se utilizo la

prueba no parameétrica 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 dias) y el mutante coil-21 (24 horas y siete dias) por lo tanto se aceptd la
hipétesis nula la cual afirma que no hay diferencias significativas y los diferentes
tratamientos son estadisticamente significativos. Los valores que arrojo el analisis

de datos en la g-RTPCR son datos confiables.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

6.1 Conclusiones:

La nutricién induce a expresion de los genes de defensa de las rutas del JA 'y SA,
eso quiere decir que existié una activacién de la SAR e ISR independientemente
del medio nutritivo que se suministre, por otro lado el tiempo exposicién de 24
horas del medio nutritivo aumenta la expresion de los genes de defensa en todos

los tratamientos.

Una dieta sin calcio con medio nutritivo MS disminuye la expresion de los genes
de defensa PR1, VSP2, PDF1.2, mientras que una dieta con calcio aumenta la
expresion del gen LOX 2 a las 24 horas con las dos dietas nutritivas y el gen
PDF1.2 tuvo mas expresion que todos los genes con medios nutritivos MS y
Hoagland a las 24 horas y a los siete dias. La aplicacion de nutrientes a las
plantas dio como resultado una expresion de los genes de defensa pero en calcio

potencia esta expresion.

Existe un antagonismo entre las rutas metabdlicas SA y JA siete dias después de
aplicados los medios nutritivos. EI medio nutritivo MS fue el que dio mejores
resultados ya que se ve mejor la diferencia de la expresion génica en Arabidopsis

thaliana.

La linea mutante coil-21, dio resultados favorables ya que la ruta de defensa del

JA se vio suprimida.

6.2 Recomendaciones

Analizar mas lineas mutantes como ein2 o lineas mutantes que tengan

mutaciones en los trasportadores de calcio.



Realizar un ensayo con el gen PR4 el cual esta relacionado con la ruta del ET.
Realizar mas repeticiones bioldgicas.

Utilizar otro gen constitutivo.

Realizar una prueba con acido salicilico en el mutante coil-21. .

Medir los niveles de calcio en las plantas.

Realizar ensayos con Botritis spp en gRT-PCR.
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TABLAS

ANEXO 1: Solucién 6ptima Murashige &Skoog

Solucion stock: 2XMACRO,
Dieta optima | Elementos g/L HIERRO 100X, MICRO 200x | DE 400 mL
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ANEXO 2: Solucidn sin calcio Murashige &Skoog

Dieta con Solucion stock:

deficiencia de 2XMACRO, HIERRO
calcio Elementos g/L 100X, MICRO 200x Soluciéon de 400 ml
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ANEXO 3 : Solucién con exceso de Calcio Murashige &Skoog

Dieta con Para Solucion stock:

exceso de preparar1 | 2XMACRO, HIERRO
calcio 5X Elementos litro 100X, MICRO 200x DE 400 mL 5X




74

ANEXO 4: Solucion 6ptima Hoagland

Dieta Concentracion

optima de las soluciones Para preparar la
Elementos madres (gr/L) solucion Soluciéon 1L
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ANEXO 5: Solucién sin calcio Hoagland

Dieta con
deficiencia Concentracion de las Para preparar la
de calcio | Elementos soluciones madres (gr/L) solucién de 1 Lito g/L
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ANEXO 6: Dieta con exceso de calcio 5X Hoagland.

Dieta con Concentracion de las
exceso soluciones madres Para preparar la
de calcio | Elementos (gr/L) solucién Solucién 1L

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
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Reverse: TGGGCTGATTTGGTTGAGGA
AT4G05320 UBI 10 Forward:
GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAG
Reverse:
AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT

ANEXO 8: Extraccion de RNA.

Segunda repeticién 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).

28S rRNA

18S rRNA

16y 17S rRNA

5S rRNA
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ANEXO 9: Comparacion de la expresion génica del gen PR1 entre Col-0 y el

mutante coil-21.

Murashige & Skoog (Col-0)
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ANEXO 10: Comparacion de la expresion génica del gen LOX2 entre Col-0 y el

mutante coil-21.
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ANEXO 11: Comparacion de la expresién génica del gen VSP2 entre Col-0 y el

mutante coil-21.

2,5

Murashigue & Skoog (Col-0

N

w

Expresion relativa gen VPS2
=

o
(0]
I

m AGUA
B MS
= MS (-Ca)

m MS (+Ca)

24 horas

Expesion relativa del gen VSP2

2,5

1,5

Murashigue & Skoog (coi1-21)

B AGUA
mMS

= MS (-Ca)
m MS (+Ca)

24 horas




80

ANEXO 12: Comparacion de la expresion génica del gen PDF1.2 entre Col-0 y el

mutante coil-21.
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ANEXO 13
Soluciones

La extracciéon de RNA tampon (100 ml)

0,35 M glicina

0,048 M de NaOH

0,34 M NaCl

0,04 M EDTA

4% SDS (afadir tras autoclave)

fenol / cloroformo / alcohol isoamilico [25:24:1 v / V]
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cloroformo / alcohol isoamilico [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.3H20: ajustar el pH con acido acético
glacial



ABREVIATURAS
ABA: Acido abscisico
SA: Acido salicilico
JA: Acido jasménico
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: acidos grasos
MRNA: acido ribonucleico mensajero.

Avr: genes de virulencia

82



SAR: Respuesta sistémica adquirida.

HR: respuesta hipersensible

EF hands: proteinas de tipo hélice-bucle-hélice
CaM: calmodulina

CML: calmodulin-like protein

CDPK: proteinas dependientes de kinasas
CBL: calcineurina B

ROS: Especies reactivas de oxigeno:

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos.

MS: Murashigue & Skoog

GLVs: Compuestos volatiles en hojas verdes.
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