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RESUMEN
En la actualidad, existe una preocupacion persistente por el uso de los pesticidas
y agroquimicos en las actividades agricolas, cuyos efectos téxicos son fuente de
aprehension para la poblacion a nivel mundial. Por ello, se presenta un
incremento progresivo de la utilizacion de bioestimulantes, entre ellos los
oligosacaridos de xiloglucanos. Estos se involucran en la estimulacién de los
procesos naturales que benefician el desarrollo de las plantas y generan
respuestas bajo condiciones de estrés bibtico y/o abidtico. En el presente trabajo
experimental se analizé los cambios de la expresion génica y enzimatica de
catalasa (CAT) inducidos por el tratamiento con oligosacaridos de xiloglucanos
(XGO), en condiciones normales y de estrés salino, en plantas de Arabidopsis
thaliana sembradas in vitro. Se sembré plantas de A. thaliana en medio MS
liquido, las mismas que crecieron por un periodo de 15 dias, se realizé la
recoleccion de muestras pertenecientes al To (Control negativo de tiempo 0 antes
de la induccion). Posteriormente se realizd una induccion en los medios de
cultivo, adicionando 100 mM de NaCl + 0.1 mg.L"' de XGO y se tomaron
muestras a las 24 y 72 horas posteriores a la induccién. Para validar los cambios
en la expresion génica se analizé la expresion relativa del gen cat mediante PCR
en tiempo real. La presencia relativa de la enzima Catalasa se determind por
Western blot y la actividad de la enzima mediante espectrofotometria. Se
evidencio que los niveles de expresion génica del gen cat aumentaron
significativamente, en presencia de XGO y NaCl a las 24 horas después de la
induccidon. Asi como también, la presencia relativa de la enzima CAT se
incrementd en presencia de XGO = NaCl, a las 72 horas posteriores a la
induccion. Finalmente, se observé un aumento en el patrén de la actividad de
CAT a las 24 y 72 horas, con y sin estrés salino. Los resultados obtenidos en
esta investigacion, sugieren que los oligosacaridos de xiloglucanos se involucran
en la estimulacion y activacién de mecanismos de defensa en las plantas frente
al estrés oxidativo, que les permiten tolerar las condiciones desfavorables del

estrés salino.



ABSTRACT
At present, there is a persistent concern about the use of pesticides and
agrochemicals in agricultural activities, whose toxic effects are a source of
apprehension for the population worldwide. Therefore, a progressive increase in
the use of biostimulants, among them the oligosaccharides of xyloglucans. These
are involved in the stimulation of natural processes that benefit the development
of plants and generate responses under conditions of biotic and / or abiotic stress
in plants. This Project evaluates the changes of catalase (CAT) gene expression
and relative presence of the CAT enzyme induced by xyloglucan oligosaccharide
(XGO) treatment under normal conditions and saline stress in Arabidopsis
thaliana plants planted in vitro. Plants of A. thaliana were planted in liquid MS
medium, the same ones that were grown for a period of 15 days, samples were
collected pertaining to To (negative control of time O before induction).
Subsequently an induction was performed in culture media, adding 100 mM NaCl
+ 0.1 mg.L" of XGO and samples were taken at 24 and 72 hours post-induction.
To validate the changes in gene expression, the relative expression of the cat
gene was analyzed by real-time PCR. The relative presence of the enzyme
Catalase was determined by Western blotting and enzyme activity was
determined by spectrophotometry. We demonstrated that levels of gene
expression of the cat gene increased significantly, in the presence of XGO and
NaCl at 24 hours post-induction. As well as, the relative presence of the CAT
enzyme was increased in the presence of XGO + NaCl, at 72 hours post
induction. Finally, an increase in the pattern of CAT activity was observed at 24
and 72 hours post induction, with and without saline stress. The results obtained
in this work suggest that xyloglucan oligosaccharides are involved in the
stimulation and activation of different defense mechanisms in plants against
oxidative stress, which allow them to tolerate unfavorable conditions of saline

stress.
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1. Capitulo I. Introduccién

1.1 Antecedentes

Los ingresos generados por el cambio dinamico de la productividad y el comercio
de la actividad agricola, difieren notablemente entre los distintos paises a nivel
mundial (Food and Agriculture Organization (FAO), 2013, p. 31). Se considera
al desarrollo de la agricultura, como un instrumento para solucionar y erradicar
el problema de la pobreza, puesto que, aproximadamente el 78 % de las
personas de escasos recursos viven en zonas rurales, cuya unica fuente de
subsistencia es la produccion agricola (Banco Mundial, 2016, p.1). Asimismo, la
agricultura influye directamente en el crecimiento econdmico de un pais, ya que
representa un tercio del producto interno bruto del mismo (PBI) (FAO, 2012, p.
28).

En la actualidad, la seguridad alimentaria, el crecimiento y la reduccion de los
niveles de la pobreza que promueve la actividad agricola se encuentran en
riesgo, por factores como las limitaciones de los recursos naturales y politicas,
las presiones ambientales, los cambios climaticos, la volatilidad de precios y las
condiciones abidticas en las que se incluye a la salinidad de los suelos. El
principal desafio del sector agricola es aumentar su productividad, tomando en
cuenta todos los aspectos para que se realice de manera amigable con el
ambiente (FAO, 2013, p. 35).

Especificamente, la salinidad presente en el suelo es uno de los principales
factores que restringen la productibilidad en aproximadamente un tercio del total
de tierras destinadas a la actividad agricola en el mundo (Jiang, Bel, Cao, Smith
y Harberd, 2013, p.1). Un suelo es considerado salino cuando presenta una
conductancia eléctrica mayor a 4 dSm™ (Roy y Tester, 2012, p. 5315). Las
elevadas concentraciones de sal influyen en la disponibilidad agua y de los
nutrientes, asi como también, interfieren en el metabolismo celular puesto que

los iones son acumulados en el interior de las células vegetales (Jiang, 2011,



p.2). Esto conlleva a que las plantas experimenten diversos cambios fisiolégicos,
moleculares y bioquimicos que finalmente provocan la disminuciéon del
rendimiento de los cultivos (Roy y Tester, 2012, p. 5316). Ademas, esta
caracteristica del suelo afecta la actividad y tamafio de la biomasa microbiana

que se encuentra disponible en el suelo (Canfora et al., 2014, p. 1).

En vista de la prevalecia de la salinidad en los suelos, han surgido diferentes
meétodos en los que se incluyen a los lavados del exceso de sodio, en conjunto
de drenajes eficientes (AragUés y Alberto, 1978, p. 431), la aplicacién de técnicas
de labranza profunda (Provin y Pitt, 2012, p. 3), el empleo de tecnologias de
fitorremediacion (Hernandez y Betancourt, 2013, p.2). Asimismo, otra estrategia
es el uso de bioestimulantes, los mismos que estan compuestos por materia
organica e inorganica y participan en el mejoramiento de los procesos fisioldgicos

de las plantas (Sharma, Fleming, Selby, Rao y Martin, 2014, p. 465).

Son extensos los resultados que se han evidenciado con el uso de
bioestimulantes, puesto que actuan como reguladores del crecimiento,
inductores de la actividad de auxinas y giberelinas, promueven la germinacién
de las semillas, la induccién del sistema de produccién de flores y frutos, generan
cambios en la morfologia de las plantas y prolongan el tiempo de conservacion
post- cosecha (Calvo, Nelson y Kloepper, 2014, p. 3). También, poseen
propiedades que se han utilizado para controlar y/o eliminar la propagacién de
enfermedades e inducir las defensas innatas de las plantas (du Jardin, 2015, p.
5). Adicionalmente, proporcionan tolerancia al estrés abidtico, en donde se
involucran los mecanismos de osmorregulacion, la reduccion de la transpiracion,
la regulacion térmica y las actividades enzimaticas mediadas por cofactores (du
Jardin, 2012, p. 3).

Los bioestimulantes derivados de la pared celular vegetal (du Jardin, 2012, p.3),
particularmente los oligosacaridos de xiloglucanos (XGO, de sus siglas en inglés
xyloglucan oligosaccharides) se involucran en los diferentes procesos vegetales

(Hayashi y Kaida, 2011, p.18). Sin embargo, el efecto de estos compuestos



cuando las plantas se encuentran sometidas a estrés salino aun no ha sido
evaluado, asi como tampoco el papel en el que se pueden involucrar para mitigar
el estrés oxidativo que la salinidad provoca (Enriquez- Guevara y Aispuro-
Hernandez, 2010, p. 147).

Se conoce que las plantas frente a diversas condiciones desfavorables,
incluyendo a la salinidad, dan origen a la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS de sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species), que en
situaciones normales de crecimiento son producidas en bajas cantidades, como
el producto del metabolismo celular. Sin embargo, excesivas cantidades de ROS
originan dafios oxidativos que pueden desencadenar la muerte celular (Sharma,
Jha, Dubey y Pessarakli, 2012, p.2).

En vista de la sobreproduccion de ROS, las plantas utilizan distintos mecanismos
de defensa antioxidante, que operan en el interior de las células, un ejemplo de
esto es la funcién de las enzimas antioxidantes que ayudan a mitigar el dafo
celular mediante la limitacion de ROS (Mhamdi, Noctor y Baker, 2012, p.182).
una de las enzimas involucradas es la catalasa (EC 1.11.1.6) que presenta una
masa molecular de 55 kDa en plantas y esta involucrada, esencialmente, en la
catalisis de H202 que puede ser el resultados de los procesos relacionados con
la beta-oxidacion de los acidos grasos y/o la fotorespiracion (Bhaduri y Fulekar,
2012, p. 56). En la literatura se han descrito varias isoformas de la enzima en
diferentes especies vegetales, por lo que la familia de genes de la catalasa,
difieren en cuanto a secuencia, localizacién y regulacién subcelular (Zhong y
McClung, 1997, p.198). Las enzimas catalasas, al presentar una funcion clave
involucrada en la proteccion de las células frente al estrés oxidativo, son
consideradas objeto de estudio bajo condiciones de estrés y en las interacciones
entre planta- patdgeno, ademas, de ser analizadas en investigaciones referentes

a la evolucion, en plantas (Martinez, L, 2003, 35).



1.2 Planteamiento del problema

El desmesurado e inconsciente uso de pesticidas y agroquimicos en la
agricultura moderna, involucra efectos toxicos, considerados como una la fuente
de aprehension para la poblacion a nivel mundial. Lamentablemente, la
obtencion de los niveles de la produccidn alimentaria necesarios para mantener
los mercados abastecidos depende fuertemente de la aplicacion de estos
compuestos de origen sintético (Malusa y Vassilev, 2014, p. 5699). La proyeccion
del aumento significativo en las necesidades energéticas, alimentarias e hidricas
en un futuro cercano exige a la poblacion, el cambio del enfoque referente a la
agricultura, el mismo que permita obtener una mejora en la gestiéon de los
recursos naturales, primando el rendimiento agricola, de manera que se
garantice la calidad de los alimentos. Sumado a esto, se estima que el problema
de salinidad en el mundo incide en un area mayor a un billéon de ha (FAO, 2015,
p. 85). Esta situacion origina un impacto negativo en la produccioén agricola que,
ademas, afecta las condiciones en la que los agricultores viven, el equilibrio de
los recursos naturales y de la economia en distintos niveles (Sanchez, Dunel y
Scherger, 2015, p. 28).

Otros impactos de la salinidad son la disminucion del rendimiento de la
productividad, el aumento de insumos de origen quimico, el bajo rendimiento de
los cultivos, la obtencidn de cultivos de alto riesgo y costo; el empleo de un alto
numero de mano de obra, la disminucion de los ingresos economicos. Asi
también, la salinidad afecta directamente en la cantidad y en la diversidad de los
organismos y en el aumento de las enfermedades transmitidas por vectores
(FAO, 2014, p.1). La recuperacién de los suelos salinos requiere la combinacion
de diversos enfoques y tecnologias, por lo que surgen diversas herramientas en
las que se incluyen a las practicas hidraulicas, los procedimientos fisicos-
mecanicos, las metodologias quimicas y los métodos bioldgicos (FAO, 2014, p.4;
Tejada, Garcia, Gonzalez y Hernandez, 2016, p. 1413). Estos ultimos son

considerados como objeto de estudio en la actualidad, particularmente se enfoca



en distintos bioestimulantes, ya que su utilizacion podria ser una estrategia

amigable con el medio ambiente y de multiples beneficios.

Adicionalmente, los efectos de los oligosacaridos de xiloglucanos sobre las
plantas han sido estudiados a nivel morfolégico, de ciclo celular o de expresion
génica a nivel global (Gonzalez-Pérez et al., 2012, pp. 214-217; Gonzalez- Pérez
et al., 2014, pp. 6808-6812). Sin embargo, los efectos de los oligosacaridos de
xiloglucanos cuando las plantas estas sometidas a estrés salino no han sido
estudiados, en la literatura disponible. Por lo tanto, resulta interesante determinar
si estos son capaces de inducir tolerancia en las plantas, especificamente
modificando la expresidn, cantidad y actividad de la enzima catalasa, lo cual
ampliaria sus potencialidades como bioestimulantes (Rodriguez, Menéndez,
Fundora y Garcia, 2015, p.113). Es por ello que existe la necesidad de
profundizar investigaciones en esta tematica, como unica alternativa para

garantizar el éxito comercial de estos productos.

1.3 Justificacién

En vista del impacto remanente de la salinidad, es indispensable la aplicacién de
distintas metodologias de recuperacion de suelos tanto quimicas como fisicas.
Sin embargo, la ineficiencia por parte de estas metodologias y en base a diversos
estudios (Mazumder, Lerouge, Louterir, Driouich y Ray 2005, p.238; Palazon,
2010, p.4; Rodriguez et al.,, 2015, p. 112) se considera que el uso de
bioestimulantes podria ser una herramienta util para disminuir los dafios
ocasionados por la salinidad en los cultivos de interés agronémico. Pese a la
importancia que esta posible aplicacion genera y aunque la actividad bioldgica
de algunas oligosacarinas ha sido demostrada in vivo, aun no se comprende por

completo, la forma en la que actuan estas moléculas.

Por lo antes expuesto, es importante el estudio de los efectos que presentan los
XGO sobre la expresion relativa del gen catalasa, la presencia relativa de la

enzima CAT y su actividad, ya que catalasa es una enzima que se destaca dentro



de la cadena de reacciones enzimaticas que se producen de manera intracelular
como respuesta natural al estrés salino y constituye un marcador para determinar
estrés oxidativo. Estos efectos podrian contribuir a la interpretacion de los
mecanismos ejercidos por esta clase de bioestimulante sobre la planta modelo
Arabidopsis thaliana. Ademas, podria dar paso a futuras investigaciones
dirigidas al estudio de respuestas bioquimicas ejercidas por la planta en los que

estos bioproductos sean participes.

Tomando en cuenta la importancia de las diferentes clases de bioestimulantes,
su aplicacion y efectos, en el presente trabajo experimental se planted la

siguiente hipotesis de trabajo:

“Las plantas de Arabidopsis thaliana que crecen de forma in vitro bajo
condiciones de estrés salino con cloruro de sodio, modulan la expresion relativa
de los genes Catalasa (cat), la cantidad y la actividad de la enzima que codifica

el mismo gen”.

Para cumplir con la hipétesis formulada, se plantearon los siguientes obijetivos:

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general
Comparar los cambios en la expresion génica y enzimatica causados por estrés
salino en plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con oligosacaridos de

xiloglucanos.

1.4.2 Objetivos especificos
e Determinar la expresion relativa del gen catalasa (cat) de plantas de
Arabidopsis thaliana tratadas con oligosacaridos de xiloglucanos en

condiciones de estrés salino mediante PCR en tiempo real.



e |dentificar la presencia relativa de la enzima Catalasa (CAT) de plantas
de Arabidopsis thaliana tratadas con oligosacaridos de xiloglucanos en

condiciones de estrés salino mediante ensayos inmunoquimicos.

e Comparar la actividad de la enzima Catalasa (CAT) de plantas de
Arabidopsis thaliana tratadas con oligosacaridos de xiloglucanos en
condiciones de estrés salino mediante ensayos enzimaticos de

espectrofotometria.

2. Capitulo Il. Marco Teorico

2.1 Salinidad en los cultivos

La salinidad constituye un problema de degradacion de la tierra que el ser
humano debe mitigar, intentando prevenir, controlar y/o mejorar las condiciones
de los suelos afectados (Otero et al., 2007, p.2). Estos se caracterizan por tener
propiedades fisico-quimicas particulares, como son la conductividad eléctrica
superior a 4 dS.m" a 25 °C, el porcentaje de sodio intercambiable de 15
unidades y su pH es superior en comparacion al de los suelos normales.
Ademas, es conveniente medir la cantidad de extractos de saturacion presentes

para constatar la presencia de sales en el suelo (FAO, 1988, p.3).

Varias son las causas y ciclos que conllevan a la generacion de suelos salinos,
por ejemplo, los ciclos de movilizacion, acumulacion y redistribucion de sulfatos,
carbonatos, cloruros y bicarbonatos sédicos. Estos son el resultado de las
distintas condiciones del clima, como la humedad, la posicion geomorfoldgica y
el drenaje existente en el suelo afectado (Huerta, 2005, p.19). Por otro lado, los
suelos pertenecientes a las llanuras cercanas a bahias y costas, presentan altas
cantidades de sales marinas, especialmente el cloruro sédico, puesto que las
sales provienen de las capas freaticas, de sales transportadas por el viento y por
el agua de las mareas (Alcaraz, 2012, pp. 3-4). De manera similar, las microfallas

o fracturas que atraviesan distintos materiales permiten que las aguas freaticas



profundas asciendan y den lugar a la salinizacion. También ocurre en las deltas
de los rios donde se presentan interacciones entre aguas dulces provenientes
de los rios y el agua salada proveniente del mar (Kolbl et al., 2013, p. 69).
Finalmente, distintas actividades humanas contribuyen a la salinizacién como el
empleo de agua de riego, la industria, la mineria y la utilizacion de compuestos

agroquimicos (Queensland, 2013, p.1).

Es por ello que se presentan dos tipos de salinidad en los suelos; la salinidad
primaria cuyo origen se expone de manera natural, mientras que la salinidad

secundaria es el resultado de las actividades humanas (Otero et al., 2007, p.4).

2.1.1 Incidencia de la salinidad y riesgos en la agricultura

La salinizacion del suelo es uno de los principales riesgos para el desarrollo y el
mantenimiento de la actividad agricola (Toro y Gonzabay, 2015, p.5). Extensas
areas de suelo se ven afectadas por la salinidad primaria, mientras que la
presencia de salinidad secundaria crece de manera exponencial. Factores como
el cambio climatico, la practica inadecuada de la agricultura intensiva, la mala
calidad del agua destinada a riego, los sistemas ineficientes de drenaje y la
introduccion de fuentes de electrolitos, la eliminacion de vegetacion, entre otras,
se involucran con la acumulacion de sales en el suelo (Otero et al., 2007, p.4).
Hasta el 2008, mas de 45 millones de hectareas de tierras de regadio fueron
dafadas por la salinidad y aproximadamente 1.5 millones de hectareas de
produccion son gravemente afectadas por la presencia de elevados niveles de

sal en el suelo (Toro y Gonzabay, 2015, p.5).

Casi todos los cultivos importantes en el mundo son sensibles a altas
concentraciones de sal, generandose un problema que afecta aproximadamente
un tercio de las tierras de regadio destinadas a la agricultura y constituye una
fuerte limitacion para la productividad agricola a nivel mundial (Jiang et al., 2013,
pp. 35-37). Se estima que el 7 % de la tierra se ve afectada por la salinidad y que

en el futuro se podria aumentar hasta un 20 % de salinizacion, como



consecuencia de las distintas actividades y la ineficiente gestion de los suelos
(Kiirika, Schmitz y Colditz et al., 2014, p.3). Esta es una dificultad prevalente en
varias regiones como en las zonas aridas, las estepas, las regiones climaticas
templadas, los tropicos secos y en lugares cercanos a domos, manantiales
salinos y mantos freaticos (Mata, Rodriguez, Lépez y Vela, 2014, p. 31).
Fundamentalmente, la salinidad se presenta en zonas donde la evaporacion de
las aguas subterraneas poco profundas constituye el principal componente del
balance hidrico. Ademas, en las zonas donde se originan movimientos
ascendentes de las sales contenidas en las aguas subterraneas, debido a que la
absorcion de agua mediante las plantas excede el nivel de precipitacién del
suelo. De esta manera se limita la fertilidad quimica y, a la vez, se confieren
caracteristicas desfavorables a los suelos (Fierro et al., 2014, pp. 1-2). Entre los
paises con regiones aridas y mayor afectacion podemos citar a México, Chile,
Egipto, Iran, India, Peru y paises de clima humedo como Bélgica y Holanda
(Miliarium, 2004, p.1).

Los suelos salinos experimentan abultamiento cuando se humedecen,
posteriormente se endurecen y cuando estan totalmente secos presentan una
costra agrietada y dura. Este dafio reduce la disponibilidad de oxigeno vy
disminuye la capacidad de oxigenacion en la zona radicular de las plantas.
Ademas, los suelos salinos tienen una alta tendencia a la erosion, la que
generara la perdida de suelo y sus nutrientes disponibles (Canfora et al., 2014,
p.13).

Las elevadas cantidades de sal asimismo interfieren en la disponibilidad de agua
y de nutrientes para las plantas, lo que las afecta tanto en los aspectos
fisiologicos como metabdlicos (Mata et al., 2014, p. 4). Asi también, perjudica la
actividad y el tamafo de la composicion microbiana disponible en el suelo
(Canfora et al., 2014, p. 2). Sumado a esto, la salinidad es responsable de
causar el estrés osmatico, el desequilibrio ionico y puede llegar a romper la
homeostasis del potencial hidrico en las plantas, lo que conlleva a afectar las

actividades que suceden en el citoplasma y las membranas celulares (Alcaraz,
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2012, p.4). También, ocurre la acumulacién excesiva de sodio en el citoplasma

y la deficiencia de iones como el potasio.

2.1.2 Modificaciones de las plantas frente al estrés salino

Las plantas que se encuentran bajo condiciones de estrés salino experimentan
cambios fisiologicos, bioquimicos y moleculares (Munns y Gilliham, 2015, pp.
668-669). Problemas como el bajo crecimiento, quemaduras en las hojas,
inhibicion de la absorcion de nutrientes, agua y nitratos; presencia de areas
foliares pequenas, bajo numero de raices y hojas, disminucion de la fotosintesis
y la acumulacion de iones en el interior de los tejidos vegetales, son algunos de
los cambios que las plantas presentan a nivel morfolégico en presencia de sal
(Jian-Kang, 2011, p. 249).

A nivel celular, las plantas desarrollan un extenso numero de mecanismos
bioquimicos y moleculares. Dentro de las estrategias bioquimicas se incluye el
control de la absorcion, la acumulacion y distribucion de iones, los cambios en la
fotosintesis, la sintesis de solutos compatibles, la induccion de enzimas

antioxidantes y hormonas vegetales (Parida y Das, 2005, p.326).

Asimismo, altas concentraciones de sal provocan que el nivel hormonal de las
plantas incremente, tales como el acido abscisico (ABA, de sus siglas en inglés
Abscisic acid), los jasmonatos, las giberelinas, las auxinas, el acido salicilico, el
etileno, las estrigolactonas y las citoquininas. Estas, son las responsables de
promover distintas funciones, como el cierre de estomas para detener el flujo de
iones, la regulacién del crecimiento y la senescencia, el rendimiento de los
cultivos y la tolerancia al estrés (Albacete, Martinez y Pérez, 2013, pp. 19-22).
ABA es la hormona que predomina bajo condiciones de estrés abidtico y se
relaciona estrechamente con ciertas modificaciones en la expresion génica y con
la disminucion del efecto inhibitorio que tiene el NaCl sobre la fotosintesis
(Osakabe, Yamaguchi, Shinozaki y Tran, 2013, p.p. 36-37). Adicionalmente, La

salinidad inhibe la fotosintesis, ya que se disminuye el potencial de agua. Frente
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a esto, ciertas plantas han modificado su modo de fotosintesis, es decir, cambian
de C3 a un metabolismo acido de las crasulaceas (CAM de sus siglas en inglés
Crassulacean Acid Metabolism) o de C3 a C4, de manera que evitan la perdida
de agua que generalmente ocurre por la apertura de estomas, esta medida

reduce la perdida de H20 por transpiracion (Stepien y Klobus, 2005, p. 32).

Por otro lado, el estrés salino es capaz de imponer déficit de agua sobre las
actividades metabdlicas. Este déficit conduce a la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, de sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species),
en donde se incluye el perdxido de hidrégeno, el oxigeno molecular y los
radicales libres (Parida y Das, p.328). De manera similar ocurre cuando las vias
bioquimicas no se encuentran en equilibrio, los electrones que presentan altos
estados de energia se transfieren al oxigeno molecular y forman ROS (Miller,
Suzuki, Ciftci y Mittler, 2010, p.452). Estas son moléculas de alta toxicidad que
pueden generar dafios oxidativos en las proteinas, los acidos nucleicos y en los
lipidos (Gar y Machanda, 2009, p.83). También se conoce que, en condiciones
normales de crecimiento, se generan bajas cantidades de ROS en los organulos
celulares, ya que son importantes en procesos de sefalizacion celular durante la
fotosintesis y la respiracién (Miranda y Castro, 2009 p.7-10). Mientras que, en
presencia de condiciones abibticas desfavorables, la tasa de produccion de ROS

incrementa drasticamente (Apel y Hirt, 2004, p.5).

La formacion de ROS ocurre en organulos especificos, por ejemplo, en el interior
de los tilacoides de los cloroplastos, en los centros de reaccion, tanto del
fotosistema |, como del fotosistema Il y se da por la limitacién de la fijacién del
COz2, en conjunto con la excesiva reduccion de la cadena de transporte de
electrones (Miller et al, 2010, p.453). Ademas, en las mitocondrias la cantidad de
ROS generada es baja y se origina por el aumento de la respiracion mitocondrial
durante la exposicion a las condiciones de estrés, esto sucede en la cadena de
transporte de electrones (complejos | y Il) (Ahmad, Jaleel, Salem, Nabi y Sharma
2010, p. 163). Otros organulos en los que se generan cantidades considerables

de ROS son los peroxisomas como resultado de distintos procesos metabdlicos,
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la baja disponibilidad de agua en las reacciones, entre otras causas (Del rio et
al, 1996, p.434).

En vista de ello, como medida de defensa para disminuir la sobreproduccion de
ROS, las plantas generan sustancias antioxidantes enzimaticas y no
enzimaticas. Dentro de estas Ultimas se encuentra el acido ascorbico, el
glutation, los carotenoides, los flavonoides, los fenoles, entre otros (Pitzschke et
al., 2009, p. 120). Del mismo modo, se genera una cadena de reacciones
enzimaticas pertenecientes al sistema antioxidante celular. En donde enzimas
como la Superoxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), catalasa
(CAT), glutatién peroxidasa (GPX) y peroxiredoxina (PRX), son las responsables
de la degradacion de las especies reactivas de oxigeno (Miller et al, 2009, p.452).
Estas enzimas se localizan en casi todos los compartimentos celulares,
indicando de esta manera la importancia de la desintoxicacion de ROS para la

supervivencia celular (Gar y Machanda, 2009, p.83).

e Enzima catalasa

La catalasa (CAT) es una enzima tetramérica, en donde cada mondmero
presenta un grupo hemo (Gill y Tuteja, 2010, p. 11) y alcanzan una masa de
entre 50 a 70 kDa (Tellez, 2015, p.30). Esta enzima es la encargada de
transformar el peréxido de hidrégeno (H202) en agua y oxigeno molecular (Oz2),
reaccion que ocurre en los peroxisomas, en conjunto con peroxidasas (Arora et
al., 2002, p. 1235).

De esta manera se realiza la detoxificaciéon de ROS, que pueden ser el resultado
de los procesos correspondientes al catabolismo de purinas, a la fotorespiracion
y la b-oxidacion de los acidos grasos (Gar y Machanda, 2009, p.86). Distintas
investigaciones en plantas superiores, se han enfocado en el estudio de las
isoenzimas de CAT, arrojando distintos resultados. Sin embargo, se presentan
fundamentalmente tres isoformas (CAT 1, CAT 2 y CAT 3), las mismas que se
distribuyen en cromosomas separados, por lo que, se expresan de manera

diferente y se regulan de forma independiente (Tellez, 2015, p.3). Ademas, CAT
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1y 2 se localizan en el citosol y en los peroxisomas, mientras que la isoforma
CAT 3 se ubica fundamentalmente en las mitocondrias (Tellez, 2015, p.3). Por
otro lado, se ha evidenciado que estas enzimas presentan una alta tasa de
conversion en comparacion al resto de enzimas pertenecientes al sistema
oxidativo, puesto que tiene la capacidad de convertir aproximadamente seis
millones de moléculas de H202 en H20 y O2 por minuto (Gill y Tuteja, 2010, p.
11). CAT se involucra también, en los procesos bioldgicos de la respuesta celular
por presencia de ciertos compuestos como el nitrégeno, los fosfatos y los sulfatos
(Suzuqui, 2014, p.259) y respuestas frente a condiciones de estrés oxidativo

como el frio, los estimulos de luz, entre otros (Mhamdi et al., 2012, p. 182).

Para evidenciar las respuestas genéticas de las plantas de Arabidopsis thaliana,
se han estudiado diversos genes, fundamentalmente el gen catalasa (TAIR,
2016). En la Tabla 1 se presentan los niveles de la expresién del gen cat,
utilizando muestras vegetales provenientes del tejido foliar en diferentes niveles
(Figura 1), cuando la planta no es sometida a ningun tipo de estrés, es decir, en

condiciones normales de crecimiento.

K1)

Figura 1.  Material vegetal proveniente del tejido foliar en diferentes niveles de

. L . - i
6 7 (dist/prox/ipeficle) 8 i

Arabidopsis thaliana, utilizados para la obtencién de la expresion del gen catalasa en
condiciones normales de crecimiento.
Adaptado de TAIR, 2016
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Tabla 1.
Niveles de expresiéon del gen catalasa del tejido foliar en Arabidopsis thaliana en

condiciones normales

Nivel de
» Desviacion estandar

expresion
Leaf 1 +2 2828.48 139.96
Rosette Leaf 4 3694.55 157.86
Rosette Leaf 6 3750.48 254.56
Leaf 7, Distal Half 3598.6 81.18
Rosette Leaf 8 3249.15 159.52
Rosette Leaf 10 3228.13 101.31
Rosette Leaf 12 2850.63 79.44

Adaptado de TAIR, 2016

Otra experimentacion se enfoco en las respuestas de tolerancia generada por
las plantas frente a distintas condiciones de estrés abiético. En el marco del
proyecto AtGenExpress de Arabidopsis thaliana (Kilian et al, 2007, p. 347)
(Figura 2).
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Figura 2. Variacion de los niveles de expresién del gen cat a distintas condiciones de
crecimiento de Arabidopsis thaliana en distintos tiempos.

Tomado de TAIR, 2016.

a) Nivel de expresion génica en hojas bajo condiciones normales de crecimiento de la
planta a las 24 horas.

b) Nivel de expresién de cat en hojas bajo condiciones de sal (150 mM) a las 24 horas.
Donde, level corresponde al nivel de expresién del gen analizado y SD es la desviacién

estandar.

Esta investigacion logro identificar genes que se regulan de manera
contemporanea por diferentes estimulos y también compararon patrones de la
expresion geénica inducida por distintas clases de estrés abidtico. De manera
general, las alteraciones causadas por diferentes clases de estrés modulan
rapidamente la expresidon génica. Por ejemplo, la discrepancia del patron de la
expresion génica inducida por la aplicacién continua de sal, demuestra que la
planta es capaz de hacer frente a las condiciones de alta salinidad (Kilian et al.,
2007, p.351).
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2.1.3 Métodos tradicionales utilizados en larecuperacion de suelos salinos

Distintos métodos fisicos y quimicos son empleados para recuperar suelos con
presencia de sal. Los resultados al igual que el tiempo requerido, dependera del
método empleado y de los dafios presentados en la estructura del suelo (Provin
y Pitt, 2012, pp. 3-12).

Es importante el lavado del exceso de sodio (Na) y el posible reemplazo del Na
por calcio (Ca), para lo cual se debe disponer de un drenaje eficiente y garantizar
que los suelos mantengan una permeabilidad remanente con el fin de que el
lavado sea eficiente, de lo contrario seria necesario la aplicacion de otras
actividades como el arado, la subsolada, entre otras (Garcia, 2015, p. 7). El
calcio necesario puede provenir de distintas fuentes, entre ellas de la aplicacion
de enmiendas quimicas que lo proporcionaran al momento de disolverse (yeso,

polisulfuro de Ca, altas concentraciones de electrolitos y cal) (Flores et al., 2015,
p. 3).

Otra metodologia a emplear es la adicién de material generador de acidos, cuya
composicion presenta carbonatos de magnesio o silicio. Para ellos son
necesarios estudios preliminares para determinar si las condiciones del suelo
favorecen el desarrollo del proceso generador (presencia de microorganismos
oxidantes de azufre, porosidad o humedad 6ptima) (Garcia, 2015, p.4).
Adicionalmente puede emplearse la labranza profunda, que es una técnica que
produce una mezcla casi homogénea del suelo, modifica el pH del mismo y
aumenta la disponibilidad del agua para las plantas, generando un aumento en

el crecimiento de distintos cultivos (Provin & Pitt, 2012, pp. 3-12).

La recuperacion de suelos con presencia de sal se puede facilitar cuando se
mantienen cultivos de plantas con resistencia o tolerancia a la salinidad en el
suelo afectado, por ejemplo la siembra de pastos tolerantes, de esta manera, se
mejora la permeabilidad de los suelos, la reduccidén del Na intercambiable y las

variaciones del pH (Provin y Pitt, 2012, pp. 3-12).
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2.1.4 Alternativas de recuperacion de suelos salinos.

La salinidad es una condicion que altera las propiedades de los suelos, donde a
pesar de la aplicacion de ciertas técnicas para su recuperacion, se ha visto
necesaria la busqueda de otros métodos, cuya aplicacidn genere mejores
resultados en intervalos de tiempos mas cortos (Wang et al., 2014, pp.1-9). La
aplicaciéon de técnicas de fitorremediacion, adicion de material organico e
inoculos microbianos y la adicion de material mineral como la zeolita, son
métodos actualmente utilizados para mejorar las caracteristicas tanto fisicas,

como quimicas y bioldgicas de los suelos (Hernandez et al., 2013 pp. 2-11).

Diversos estudios demuestran que la estabilidad estructural del suelo se puede
mejorar mediante la adicion de materia organica como abonos verdes, estiércol,
desechos provenientes de aves de corral, desechos de procesamiento de
alimentos y compost (Wang et al., 2014, pp. 1-9). Por ejemplo, en la adicion de
desechos de cultivos de maiz sobre un suelo afectado por sal, se observé que
los efectos negativos causados por la salinidad se redujeron notablemente,
puesto que el material organico actua directamente sobre la comunidad
microbiana y la mineralizacion (Wang et al., 2014, pp. 1-9). Otra investigacién
sugiere el uso de zeolita, un recurso mineral cuyas propiedades lo convierten en
un factor corrector de suelos deteriorados por presencia de sal (Hernandez et
al., 2013, pp. 2-11).

Por otro lado, la fitorremediacion busca eliminar, trasformar o destruir
contaminantes del suelo mediante el uso de plantas seleccionadas. Estas se
eligen por su potencial fisiolégico (presencia de enzimas capaces de tolerar y
asimilar sustancias que generalmente resultan toxicas), la tasa de crecimiento,
la profundidad de las raices y las caracteristicas de bioacumulaciéon y

degradacion de contaminantes que tenga la planta (Pefia et al., 2013, p. 133).

Otros estudios se centran en la busqueda de metodologias para mejorar el

crecimiento de las plantas en suelos salinos, enfocandose en el analisis de las
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bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, de sus siglas en inglés
Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Compant et al., 2005, pp. 4952-4954).
Especificamente estudian cepas que contengan la enzima 1-amino-
ciclopropano-1-carboxilato desaminasa, puesto que ayudan a disminuir los
niveles de estrés y mejoran el crecimiento de la planta (Chang et al., 2013, p.
636).

Ademas, resulta fundamental el desarrollo de nuevas formulaciones de
productos, cuya composicidon incorpore materia organica e inorganica con la
finalidad de aumentar el control frente a distintas condiciones adversas en el

crecimiento de las plantas (Sharma et al., 2014, pp. 469-470).

2. 2 Bioestimulantes

El decrecimiento de los recursos naturales y el dafo ambiental generado por las
practicas agricolas convencionales se han convertido en una limitaciéon para la
agricultura (Le Mire et al., 2015, pp. 1-12). Es por ello que en la agricultura actual
se buscan alternativas que disminuyan y/o eliminen la utilizacion desmesurado
de plaguicidas, fertilizantes y reguladores del crecimiento generados por la
industria quimica. Estas alternativas deben garantizar el incremento del
rendimiento de los cultivos agricolas y la tolerancia a los diferentes tipos de
estrés que los afectan. Distintos autores proponen y sostienen que la agricultura
organica y el uso de compuestos de origen biologico, son la vision holistica del
futuro del campo agricola, ya que de esta manera se promueve la intensificacion
de los procesos naturales que logren el aumento de las producciones (Cabrera
et al., 2011, p. 34). Una estrategia bajo estudio es el uso de compuestos que
promuevan funciones bioestimuadoras y biorreguladoras en el desarrollo de

cultivos, los cuales se denominan bioestimulantes (Enriquez et al., 2010, p.27).

2.2.1 Significado, composicion de los bioestimulantes

Segun el Consejo Europeo de la Industria Bioestimulante (EBIC, de sus siglas

en inglés The European Biostimulant Industry Council) (2011), “Los



19

Bioestimulantes agricolas incluyen diversas formulaciones de sustancias,
compuestos y otros productos, que se aplican a los suelos o a las plantas para
regular y mejorar los procesos fisioldgicos de los cultivos, aumentando su

eficiencia”.

En este sentido, los bioestimulantes son sustancias de origen organico o
biolégico que tienen la capacidad de mejorar determinadas caracteristicas
fisiologicas y metabdlicas de las plantas, al mismo tiempo que les confieren
proteccion frente al estrés bidtico y abidtico (Hiromi, 2015, pp. 2-15).
Independiente del contenido de sustancias, nutrientes, compuestos o
microrganismos por los que estén conformados los bioestimulantes vegetales,
cuando son aplicados sobre la rizosfera, las plantas, las semillas o los sustratos
de cultivo, actuan sobre el incremento del vigor, el rendimiento, el desarrollo y la
calidad de los cultivos agricolas (Palazon, 2010, pp. 1-9). Ademas, contribuyen
en la expresion del potencial de crecimiento, la floracion vegetal y la activacion
enzimatica (Palazon, 2010, pp. 1-9). La efectividad de los bioestimulantes se
debe a la formulacion por la que estan compuestos, ya sean hormonas
(generalmente cantidades menores a 0.1 g.L'), vitaminas, aminoacidos,
enzimas, elementos minerales y azucares. Las concentraciones y formulaciones
de estas mezclas estaran en dependencia del origen y preparacion de las
mismas (Tayupanta, 2011, p. 7). Pese al nUmero extenso de investigaciones que
abordan a los bioestimulantes, los mecanismos de accién que estos rigen no son

totalmente claros (Trinchera et al., 2014, pp. 1-15).

El uso de estos productos bioldégicos en la produccion agricola mundial ha
incrementado notablemente en los ultimos afios (Castillo, 2015, pp. 2-3), por lo
que es necesario la presencia de organismos reguladores y promovedores de su
consumo. Por ejemplo, EBIC promueve la aplicacién de los bioestimulantes
vegetales en miras de una agricultura resistente y sostenible. Esta organizacién
fue fundada en el afilo 2011 y obtuvo identidad legal en el 2013, adquiriendo el
nombre de “El Consorcio Europeo de la Industria Bioestimulante”, desde

entonces, controla a las empresas dedicadas al desarrollo de estos bioproductos
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agricolas y a todas las investigaciones relacionadas que se desarrollan en
universidades o institutos independientes, para que los bioestimulantes
resultantes se ajusten al reglamento de la Union europea n® 939/2010, vigente
desde el 20 de octubre de 2010 (EBIC, 2014, p. 3). Ciertos datos estadisticos
reflejan que, en el 2012, Europa fue el continente donde se produjo el mayor uso
de estos bioproductos, ya que mas de 6.2 millones de hectareas fueron tratadas
con bioestimulantes y se estima que anualmente los bioestimulantes vegetales
presentaran una tasa de crecimiento del 12.5 %, alcanzando los 2,241 millones

de ddlares en el mercado mundial para el 2018 (Calvo et al., 2014, p. 2).

2.2.2 Propiedades y caracteristicas de los bioestimulantes

Los bioestimulantes se caracterizan porque generan efectos positivos en el
campo agricola (Malusa y Vassilev, 2014, p. 2) y en los ultimos afos, esto se ha
reflejado en términos econdmicos (Market and Markets, 2013, p.1). Por lo que,
se ha registrado que América Latina es el principal consumidor de
bioestimulantes, mientras que, en México se realizan constantes programas de
induccion para esta clase de productos (Fuentes y Caballero 2005, p.145).
Asimismo, el uso de productos con efecto bioestimulante sobre las plantas, surge
desde hace varias décadas atras, con la finalidad de alcanzar una agricultura
mas sostenible (du Jardin, 2015, p.3). No obstante, el uso del término
bioestimulante como tal, surgié en la década de los noventa y hoy en dia, lo que
mas se conoce de este tipo de productos es su efecto en los cultivos, mientras
que, el modo de accidn que utilizan, resulta en algunos casos inciertos (Calvo et
al, 2014, p.1).

Es por ello, que distintos estudios se centran en la comprension de las
interacciones y reacciones que los bioestimulantes originan en el interior de la
planta y las realizadas entre la planta y su entorno inmediato, tanto en
condiciones normales, como en condiciones de estrés abibtico. Estas relaciones
son la base de la aplicaciéon de los bioestimulantes y del posible reemplazo a los

productos sintéticos tradicionales (EBIC, 2012, pp. 3-4). Distintas investigaciones



21

exponen que, si bien es cierto, los bioestimulantes contienen bajas cantidades
de nutrientes, pero que la funcion principal no es la de proporcionar nutrientes a
las plantas (Bonet, 2014, p.60). De manera similar, se caracterizan porque no
poseen ninguna accién directa sobre el control de las enfermedades y las plagas,
por el contrario, los bioestimulantes se involucran directamente sobre el vigor y
la calidad de los cultivos, es decir, se relacionan sobre la mejora de las
propiedades bioldgicas y quimicas de las plantas (Villoria, 2014, pp. 60-61).
Aunque también pueden intervenir en los procesos de produccién de hormonas
y reguladores de crecimiento en plantas y para mejorar las condiciones del suelo
pueden involucrarse en las actividades de los microorganismos presentes en él
(EBIC, 2012, p.4).

Por otro lado, las empresas que trabajan en la produccion de los bioestimulantes,
al buscar diversificacion en su gama de productos, originan procedimientos
variados (Villoria, 2014, pp. 60-61). En estos se incluye a las extracciones tanto
mecanicas, como quimicas, las mezclas, la sintesis de moléculas naturales y los
cultivos de microorganismos (Bonet, 2014, p. 61). De esta manera los
bioestimulantes contienen diversas formulaciones (compuestos,
combinaciones), procesos de produccién y aplicabilidad (EBIC, 2011, p.6). En
relacion a esto, las formulaciones que presentan los bioestimulantes, pueden ser
de distinto origen, pero generalmente incluyen sustancias comunes de origen
natural, por consiguiente, estas formulaciones no pueden ser patentadas (EBIC,
2011, p.7).

2.2.3 Oligosacéaridos derivados de la pared celular de plantas

La pared celular vegetal representa un factor determinante en la estructura de la
planta, ya que, proporciona la integridad, la adhesion celular, el soporte fisico, la
flexibilidad y la textura. Ademas, se involucra con funciones importante puesto
que participa en el crecimiento, el desarrollo, la calidad de los alimentos y la

resistencia frente a fitopatégenos (Farrokhi et al., 2006, p.2). La composicion de
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la pared celular difiere de acuerdo a la funcién del tejido y la especie de la planta
(Gilbert et al., 2013, p.1). Sin embargo, es una estructura compleja formada
principalmente de polisacaridos, los mismos que estan presentes en
aproximadamente el 90 % del peso seco de las paredes celulares primarias,
mientras que en las paredes celulares secundarias su presencia es de

aproximadamente el 60 % del peso seco (Pettolino et al., 2012, p. 1590).

Aproximadamente el 90 % de la pared celular vegetal esta formada de
polisacaridos de tipo celulosa, pectinas y hemicelulosas (Fry, 2004, p.642).
Siendo la celulosa el componente mayoritario, que forma fibras alineadas y
estabilizadas, mediante los puentes de hidrogeno intramoleculares (Enriquez et
al.,, 2010, p.146). En cambio, la pectina estd formada por una mezcla de
polimeros (Suarez y Orosco, 2014, p.31). Las pectinas abarcan tres dominios
principales: ramnogalacturonano |, homogalacturonanos, y ramnogalacturonano
II, que a la vez son ricos en arabinosa, galactosa y ramnosa (Fry, 2004, p.642).
Finalmente, la hemicelulosa es un heteropolisacarico compuesto por diferentes
polimeros de unidades de anhidroazucares unidas mediante enlaces
glucosidicos que forman cadenas mas cortas y con ramificaciones (Pefa, 2013,
p.15). La cadena principal de las hemicelulosas puede estar formada por una
sola unidad, los homopolimeros, o puede presentarse de manera hetepolimera,
que es el resultado de una cadena principal compuesta de dos o mas unidades
(Oliva, 2003, p. 5). La hemicelulosa engloba a las pentosas, las hexosas, los
acidos hexurénios y a las deoxihexosas (Prinsen, 2010, pp. 3-4). Ademas, el
xiloglucano es el elemento principal de la hemicelulosa (Enriquez et al., 2010, p.
147).

Por otra parte, los oligosacaridos son glucidos compuestos por cadenas cortas
de unidades de monosacaridos unidas por enlaces glicosidicos (Melo vy
Cuamatzi, 2007, p.56). La estructura glicosidica que presente el oligosacarido
lo relaciona con funciones bioldgicas especificas, es decir, existen distintos
compuestos dentro de este grupo, que se caracterizan en base a su estructura y

a su funcion (Yamada et al., 2006, p.1).
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Hace mas de 40 anos, se descubri6 la actividad biolégica de los oligosacaridos
de la pared celular vegetal (Hahn et al, 1981, p.1662), relacionandolos en
funciones como la regulacién en las interacciones planta-patégeno y en los
procesos morfologicos. El término “Oligosacarinas” fue introducido por
Albersheim et al. (1983) para definir a hidratos de carbono presentes en las
paredes celulares vegetales, que ademas de ser polimeros estructurales y de
reserva de energia, también son moléculas reguladoras del crecimiento, el
desarrollo, la reproduccion y en la resistencia a enfermedades en plantas (de
Souza, 2012, p.64).

Distintos estudios realizados, demuestran el efecto de las oligosacarinas sobre
el desarrollo y el crecimiento de la planta. Asi como también, el rendimiento y la
calidad en condiciones post cosecha de diversos cultivos (Falcon et al., 2015, p.
115). Por ejemplo, con oligopectanos se ha obtenido que el numero de brotes y
el enraizamiento incrementa en plantas de cafia y banano (Nieves et al., 2006,
p.26; lzquierdo et al., 2009, p.1). Mientras que en la uva de mesa causa el
incremento de la coloracién, por ende el contenido de antocianinas (Ochoa et al.,
2011, p. 1929).

Especificamente, los oligosacaridos de xiloglucanos (XGO, de sus siglas en
inglés xyloglucan oligosaccharides) se derivan de la descomposicién de
polisacaridos de las paredes celulares (Cabrera et al., 2013, p.201). Tuomivaara
et al.,, (2015) exponen que se conocen las principales caracteristicas de la
mayoria de las glicosiltrasnferasas responsables de la biosintesis de XGO, de
las transglicosilasas que intervienen en el remodelamiento y de las
glicosilhidrolasas relacionadas con la fragmentacion de los oligosacaridos

derivados de xiloglucanos.

Sin embargo, las caracteristicas estructurales de todos los XGOs, resulta dificil
de determinar. El interés de determinar estos compuestos surge, por el potencial

que los XGOs presentan y por sus posibles aplicaciones en los distintos campos
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industriales. Asi mismo, este grupo de investigaciéon explica que, los XGOs
presentan una cadena principal formada por la unién de (1,4) residuos de D- Glxp
(D-glucosil-oligosacaridos de derivado de xioglucano). Ademas, las cadenas
laterales son diferentes y tipicamente inician por residuos de a-D-Xylp. Sin
embargo, estas cadenas pueden ser sustituidas por otras que contienen hasta
cuatro residuos de glucosil. Actualmente, se han descrito 19 tipos de cadena
lateral, las mismas que se denotan mediante el uso de codigos de una sola letra
(Figura 3). Es decir, en la nomenclatura propuesta se utiliza el codigo de letras

para el patron de sustitucion de la cadena lateral.
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1 1 1 1 1 1
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2 2 2 2 2 6
a=0-Xylp a-0=Xylp a-0=-Xylp a=0=Xylp a=0-Xylp p-o-Glcp
1 1 1 1 1 2
+ + + + + T
B 6 B B B 1
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Figura 3. Estructuras quimicas y nomenclaturas pertenecientes a las cadenas laterales
de D- Glixp.

Tomada de Tuomivaara et al., 2015, p.3

La eficiencia de XGO se refleja en distintas actividades que promueven en las
plantas (Colla et al., 2014, p.2). Se encuentran implicados en el crecimiento
celular, el metabolismo energético, la sefializacion celular y molecular en plantas
(Enriquez et al., 2010, p.154). En guisantes (Pisum sativum L.) promueven el
alargamiento del tallo, demostrado en bioensayos donde las cantidades
adicionadas de XGO fueron bajas (McDougall y Fry, 1990, p. 1042). En



25

Arabidopsis thaliana, la aplicacion de XGOs beneficié la elongacion de la raiz
primaria, unido a una desaceleracion en la formaciéon de raices laterales
(Gonzalez- Pérez et al.,, 2012, p. 217). En estudios realizados en cultivos
celulares de BY-2 de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow) se observé
un acortamiento del ciclo celular mediante la reduccion de la etapa G1 en la

mitosis (Gonzalez- Pérez et al., 2014, p. 214).

2.2.5 Importanciay aplicacion

En la actualidad, el desarrollo de la agricultura es posible debido al uso de
productos de origen quimico como plaguicidas, fertilizantes y sustancias que
promueven y regulan el crecimiento de las plantas (Alarcén et al., 2000, p.192).
La utilizacién de estos productos radica en los multiples beneficios que originan,
es por ello que esta tecnologia quimica se impuso rapidamente en todo el mundo
(Plimmer, 2007, pp. 3-4).

Se ha registrado que los primeros agroquimicos estuvieron disponibles desde la
década de los 40°s y que cada ano se produce aproximadamente 2.5 millones
de toneladas de esta clase de productos (van der Werf, 1996, pp.81-96).
Ademas, la aplicacion de fertilizantes quimicos resulta un método
economicamente viable para suministrar nutrientes y minerales a las plantas,
pero son algunos los factores que limitan su efectividad. En vista de ello, los
agricultores necesitan utilizar altas cantidades de los productos quimicos
(Halpern et al., 2015, p. 143). Sin embargo, el uso desmesurado de agroquimicos
tiene graves inconvenientes que repercuten en el desarrollo agricola (Alarcén et
al., 2000, p. 193). A principios de 1960 comienzan a suscitarse distintas
preocupaciones referentes a los efectos negativos sobre la salud humana y el
medio ambiente, desde entonces existe un debate continuo sobre el uso de este
tipo de productos (van der Werf, 1996, pp. 81-96).

El impacto ambiental que un agroquimico genera dependera del grado de

exposicion, es decir, la dispersion y la concentracion resultante en el medioy de
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sus propiedades toxicolégicas (van der Werf, 1996, pp. 81-96). Por otro lado, el
proceso de elaboracion industrial de los agroquimicos ocupa un alto consumo
energeético, lo cual genera emisiones significativas de CO2 (Halpern et al., 2014,
pp.141-174).

En vista de esto, los agroquimicos podrian ser sustituidos por los
bioestimulantes, puesto que han presentado resultados benéficos sobre las
plantas (Guerrero, 2006, p.2). Estos intervienen en la mayor disponibilidad de
nutrientes, la reduccién de dafios causados por diferentes clases de estrés, el en
desarrollo de diferentes 6rganos, en la estimulacion de la fotosintesis en
condiciones adversas, en el incremento de la defensa natural de las plantas en
presencia de fitopatégenos y también facilitan la sintesis de hormonas como
citoquininas, auxinas y giberelinas (Brown y Saa, 2015, p. 2). A pesar de todos
los estudios realizados, ciertos mecanismos de accidon de los bioestimulantes
sobre las plantas son dificiles de demostrar, esto en gran parte a la diversidad
de fuentes de las que provienen y de la complejidad del producto final (du Jardin,
2015, pp. 1-14).

Sin duda alguna, los bioestimulantes vegetales contribuyen benéficamente a los
agricultores, puesto que mejoran la calidad de los cultivos. Esta mejora también
tiene un impacto positivo sobre los procesos de almacenamiento y de
conservacion de los productos, otorgando a los agricultores mas tiempo para
elegir el mejor momento para vender sus cosechas a precios ventajosos
(Castillo, 2015, p. 2). Ademas, estos bioproductos ayudan a reducir los residuos
de la cadena agroalimentaria, esto implica menores costes, beneficiando al
consumidor que tendra acceso directo a los alimentos de alta calidad a precios
asequibles (EBIC, 2014, p.1).

2.3 Arabidopsis thaliana como planta modelo

El estudio de organismos modelo ha sobresalido con el propésito de revelar e

interpretar los mecanismos moleculares de procesos celulares, las variaciones
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genéticas y las consecuencias funcionales que estas provocan (Gasch et al,
2015, p.1).

Arabidopsis thaliana pertenece al género de las plantas herbaceas de ciclo
anual, de la familia taxondémica Brassicaceae, correspondiente al grupo
eudicotyledonous de plantas vasculares angiospermas (Kramer, 2015, p.1). Fue
descrita por primera vez por el médico Johannes Thal en 1577 en Alemania,
afos posteriores se realizaron distintas investigaciones sobre esta planta debido
al potencial de A. thaliana como organismo modelo (TAIR, 2016, p.1). A pesar
de que no presenta un alto valor agronémico, posee caracteristicas como el ciclo
de vida corto (figura 4), el pequefio tamafo del genoma que se organiza en cinco
cromosomas, la facil produccion de semillas, la alta fecundidad de las mismas,
la capacidad de autofecundarse, la generacion de un gran numero de lineas
mutantes y el rapido cultivo en condiciones de laboratorio, que hacen de esta
planta un organismo ideal para ser tomado como base para distintas

investigaciones (Cuesta y Cires, 2014, p. 175).

- Germinacion (0)
_ Produccidn de hojas [l]
_ Crecimiento de rosetas (3)
I Aparicion de inflorescencia (5)
e e
Maduracién (8) [ ]
| | | | ] 1 1 1
I 1 T T 1 ] 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70

DiAs

Figura 4. Etapas de crecimiento de Arabidopsis thaliana
Adaptado de Boyer et al, 2001, p. 1501.

La libre disponibilidad de la secuencia del genoma de A. thaliana, permite el
desarrollo de diversas investigaciones, principalmente en el analisis de la

expresion tanto transitoria como estable, en la gendmica, en la mutagénesis
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dirigida, en el analisis de caracter cuantitativo de locus y el mapeo genético; en
la transcriptdmica con el desarrollo de los microarrays; en la protedbmica con la
identificacion y el analisis de proteinas; y en la metabolomica en la identificacion
y el andlisis de los metabolitos y fitohormonas de interés (Cuesta y Cires, 2014,
pp. 176-177).

Ademas, los avances en varias disciplinas han permitido observar la diversidad
de ambientes abidticos, en donde A. thaliana crece sin presentar dificultades, asi
como también, la asociacion de la planta con ciertas comunidades microbianas
fitopatdgenas, en contraste, con otras especies vegetales. Esto refleja que A.
thaliana se aclimata gracias a su fisiologia y que evolutivamente se ha adaptado

a una amplia gama de entornos (Kramer, 2015, p.10).

3. Capitulo Ill. Disefio del plan experimental

Para el desarrollo del presente trabajo experimental se utilizé una camara de
crecimiento y germinacion de plantas DAIHAN Scientific (WISD, Korea), el lector
de placas multimodal FLUOstar Omega bAsic (BMG Labtech, Alemania), el
termociclador CFX96 Real-time PCR System (Bio-Rad, Estados Unidos), la
cabina de flujo laminar horizontal OptiMair ™ (Esco, modelo OptiMair ™,
Malasia), la cabina de extraccién de gases (Biobase, Estados Unidos), la camara
de electroforesis para proteinas Bio-Rad, el fotodocumentador Chemidoc (Bio-
Rad, Estados Unidos), el espectrofotometro de UV- visible (Thermo Scientific,
Estados Unidos) y distintas micropipetas, como los principales equipos. Mientras
que, como reactivos quimicos se utilizdé el medio de cultivo Murashige y Skoog
(MS), sacarosa, cloruro de sodio, tiosocianato de guanidina (TRl Reagent®
Solution, Ambion), DNase | RNase free (Ambion), EDTA (Acido
etilendiaminotetraacético), agarosa, el juego de reactivos SuperScript Ill One-
Step RT-PCR System Polymerase (Life Technology), el inhibidor de proteasas
SIGMAFAST Protease Inhibitor Cocktail Tablets (SIGMA- ALDRICH), el juego de
reactivos QuantiPro BCA (SIGMA- ALDRICH) y la soluciéon de peroxido de
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hidrégeno (H202) al 30 % (SIGMA- ALDRICH). Ademas, los reactivos bioldgicos
del proyecto fueron las semillas botanicas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh,
ecotipo Columbia 0 y los oligosacaridos de xiloglucanos (XGO de sus siglas en

Inglés Xyloglucan Oligosaccharides).

Por otro lado, para este trabajo se establecié la concentracién de sal (Cloruro de
sodio a 100 mM), la presencia o ausencia de 0.1 mg.L-' de XGO en el medio de
crecimiento y el tiempo como variables independientes (0, 24 y 72 horas posterior
a la induccion) (Tabla 2). Mientras que las variables dependientes fueron la
expresion relativa del gen Catalasa (cat), la presencia relativa de la enzima
Catalasa (CAT) y la actividad enzimatica de CAT. Las plantas se crecieron en
medio liquido MS (Murashige y Skoog, 1962), sometidos a distintos tratamientos
(Tabla 3), considerando como el control del experimento antes de la induccion a
la muestra de hojas tomada antes de poner los tratamientos (To o tiempo 0 antes

de la induccidn).

Tabla 2.
Variables y niveles utilizados en la investigacién. Las letras mayusculas representan las

variables independientes y las letras minusculas representan los niveles.

Variables A (Tiempo) B (NaCl) C (XGO)

a4 24 horas b1 0 C1 0

NIVEES

a 72 horas bs 100 mM Co 0,1 mg.L"

En la Tabla 3 se representa el disefio experimental aplicado en la presente

investigacion con la descripcion de cada tratamiento.
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Tabla 3.

Tratamientos aplicados en la investigacion.

Tratamiento ‘ Caddigo Descripcion
To - Tiempo cero previo a la induccién
T4 a1b1Cy Medio MS sin modificacion a las 24 horas
T a1b2cy Adicién de 100 mM de NaCl a las 24 horas
Ts aibcs Adicion de 0,1 mg.L-'de XGO a las 24 horas
Ts aibacs Adicion de 100 mM de NaCl + 0,1 mg.L"" de XGO a las 24 horas
Ts azbicq Medio MS sin modificacién a las 72 horas
Te azb2cy Adicion de 100 mM de NaCl a las 72 horas
T azbico Adicion de 0,1 mg.L de XGO alas 72 horas
Ts azboco Adicion de 100 mM de NaCl + 0,1 mg.L"" de XGO a las 72 horas

Con el fin de atenuar las variaciones experimentales se mantuvieron iguales
todas las condiciones de crecimiento de las plantas y se realizaron tres réplicas

bioldgicas del experimento en momentos distintos.

De las plantas tratadas se extrajo muestras de hojas para los analisis de
expresion génica y los analisis bioquimicos. La expresion relativa del gen cat se
analizé mediante comparaciéon de los valores del coeficiente de cuantificacion
relativa que se calcul6 utilizando el modelo matematico de Pfaffl (2001), tomando
como referencia, para la normalizacién, al gen de control endégeno actina 2 y al
To como control para la expresion relativa. Por otro lado, la presencia relativa de
la enzima CAT se evalu6 de manera cualitativa por la sefal observada por
quimioluminiscencia con respecto al To. La actividad de la enzima se realiz6é en
base a la medicibn de la absorbancia de manera espectrofotométrica e
igualmente se compard con respecto al To. Adicionalmente, se realizd6 una
prueba de normalidad de datos de Shapiro- Wilk utilizando el software SPSS
(Pedroza y Dicovskyi, 2006, p.14). Complementariamente, se realizé pruebas
estadisticas de contraste de diferencias significativas (U de Mann- Whitney).

Todas con un nivel de significancia de p < 0.05.

En la Figura 5 se presenta el diagrama de bloques de la metodologia realizada

para cumplir con los objetivos del presente trabajo experimental.
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Desinfeccion de semillas

Condiciones:
I - 72 horas
: . -4°C
Siembra de semillas en 100 mL de
medio MS liquido
Condiciones:

-Agitacion (150 rpm)

- Temperatura (23° C)
- Ciclos Luz/Obscuridad (16h/ 8h)

Cambio de medio a medio MS durante

24 horas (Aclimatacion)

Toma de muestra de tiempo cero.

Induccién de estrés (cuatro tratamientos)

Toma de muestra a las 24 y 72 horas

posteriores a la induccion

Tomas y conservacion de las muestras a

-80 °C, hasta su posterior analisis

|

Extraccion de ARN total, tratamiento con Extraccion de proteinas totales y
DNasa y cuantificacion de RNA cuantificacion de proteinas
[ I ]
Analisis de la expresion relativa del gen Andlisis de la presencia Andlisis de la actividad
cat por PCR en tiempo real relativa de la enzima CAT enzimatica de CAT por

Analisis estadistico de resultados

Figura 5. Diagrama de metodologia a ser utilizada para los andlisis moleculares de la expresion relativa del

gen cat, de la presencia relativa de la proteina CAT y la actividad enzimatica de CAT.
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4. Capitulo IV. Procedimientos

4.1 Determinacion de la poblacion y muestra

La poblacion de plantas de Arabidopsis thaliana utilizada en este trabajo fueron
todas las sembradas para cada tratamiento evaluado (Tabla 3). Por lo tanto, para
los cuatro tratamientos evaluados en el experimento se sembraron dos frascos
de cultivo para cada uno de los tiempos a analizar, los que contenian de 20 — 30
semillas, un total de 8 frascos, mas dos adicionales correspondiente al tiempo 0
(To) o control antes de la induccién. La muestra fue 5 hojas procedentes de
plantas distintas dentro de un mismo tratamiento, por lo que cada frasco

representd una muestra diferente.
4.2 Selecciédn de instrumentos de medicidn

El equipamiento utilizado en el presente trabajo experimental se encuentra
localizado en el laboratorio de investigaciones de la Direccién General de
Investigacion (DGI) de la UDLA, por lo que son usados unicamente para fines de
investigacion y son operados por un técnico especializado que verifica

diariamente el buen funcionamiento y los parametros de los mismos.
Los principales instrumentos analiticos utilizados se describen a continuacion.

e Camarade Crecimiento y Germinacion de plantas
El crecimiento bajo condiciones controladas de las plantas utilizadas en este
experimento se desarroll6 en una Camara de Crecimiento y Germinacion
(DAIHAN Scientific, modelo WISD, Corea).

Este es un equipo automatizado las 24 horas, controla las condiciones
requeridas como la humedad y la distribucién uniforme de luz. No necesita de
reprogramaciones y su estructura facilita el acceso y la visualizacion a su interior.

La camara de cultivo fue necesaria para la experimentacién, ya que permitio
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controlar las condiciones del crecimiento in vitro de Arabidopsis Thaliana que
fueron una temperatura de 23 °C, ciclos Luz/obscuridad 16h/8h,
respectivamente, y el porcentaje de humedad relativa al 50 %. De esta manera
se garantizo que las réplicas bioldgicas realizadas no presentaran variacién en

cuanto a la germinacion y el crecimiento entre ellas.

e Lector de placas multimodal
La cuantificacion del ARN y proteinas obtenidas a partir de las muestras de
plantas se realizé mediante el lector de placas multimodal (BMG LABTECH
GmbH, modelo FLUOstar Omega, Alemania). Este es un lector que presenta
cinco modos de deteccion, como son la intensidad de fluorescencia, la
luminiscencia, la absorbancia UV/Vis, la fluorescencia en tiempo resuelto y la
AlphaScreen®/AlphaLISA® (BMG Labtech, 2016, p. 2). La confiabilidad del
equipo radica en los mantenimientos y pruebas de control que constantemente

se realizan (Ej., la cuantificacion de ADN control (Lambda DNA) de invitrogen™).

e Termociclador de PCR en tiempo real

Las reacciones de sintesis de la cadena complementaria de ARN (ARNCc) y
posterior amplificacion en tiempo real del ADN se desarroll6 en el Termociclador
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, modelo CFX96,
Estados Unidos).

Este sistema combina una avanzada tecnologia optica con un control térmico
preciso y, en consecuencia, es un equipo que ofrece una deteccion altamente
sensible y fiable (Bio-Rad, 2013, p. 7). Ademas, es compatible a herramientas
avanzadas de analisis de datos, como es el software CFX Manager™, en el que

se configurd las condiciones necesarias para la amplificacion.

e Fotodocumentador
La calidad del ARN extraido, la visualizacion del gel de proteinas y el revelado
de las membranas del Western Blot se analizaron con el uso del equipo
Fotodocumentador Chemidoc ™ MP (Bio-Rad, Estados Unidos). Este se

caracteriza por la deteccion de alta sensibilidad, por lo que arroja resultados
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confiables y posee multiples métodos de deteccion destinados para una amplia
gama de muestras. El sistema puede ser controlado mediante el software Image
Lab ™ que permite optimizar el rendimiento de la captura y el analisis de las
muestras. Ademas, es un sistema pre-calibrado que garantiza un beneficio

constante, y reproducible (Bio-Rad, 2010, pp.1-2).

e Espectrofotometro
La actividad de la enzima catalasa fue obtenida a través de la lectura de la
absorbancia en una longitud de onda de 240 nm, para lo cual se utilizd el
espectrofotometro de UV- visible (Shimanzu, modelo UVmini-1240, Australasia).
La accesibilidad de su software para un control directo y por medio del

ordenador, permiten que el equipo se mantenga actualizado (Shimanzu, 2016,
pp.4-5).

Los instrumentos analiticos utilizados en la presente investigacion, son
calibrados con una frecuencia anual y cuentan con el soporte técnico de los

proveedores para cualquier falla técnica o reparacion inmediata.

4.3 Procedimientos para obtencion de datos

4.3.1 Obtencion de la muestra vegetal

Para este trabajo experimental se emplearon semillas botanicas de Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh, ecotipo Columbia 0, y oligosacaridos de xiloglucanos (XGO
de sus siglas en inglés Xyloglucan Oligosaccharide), los cuales fueron obtenidos
y cedidos gentilmente por el Dr. Juan Carlos Cabrera (Unité de Biotechnologie,
Materia Nova, Bélgica).

Los XGO fueron extraidos a partir de semillas botanicas de tamarindo
(Tamarindus indica L.), donde, su purificacién, caracterizacion y composicion de

la mezcla son los descritos por Gonzalez -Pérez et al., 2014.



35

Se prepard medio de cultivo liquido MS (Murashige y Skoog, 1962, pp. 473-497)
para el crecimiento de Arabidopsis Thaliana de manera in vitro, ya que contiene
macronutrientes, micronutrientes y vitaminas requeridos (Sigma- Aldrich, 2015,
p.1). Se prepararon un total de 10 frascos Erlenmeyer, con 100 mL cada uno.
Cabe mencionar que, los frascos utilizados tenian la misma capacidad de
volumen (300 mL) con el fin de evitar variaciones en las condiciones de
crecimiento. Para un volumen de 100 mL de medio liquido MS, se disolvio 0.43
g de sales MS (Sigma- Aldrich), 3 g de sacarosa en agua destilada y el pH del
medio se ajustd entre 5.7 y 5.8. Los recipientes que contenian los medios
liquidos MS se esterilizaron siguiendo el programa para liquidos del esterilizador
Hirayama (Hirayama, modelo HVA-110, Japdén) que fue de calentamiento-
esterilizacion- escape de vapor automatico, enfriamiento y finalizacion (Amerex

Intruments Inc., 2014, p.1).

De manera simultanea, se realizd la desinfeccion de las semillas botanicas de
Arabidopsis thaliana (L.). Se tom6 una alicuota de estas y se colocaron en un
microtubo de 1,5 mL al que inmediatamente se le adicion6 una solucion de cloro
y agua destilada (1:10 v/v) en un volumen de 1 mL, se mezclé mediante vortex y
se las dejo reposar por el tiempo de 5 minutos. Se le retird la solucidén afadida y
se le agreg6é una mezcla de composicion de etanol, agua destilada y cloro en
proporcion 7:2:1 (v/v). Se repiti6 el proceso de mezclado y de reposo
anteriormente mencionado. Posteriormente, se realizaron tres lavados con agua
destilada estéril, siguiendo el mismo proceso de mezcla y reposo con una
diferencia de 5 minutos entre cada lavado. Finalmente, las semillas
desinfectadas permanecieron sumergidas en agua estéril y fueron almacenadas
a 4 °C durante 72 horas hasta la siembra en los medios liquidos, ya que se
conoce que estas condiciones permiten la germinacion uniforme de las semillas
(Russell et al., 2002, p.1)

Transcurrido este tiempo se procedid a sembrar las semillas previamente
desinfectadas en los medios liquidos MS ya preparados. Con la ayuda de una
micropipeta de 1000 uL, se depositaron de 20 — 30 semillas en los frascos

Erlenmeyer y al finalizar estos fueron sellados con papel aluminio y parafilm. Esto
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se realizé bajo condiciones de esterilidad en una cabina de flujo laminar
horizontal OptiMair ™ (Escd, modelo OptiMair ™, Malasia). Posteriormente, los
frascos fueron dispuestos en un agitador orbital (Thermo Scientific, Estados
Unidos) a 150 rpm en el interior de la incubadora de plantas (DAIHAN Scientific,
modelo WISD, Corea), bajo condiciones controladas de luz obscuridad, 16 — 8

horas respectivamente, a 23 °C, con 50 % de humedad relativa, durante 15 dias.

Transcurridos los 15 dias, se reemplazoé el medio de cada uno de los frascos por
medio MS fresco. Esta actividad se realizé con la finalidad de proveer a las
plantas sustancias nutritivas nuevas y de evitar la induccion de algun tipo de
estrés a las mismas debido al agotamiento de nutrientes. Los frascos fueron
colocados nuevamente en la incubadora (Thermo Scientific) bajo las condiciones
especificadas anteriormente, por un tiempo de 24 horas el cual fue denominado
como periodo de aclimatacién, puesto que el objetivo era que las plantas
estuvieran en un medio con condiciones Optimas de nutrientes antes de
someterlas a estrés. Posterior a este tiempo se procedié a realizar la induccién
de los tratamientos (Tabla 4), tomando en cuenta la concentracion de sal (Cloruro
de sodio a 100 mM), la presencia o ausencia de 0.1 mg.L"' de XGO tanto para el

tiempo de 24 horas como para el tiempo de 72 horas después de la induccion.
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Tabla 4.

Disponibilidad de los medios liquidos con sus respectivas concentraciones.

NUumero de ., .
Concentracion del medio

frascos

Medio MS sin ninguna modificacién en su

composicion luego de la aclimatacion

2 MS con cloruro de sodio (NaCl) Adicion de 100 mM de NaCl

MS con oligosacaridos de o
2 _ Adicién de 0,1 mg.L™" de XGO
xiloglucanos

Medio MS con oligosacaridos
Adicién de 0,1 mg.L”" de XGO + 100 mM

2 de xiloglucanos y cloruro de
de NaCl

sodio

La toma de todas las muestras, tratamientos y control, se realizd bajo
condiciones de esterilidad en la cabina de flujo laminar horizontal OptiMair ™
(Esco, modelo OptiMair™, Malasia). Para ello se tomaron 5 hojas procedentes
de plantas distintas dentro de un mismo tratamiento y se las colocd en
microtubos de 1.5 mL. Se tomd un total de 10 tubos por cada frasco para tener
suficiente material para el analisis de ARN y proteinas. De manera inmediata se
colocdé la muestra tomada en nitrogeno liquido y se almacendé en un

ultracongelador a - 80 °C (VWR International, Espafia), hasta su procesamiento.

El procesamiento de las muestras fue diferente, tanto para el analisis de la
expresion relativa del gen cat, para el andlisis de la presencia relativa de la

enzima CAT y para el analisis de la actividad enzimatica de la enzima CAT.

4.3.2 Procesamiento de la muestra para el analisis de la expresion relativa

del gen cat

En primer lugar, se realiz6 la extraccién de ARN total, para lo cual se utilizé como

reactivo principal el tioisocianato de guanidina (TRI Reagent® Solution) (Ambion,
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Life technologies, Estados Unidos). Este procedimiento se realizé en una camara

de extraccion de gases marca Biobase (modelo FH1500, China).

Previo a la extraccion, cada muestra se mantuvo en nitrégeno liquido para su
enfriamiento, mejor macerado y evitar la degradacién del ARN. Seguidamente,
a cada tubo se le agregdé 1 mL de TRI Reagent® Solution y se homogenizo con
la ayuda de pistilos estériles. Una vez que las muestras fueron correctamente
maceradas, se las incubé a temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente, se les agregé 200 uL de cloroformo a cada microtubo, se agité
manualmente por inversion durante 15 segundos y se los incubd por 3 minutos
a temperatura ambiente. Inmediatamente, las muestras fueron sometidas a
centrifugacion a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C en una centrifuga
refrigerada 5804 R marca Eppendorf. Posteriormente, se extrajo la fase
inorganica y se las coloco en diferentes microtubos estériles que contenian 300
ML de alcohol isopropilico. Se incubd por un tiempo de 10 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugé a 12.000 rpom a 4° C por 10 minutos. Se removié el
sobrenadante y se agregé 1 mL de etanol absoluto para precipitar los acidos
nucleicos. Mediante vortex se mezcld y se procedié a centrifugar a 7.500 rpm
durante 5 minutos a 4 °C. Se desecho el sobrenadante y se dejaron secar los
precipitados por 45 minutos. El precipitado de acidos nucleicos resultante en
cada microtubo se resuspendié con 40 uL de agua libre de ARNasa. Se incubd

a 55 °C por 10 minutos para facilitar la resuspension del precipitado.

El ARN extraido se traté con DNase | RNase free (Ambion, Life technologies,
Estados Unidos) para eliminar el ADN residual durante la purificaciéon. Para ello
se adiciond 4 pyL de10X DNase | tampény 1 uL de DNase | (2 U.uL™") y se incubo
a 37 °C por 1 hora. Consecutivamente, se utilizo EDTA (Acido
etilendiaminotetraacético) en una concentracion de 5 mM para la inactivacién de
la enzima. Posteriormente, se realizd una electroforesis en gel de agarosa (1 %
a 100 voltios) de voltaje constante por 30 minutos, con el fin de determinar la
calidad del ARN extraido (Sambrook y Russel, 2001, p.p. 1-34). Asimismo, se

cuantifico el acido nucleico mediante espectrometria haciendo uso del lector de
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placas multimodal (BMG LABTECH GmbH, modelo FLUOstar Omega,
Alemania) en un barrido de 230, 260, 280 y 340 nm, y la concentracion del ARN
total se establecio en unidades de ng.uL™". Ademas, la pureza del ARN se valoro
en base a la relacion 280-260 arrojada por el equipo, la cual debia encontrarse
entre 1.8-2.0 (Sambrook y Russel, 2011, p.p. 1-34).

Finalmente, se procedio a realizar la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR, de sus siglas en inglés Reverse
transcription Polymerase Chain Reaction) en tiempo real, para lo que se
diluyeron las muestras con el fin de que éstas presentasen una misma
concentracion de 300 ng.uL'. Los cebadores utilizados para el gen cat fueron
disefiados por medio del programa primer 3, disponible on line
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). Su disefio se basé en
la secuencia expuesta en la base de datos TAIR (The Arabidopsis Information
Resource, https://www.arabidopsis.org/). También, se procedié a calcular los
parametros 6ptimos de cada cebador como la temperatura de fusion (Tm),
tractos de polipurinas (A, G) y pirimidinas (C, T), secuencias complementarias y
secuencias 3’ terminales, mediante el programa OligoAnalyzer 3.1 disponible de
manera libre on line (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). La secuencia y
caracteristicas de los cebadores empleados para el gen cat se detallan en la

tabla 5y el anexo 1.
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Tabla 5.
Cebadores especificos disenados para la amplificaciéon del gen que codifica para la
enzima catalasa. En donde D: Directo; R: Reverso; pb: pares de bases; Ini.: Posicién de

inicio; Lg.: longitud del oligo; Tm: Temperatura de fusion y %G-C: Porcentaje de

guanina- citosina.

No. Longitud Caracteristicas
Nombre )
Accesion Secuencia (5’-3’) (o[<]
del Gen
TAIR fragmento :
Ini. Lg Tm
D:
514 | 20 | 63.860.0
Catalasa GATCATGGGCACCAGACAGG
3 AT1G20620 148 pb
R:
661 | 20 [63.1]55.0
CGGCTTGCAAGTTTCTGTCC

Los cebadores del gen constitutivo usado en este estudio se obtuvieron de la
casa comercial Sigma-Aldrich®, con numero de referencia C 3615 para la pareja
control de Arabidopsis thaliana del gen Actina-2 (ACT, At3g18780). El juego de
cebadores del gen Actina-2 esta disefiado como un control para genes que se
expresan en alta abundancia y esta destinados para uso como control interno de
la PCR en tiempo real cuantitativa en el analisis de expresion de cualquier gen

de Arabidopsis.

La sintesis del ADN complementario (ADNc) y la amplificacion del gen cat se
efectud en un solo paso mediante el juego de reactivos SuperScript 11l One-Step
RT-PCR System Polymerase (Life Technology), siguiendo el protocolo adjunto
al mismo. Se prepard 24 uL por reaccion, en donde se incluy6 0.5 pL de cebador
directo, 0.5 pyL de cebador reverso, 1 yL de ARN de cada tratamiento a una
concentracion de 300 ng.uL"; 12.5 yL de 2X SYBR® Green Reaction Mix, 0.5
ML de la enzima SuperScript ® Il RT/Platinum ® Taq polimerasa y se adiciono

agua PCR hasta completar el volumen requerido.

La amplificacion se llevo a cabo en el equipo CFX96 Real-time PCR System (Bio-

Rad), bajo las siguientes condiciones de amplificacion:
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50 °C por 3 minutos

95 °C por 5 minutos

95 °C por 15 segundos

60 °C por 45 segundos Se repitié 39 veces

a w0 nh =

40 °C por 1 minuto

La curva de menting o curva de temperatura de fusion, se realizd con su
iniciacién a los 65 °C hasta los 95° C con un incremento de 0.5 ° C cada 10

segundos.

Dentro de la placa de PCR se colocé cada muestra por triplicado y el analisis de
amplificacion se realizoé en base a los promedios de los valores dados de cada
ciclo de cuantificacion (Cq o Ct). Dichos valores fueron arrojados por el equipo
en relacién al método de base autocalculado y al limite simple, parametros
especificos que son determinados para el SYBR en uso. Los calculos realizados

con los datos obtenidos se describen en el acapite 4.4 de este capitulo.

4.3.3 Procesamiento de la muestra para el analisis de la presencia relativa
de la enzima CAT

Las muestras destinadas para el analisis bioquimico se encontraron dispuestas
en microtubos de 1.5 mL y se homogenizaron con la ayuda de pistilos estériles.
Simultaneamente, se agregd 50 puL de una solucién salina tamponada con
fosfato 1X a pH 7,2 (PBS: 0,115 % de Na2HPO4, 0,02 % de KCI, 0,8 % de NaCl
y 0,02 % de KH2POs4). Esta contenia ademas el inhibidor de proteasas
SigmaFAST™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Sigma- Aldrich, Estados
Unidos) en una concentracion de 5X, con el fin de evitar la degradacién de las
proteinas presentes en las muestras por la accion de proteasas enddgenas.
Posterior a la homogeneizacién, las muestras se centrifugaron en una centrifuga
refrigerada (Eppendorf, modelo 5804/5804 R, Brasil) a 14.000 rpm durante 30
minutos y 4 °C. Se tomaron los sobrenadantes y se pasaron a microtubos

limpios.
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e Cuantificacion de las proteinas
Previo a la electroforesis de proteinas e identificacién inmunoquimica, se realizé
la cuantificacion de las proteinas totales de las muestras. Para lo cual, se utilizd
el juego de reactivos QuantiPro BCA (Sigma- Aldrich, Estados Unidos), que
aplica un método colorimétrico basado en el acido bicinconinico (BCA, de sus
siglas en inglés Bicinchoninic Acid). Se preparo la solucion de BCA, formada por
25 partes de tampon, 25 partes de reactivo BCA y 1 parte del reactivo de cobre.
Consecuentemente, se colocé 200 pL en cada pocillo de una microplaca de 96
pocillos marca Sterilin, de la solucion de BCA preparada. Esto se realizé en un

numero de tres pocillos para cada muestra y el estandar.

Para la curva de calibracién se utilizé una solucion de proteina de suero bovino
(BSA, de sus siglas en inglés Bovine Serum Albumin) de concentracion 2 mg.mL"
', en un rango de 0 a 10 ug de proteina. Por otro lado, de los extractos de
proteina total, se prepardé una solucion de muestra procesada/ PBS 1X en
proporcion 1:20 y de esta solucion se colocdé 5 yL en cada pocillo de una
microplaca que contenia 200 pyL de la solucién de BCA. Posteriormente, la
microplaca con las muestras y los estandares, se incub6 a 37 °C por 30 minutos
en una incubadora marca Labnet international, Inc (I15311-DS, Estados Unidos)
y, mediante un lector de placas multimodal marca BMG LABTECH FLUOstar
Omega (GmbH, Alemania), se midieron las absorbancias a 560 nm.

e Electroforesis SDS- PAGE de las proteinas

Una vez obtenidas las absorbancias de las muestras y haciendo uso de la curva
standard realizada, se obtuvieron las concentraciones iniciales de proteina total
de cada muestra. El analisis inmunoquimico se realizé mediante la técnica de
Western Blot de los extractos totales proteicos de todas las muestras. En primer
lugar, se efectud la separacién de las proteinas mediante la electroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), usando un método de Laemmli (Laemmli,
1970, p.p. 680-685).
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Se prepardé dos geles por cada réplica bioldgica, los mismos que presentaban un
diametro de 1mm y una concentracion final de acrilamida del 12 %. Los
compuestos y cantidades requeridos para la preparacion de los geles

desnaturalizantes se describen en la Tabla 6.

Tabla 6.
Componentes de un gel desnaturalizante de poliacrilamida: gel separador y gel
concentrador.
Compuesto Gel separador Gel concentrador
H20 destilada 1,26 MI 1,4 mL
Acrilamida/bis-acrilamida
2,5 Mi 335 pL
30 %
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,24 M -
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 - 250 yL
SDS 10 % 60 uL 10 pL
Persulfato de amonio 10 % 40 yL 10 yL
TEMED 5 uL 5 uL

Para cargar las muestras, se prepararon las proteinas a una concentracion final
de 20 ug y se les adicion6 1 L de tampdn de carga 5X (0, 5 mL de Tris 1M pH
7, 2 mL glicerol, 2,5 mL SDS 20 %, 500 pL B-mercaptoetanol, 0,2 mL de azul de
bromofenol y H20 destilada hasta un volumen de 10 mL). La mezcla fue sometida
a calentamiento en un bloque térmico (Labnet International, Inc., Estados
Unidos) a 95 °C por cinco minutos. Transcurrido ese tiempo, las muestras fueron
dispuestas sobre los carriles del gel desnaturalizante que se encontraba en el
sistema Mini-PROTEAN® Tetra vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Estados
Unidos) con tampon de corrida 1X (30,3 g Tris base, 50 mL SDS 20 %, 144 g
glicina y H20 destilada hasta llegar al volumen de 1 L). Adicionalmente, se cargd
un marcador de peso molecular (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para estimar
los pesos de las proteinas. La corrida se realiz6 a un voltaje de 150 V durante 90

minutos.
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e Método de inmunodeteccion

Los geles corridos fueron utilizados para la transferencia de proteinas hacia las
membranas de transferencia Fluoruro de polivinilideno (PVDF, de sus siglas en
inglés Polyvinylidene Difluoride). En primer lugar, se prepard el tampon de
transferencia 1X (25 mM Tris, 10 % metanol y 192 mM glicina) y se remojé la
membrana en metanol al 95 % durante al menos 10 minutos. El tampédn se coloco
en un contenedor y se prosiguié a montar el sistema, de manera que se apild
sobre el casete de soporte la esponja, seguido por el papel filtro, el gel, la
membrana y sobre ésta se coloco un papel filtro y una esponja. La membrana
tomo la orientacion hacia el catodo y el gel hacia el anodo y el sistema utilizado
fue el Mini Trans-Blot® (Bio-Rad, Estados Unidos).

Una vez preparado el sistema, se colocd en la camara de electroforesis y se
adiciond tampdn de transferencia 1X hasta cubrirla. También se colocé un bloque
de hielo con el fin de conservar baja la temperatura. La camara se coloco sobre
una plancha de agitacion marca Isotemp ® (Fisher Scientific, Estados Unidos),
con agitacién a 200 rpm, con el fin de mantener una temperatura uniforme
durante la transferencia y la transferencia se realizé en el cuarto frio a 4 °C. El
voltaje programado en la fuente de poder fue de 100 V, durante 1 hora (Bio-Rad,
2016, p.10).

Posterior a la electrotransferencia, las membranas fueron colocadas en distintos
recipientes, para el paso de bloqueo, con una solucion de leche descremada al
5 % durante dos horas. Transcurrido ese tiempo, la primera membrana se incubé
con anticuerpo primario anti-catalasa (AS09 501, Agrisera, Suecia) y la segunda
membrana con anticuerpo anti-Actina-11 (AS10 702, Agrisera, Suecia) como
control de referencia o control positivo, durante 24 horas a 4 °C en agitacion. Las

caracteristicas de los anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla 7.
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Anticuerpos utilizados en el ensayo inmunoquimico.
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\[o} Peso
Nombre del Dilucion
_ Accesion Molecular Caracteristicas
anticuerpo _ recomendada
Agrisera Aparente
Anticuerpo primario
Catalase / policlonal que reconoce
AS09501 1:1000 55-57 kDa
CAT las tres isoformas de
catalasa en Arabidopsis
thaliana.
Anticuerpo primario
41.6- 45 | monoclonal purificado por
Actin 11 AS10 702 1:2000
kDa afinidad que reconoce la
proteina actina (proteina
altamente conservada).
. Anticuerpo secundario
Goat anti-
_ purificado por
Rabbit IgG
AS09602 1:25000 - cromatografia de
(H&L), HRP
inmunoafinidad
conjugated .
(antigeno-especifico).

Consecuentemente, el anticuerpo fue retirado y se procedid a realizar tres

lavados, con 15 minutos de diferencia entre cada uno de ellos, utilizando PBS

1X con tween 20 (2 mL de tween en 1 L de PBS 1X). Nuevamente, las

membranas se sometieron a un proceso de incubacion, para lo que se utilizo el

anticuerpo secundario anti- IgG de conejo (H&L), HRP conjugado (AS09602,

Agrisera, Suecia) en una dilucion 1:25.000 (Tabla 4), con agitacion constante

durante dos horas. Seguidamente se realizaron tres lavados de manera similar

a lo mencionado anteriormente e inmediatamente se adiciond la solucion de

quimioluminiscencia (Thermo Scientific, Estados Unidos) y se incubd durante un

minuto.
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Finalmente, la membrana se colocé en el fotodocumentador Chemidoc MP
imaging system (Bio-Rad, Estados Unidos) y se utilizé el software Image Lab ™
(version 5.2), con la aplicacion Blots—Chemi, para detectar las bandas y revelar

la cantidad relativa de las proteinas presentes en cada membrana.

4.3.4 Procesamiento de la muestra para el analisis de la actividad
enzimatica de Catalasa

Las muestras destinadas para el analisis de la actividad enzimatica de catalasa

se colocaron en microtubos de 1.5 mL y se realizé6 la homogenizacion en

presencia de PBS 1X que contenia inhibidor de proteasas SIGMAFAST Protease

Inhibitor Cocktail Tablets. La centrifugacion, la recoleccién del sobrenadante y la

cuantificacion de proteina total se realizo bajo las mismas condiciones y calculos

mencionados en el apartado 4.3.3 para la cuantificacion de proteinas.

Independientemente, se prepararon dos soluciones stock: la primera (solucion
A) se prepard con 0.70 g de NaH2PO4 en 100 mL de agua destilada. La segunda
(solucién B) se prepard con 0.80 g de Na2HPO4 en 100 mL de agua destilada.
Adicionalmente, se prepardé una solucion de trabajo formada por 39 mL de
solucion Ay 61 mL de B, a un pH de 7 y finalmente se aford con agua destilada
hasta llegar al volumen de 200 mL. Asi mismo, se tomo 0.6 mL de la solucion de
peréxido de hidrégeno al 30 % (Sigma- Aldrich, Estados Unidos) y se llevé a un

volumen final de 100 mL con la solucion de trabajo.

Una vez que se prepararon las soluciones requeridas y listas las muestras, en
una cubeta de cuarzo se coloco 1.5 mL de solucion de trabajo y se dispuso en
un espectrofotometro UV- visible (Shimanzu, modelo UVmini-1240, Australasia)
para realizar la medicion de la absorbancia (longitud de onda de 240 nm).
Consecuentemente, se colocd en una cubeta de cuarzo 990 yL de solucién de
trabajo, inmediatamente se agregd 500 pL de la solucién de H202y 10 uL de la
muestra. Con el fin de homogeneizar la mezcla, se invirtié cuidadosamente la
cubeta haciendo presion con el dedo pulgar y se midi6 la absorbancia, esto se

realizd por triplicado para cada muestra.La medicidn se realiz6 tomando en
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cuenta un tiempo de 10 segundos como tiempo inicial y 70 segundos como

tiempo final.
4.4 Pruebas de confiabilidad de datos
4.4.1 Analisis de la expresion relativa del gen cat

Se conoce como cuantificacion relativa al cambio de la expresion del gen diana
en relacion a un grupo de referencia, por ejemplo, la comparacion con un control
negativo, una muestra de tiempo cero de la investigacion o un gen normalizador
(Livak y Schmittgen, 2001, p. 402).

La expresion relativa de un gen de interés en relacién con otro de referencia, por
ejemplo, puede ser calculada mediante los valores de delta delta Ct (AACt). Sin
embargo, se presentan diversos modelos matematicos que permiten calcular la
proporcion relativa de la expresion de un gen (Pfaffl, 2004, p. 66). El coeficiente
de cuantificacion relativa en el presente trabajo se calcul6 utilizando el modelo
matematico de Pfaffl (2001), el mismo que consiste en un modelo de calculo de
una eficiencia corregida, basado en los valores de eficiencia y de Ct de una
muestra desconocida, con relacion a un gen de referencia (Ecuacion 1).

(Emrget)ACPtarget(Control—sample)

ratio = Erep) ACP ¢ f(control-sample)
re

(Ecuacion 1)

Donde, E target es la eficiencia del resultado de la PCR en tiempo real del gen
de interés, E ref es la eficiencia del resultado de la PCR en tiempo real del gen
de referencia. ACPrarget representa la desviacion Ct del control menos el Ct de la
muestra. ACPret corresponde a la deviacion del Ct del control menos el Ct
perteneciente al gen de referencia (Pfaffl, 2001, p. 3). Ademas, una eficiencia
del 100 % significa que el blanco se esta duplicando con cada ciclo, entonces

una eficiencia de dos es equivalente a una duplicacion perfecta (Bio-Rad, 2016).
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La expresion normalizada es la cantidad relativa del gen de interés normalizada
con las cantidades de los genes de referencia. El calculo de la expresion

normalizada se obtiene mediante el uso de la ecuacioén 2.

. . RQsample (Gon
Normalized Expressionggmpie Gory = T

(RQsample (Ref 1) X RQsample(Ref 2) X+ X RQsample (Ref nn

(Ecuacion 2)

Doénde, RQ es la cantidad relativa de la muestra, Ref es el blanco de referencia

o el gen de referencia. GOl es el gen de interés.

4.4.2 Anélisis de la presenciarelativa de la enzima CAT

Las membranas de PVDF que contenia a las proteinas y fueron procesadas por
Western blot, fueron colocadas en el fotodocumentador Chemidoc MP imaging
system (Bio-Rad, Estados Unidos). Mediante este equipo fue posible la
deteccion de la sefal por quimioluminiscencia de la presencia de proteinas en la
membrana y de manera sucesiva se realizd la captura de la imagen para

finalmente ser guardada y analizada, puesto que es un analisis cualitativo.

Adicionalmente, para evidenciar la presencia relativa de las proteinas CAT se
utilizé el visor de imagenes del software Image Lab ™ (version 5.2) compatible
con el fotodocumentador Chemidoc MP imaging system (Bio-Rad, Estados
Unidos). Para lo cual se eligio la aplicacion de Blots- Chemi. Cabe mencionar
que para la deteccion de la presencia relativa de las proteinas fue necesario

detectar e identificar las bandas en los distintos carriles.
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4.4.3 Andlisis de la actividad enziméatica de Catalasa

La medicion de las absorbancias se realizé utilizando una longitud de onda de
240 nm (SIGMA- ALDRICH, 2014, p.1; Li y Schellhorn, 2007, p.187), en una
cubeta de cuarzo.

En el presente trabajo se midié la absorbancia por el tiempo final de 70
segundos, midiendo cada 10 segundos. Por lo que, se toma en cuenta las

absorbancias generadas en los 10 y 70 segundos.

La actividad de la enzima fue calculada aplicando la ecuacion 3.

Abs x(df)
(time) x (ug enzyme)

Units \ mL enzyme = (Ecuacion 3)

Donde, df es el factor de dilucion, en el caso de que la muestra fuera diluida y

Abs es |la absorbancia.

4.4.4 Andlisis estadistico

El analisis estadistico realizado para cada uno de los procedimientos, se ejecuto
en el software SPSS (de sus siglas en inglés Statistical Packet for Social
Science). A continuacion, se describen los estadisticos de prueba utilizados en
el analisis de los datos de la expresion relativa del gen catalasa y los resultados
pertenecientes a la actividad enzimatica de CAT.

e Prueba de contraste de normalidad de datos Shapiro- Wilk
Una vez obtenidos los datos de los diferentes procedimientos realizados, se
procedi6 a realizar una prueba de contraste de normalidad de datos.

Inicialmente, se formulé dos hipoétesis:

HO: Los datos de la poblacion se ajustan a la normalidad.

H1: Los datos de la poblacion no se ajustan a la normalidad.
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Se utilizo el test de Shapiro- Wilk, porque el nimero de muestras fue pequeno (n
< 50). Esto se realiz6 con el fin de contrastar la normalidad de los datos, es decir,
conocer si las muestras provienen de la poblacion con distribucién normal (Razali
y Wah, 2011, p. 26). Para este analisis fue necesario calcular la media y la

varianza muestral, siendo el estadistico de prueba la ecuacion 4.

b2

We = s xne

(Ecuacion 4)

Donde b equivale a ¥, ai[X,_i+1) — X;], siendo ai = al valor de un coeficiente
tabulado segun el tamafno de la muestra y la posicion i de cada observacion.
También, el término [X(,_;+1) — X;] es el resultado de las diferencias sucesivas
que se obtienen de restar el primer valor al ultimo, el segundo al antepenultimo

valor, y asi sucesivamente.

La hipdtesis nula planteada fue rechazada tanto para el analisis estadistico de la
expresion genética como para la actividad enzimatica de CAT, ya que los valores
estadisticos de la prueba ( Wc) fueron menores al valor de significancia de
a=0.05.

e Prueba U- de Mann- Whitney
Una vez determinada la naturaleza de los datos con respecto a la normalidad,
fue necesario establecer e interpretar la existencia o no de diferencias
estadisticamente significativas entre todos los tratamientos (Saldafia, 2013,
p.77).

El estadistico de U de Mann-Whitney compara la tendencia central de dos
muestras independientes, partiendo de la formulacion de dos hipétesis, en donde
la hipbtesis nula hace referencia a que en las dos muestras y la media central es
la misma; mientras que en la hipétesis alternativa es lo contrario (Guisande,
2006, p. 128). Ademas, esta prueba estadistica guarda una analogia con el

contraste paramétrico t de Student.



51

El estadistico de la prueba es el valor Z que se expresa en la Ecuacion 5.

= (Ecuacion 5)

La ecuacioén 5 se encuentra formada por las ecuaciones 6, 7 y 8.

Ui =nin2 + MO0 — Ri (donde i = 1,2...) (Ecuacion 6)

U, = % (Ecuacion 7)

2 nin2(n1+n2+1)
Ou = 12

(Ecuacion 8)
En donde n1 es el numero de elementos en la muestra uno y n2 es el numero
de elementos en la muestra dos; R es la suma de los rangos de los elementos
en la muestra. Ademas, p, representa la media de la distribucion muestral de U

y ;2 es el error estandar del estadistico U (Levin y Rubin, 2004, p. 630).

5. Capitulo V. Resultados y Discusion

La experimentacion se realiz6 de manera in vitro, usando los XGO a una
concentracion de 0.1 mg.L™" con y sin presencia de sal. Se realizaron tres réplicas
bioldgicas y en cada tratamiento las plantas fueron crecidas bajo las mismas
condiciones. De esta manera se controld la influencia de los factores externos

en las respuestas que presenta la planta.

Ademas, esta investigacién se enfocd sobre la modificacion de la expresion,
cantidad y actividad de la enzima Catalasa, puesto que se conoce que CAT se
relaciona con la acumulacién de H20:2, producido a través de diversas vias
metabdlicas (Mhamdi et al, 2012, p. 181). En este sentido la enzima Cat

interviene en la generacion de respuestas de la planta frente a condiciones
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biéticas y/o abidticas en base a la senalizacion redox (Mhamdi et al, 2010, p.
4198).

5.1 Evaluacidn de la expresion relativa del gen cat

La especificidad y la calidad de los cebadores disefiados para el gen cat fueron
evaluadas en base a la curva de temperatura de fusién, la misma que se
encontré entre los 80 y 85 °C (Figura 6). Asimismo, la eficiencia de amplificacion
fue del 100 % ya que se observd claramente un pico, que correspondié a un
unico producto de amplificacién. Ademas, no se percibio la amplificacion de los
controles de la RT-PCR, por consiguiente, se comprobd la inexistencia de la

formacion de dimeros entre cebadores o posibles contaminaciones.

Curva de temperatura de fusion
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Figura 6. Curva de la temperatura de fusién, resultado de la amplificacién del gen cat
con los cebadores especificos disefiados. Donde -d (RFU)/dT es la tasa negativa de
cambio en RFU (Unidades Relativas de Fluorescencia) a medida que la temperatura (T)

cambia.

El parametro de calidad del ARN extraido y tratado con DNasa, fue la
electroforesis de gel de agarosa al 1 %, en donde se evidencio la presencia de
bandas claras y definidas, pertenecientes a las subunidades 18S y 28S del ARN
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ribosomal (Figura 7). Esto se observé para los ARN de las tres réplicas
bioldgicas. De manera simultanea, se obtuvo los valores de la cuantificaciéon del
ARN extraido, por medio de espectrofotometria. La relacién de absorbancia
260/280 medida, oscilé entre 1.8 y 2.1, indicando de esta manera que todos los
ARN tenian un nivel de pureza adecuado, es decir, no presentaban

contaminacion con proteinas (Sambrook y Russel, 2001, p. 1-34).

ARN total de tejido foliar de Arabidopsis thaliana

Figura 7. Electroforesis de ARN total en gel de agarosa al 1 %, por 30 minutos a 100
voltios, del tejido foliar de Arabidopsis thaliana. Se observan dos bandas
correspondientes a las subunidades 18S y 28S del ARN ribosomal en todos los
tratamientos. En donde 1: To, 2: T4, 3: T2, 4: T3, 5: T4, 6: T5, 7: T, 8: Try 9: Ts.

Los resultados de la expresion relativa del gen catalasa fueron calculados a partir
de los valores de Ct del gen cat y del gen actina, provenientes de la cuantificacién
de los productos de la RT-PCR derivados de todos los tratamientos,
adicionalmente, se utilizé el tratamiento To como control interno. Estos resultados
de la expresion relativa de catalasa no presentaron una distribucion normal

segun la prueba de Shapiro- Wilk (Tabla 8).
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Tabla 8.
Pruebas de normalidad Kolmogorov- Smirnov® y Shapiro- Wilk de los valores de la

expresion normalizada del gen catalasa.

. . Pruebas de normélidad . .

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
= ~
XPresion 10,168 24 0,077 0,839 24 0,001
normalizada
a. Correccién de significacion de Lilliefors

Nota: El valor de significancia de a=0.05. Un valor de Sig. (p) > a significa distribucion

normal de los datos.

Los niveles de expresion relativa del gen catalasa mostraron una diferencia
significativa estadisticamente con un o= 0.5 para los distintos tratamientos,
segun el estadistico U de Mann- Whitney (Figura 8). Al comparar la expresion
relativa entre todos los tratamientos, se obtuvo que cat presenté un aumento de
la expresion en el tratamiento con XGO a las 24 horas posterior a la induccion,
siendo 4.17 veces mayor en comparacion al control MS no tratado del mismo
tiempo (Figura 8). De la misma manera, se obtuvo una sobreexpresion 5.19
veces mayor en las 72 horas, con respecto al control MS no tratado
correspondiente a ese tiempo. Ademas, en las 24 horas posterior a la induccion,
se evidencié que la adicion de XGO en presencia de estrés salino, incrementd la
expresion de cat 7.25 veces con respecto al control de estrés salino (tratamiento

NaCl). Sin embargo, este resultado disminuye a las 72 horas.
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Expresion relativa normalizada del gen catalasa
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g
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0,0 ! . |
24 h 72 h
B MS 2,88 2,97
B NacCl 6,58 3,85
EXGO 7,05 8,46
O XGO + NaCl 13,83 3,51

Horas posterior a la induccién

Figura 8. Niveles de la expresion relativa del gen catalasa en los diferentes tratamientos.
Los valores ubicados en la parte inferior corresponden a la expresion relativa de cat en
todos los tratamientos respecto al To como control interno de la experimentacion y al
gen actina como control enddgeno.

Las letras a, ab, c ubicadas en la parte superior de las barras (error estandar) indican
las diferencias estadisticamente significativas en la expresion del gen cat, segun el
estadistico de prueba U de Mann-Whitney. Letras iguales indican la inexistencia de

diferencias significativas

En el presente trabajo experimental, la expresion del gen catalasa en presencia
de sal, aumento con respecto al control no tratado, en los dos tiempos evaluados,
por lo que la planta de manera natural podria activar ciertos mecanismos de
respuesta a nivel transcripcional. Dado que, se conoce que diferentes vias de
sefalizacion conducen a la expresion génica, que a su vez se encarga de la
codificacion de las proteinas (Gharsallah et al., 2016, p.3). Ademas, la expresion
génica no solo puede verse influenciada por los factores genéticos y de
sefalizacion propios de la planta, puesto que diversas condiciones ambientales

como, por ejemplo, la patogénesis, las temperaturas extremas, las hormonas, la
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salinidad, entre otros, pueden provocar cambios complejos en la regulaciéon
(Yang et al., 2016, p. 2).

El comportamiento de la expresion del gen catalasa en condiciones de salinidad,
podria estar asociado con su funcion principal en la degradacion de ROS. Esta
idea puede apoyarse en los resultados reportados de distintas investigaciones,
ya que, al ser la catalasa una enzima de gran importancia, varias investigaciones
se han enfocado en su estudio, en una extensa variedad de plantas. Asi pues,
Willkends et al., (1994, pp. 1009-1011) demostraron que cuando Nicotiana
plumbaginifolia fue expuesta a radicaciéon UV- B los niveles de ARN mensajero
(ARNm) de cat3, que inicialmente eran bajos en las hojas, se indujeron dentro
de las 3 horas de exposicion a la radiacion. Ademas, estos autores observaron
un aumento gradual y continuo hasta el final de la exposicién, lo que sugiere que
la formacion de glioxisomas foliares si puede ocurrir durante condiciones de
estrés y que puede desencadenar la senescencia temprana, la produccion de
etileno, la produccion de citoquininas y de proliaminas (Willkedns et al., 1994, pp.
1009-1011). Asi también, en maiz, el ARNm de cat3 fue inducido rapidamente
en condiciones de frio, por lo que se cree que el aumento de cat3 es esencial
para la aclimatacion en condiciones de bajas temperaturas (Prasad et al., 1994,
p. 68).

Por su parte, Xu et al. (2015, pp. 37-39) demostraron en la yuca (Manihot
esculenta), la relacion conjunta de la expresion de superoxido dismutasa y
catalasa, la misma que se involucré en proveer a la planta resistencia a tensiones
ambientales, como son el frio y la sequia, mediante la estabilizacién de
homeostasis de ROS. Asi mismo, observaron la acumulacion de la prolina, la
disminucién del contenido de malondialdehido y la prolongacién de vida util de

las raices pos cosecha (Xu et al., 2015, pp.37-39).

Sin embargo, estudios del comportamiento de la expresion del gen catalasa en
presencia de XGO no han sido reportados con anterioridad. En este sentido, los

resultados observados sugieren que la aplicacion de XGO promueve los
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mecanismos de defensa de la planta frente a la salinidad. Esto se sustenta
porque se observé un aumento significativo en el nivel de expresion relativa del
gen, con o sin presencia de sal, fundamentalmente a las 24 horas posterior a la
induccidn. En la literatura cientifica no se dispone informacion acerca del efecto
de los XGO solos 0 en combinacion con sal, pero al conocer la funcidén de CAT,
se puede conjeturar que XGO desencadena la tolerancia a la salinidad en plantas

de Arabidopsis thaliana crecidas en presencia de salinidad.

5.2 Evaluacion de la presencia relativa de la proteina Catalasa

La cuantificacion de proteina total del extracto de cada muestra se evalud con
referencia a la preparacion de una curva de calibrado previamente realizada
(Figura 9). La curva de calibrado presenté un comportamiento lineal y, ademas,
generod una ecuaciéon (Ecuacion 9) que permitio la transformacion de los datos

de absorbancia de las proteinas a valores de concentracion proteica.

Curva de calibrado
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Figura 9. Curva de calibrado de la proteina albumina de suero bovino de concentracion final de

2 mg.mL-" usando el método del acido bicinconinico El rango de la proteina es de 0 a 10 ug.

_ y-0.1151

(Ecuacion 9)
0.0495
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Partiendo de las concentraciones de proteina total de las distintas muestras, se
calculo y se preparo la concentracion final de cada una para ser utilizadas en el
ensayo inmunoquimico. La presencia relativa de CAT se realiz6 de manera
cualitativa, en referencia a la intensidad de las bandas obtenidas.

En la Figura 10 se puede observar de manera cualitativa las bandas
pertenecientes a la proteina CAT, en donde se evidencié a las 72 horas la
acumulaciéon de CAT en el tratamiento de NaCl, XGO y también un aumento
visible en el tratamiento XGO con sal, todo esto en comparacion al control MS
no tratado. Ademas, se observé la presencia relativa de la proteina ACTINA-11,
mediante la visualizacién de las bandas, para todos los tratamientos como
control de que la diferencia sea debida a la cantidad de proteina CAT y no por

diferencias de concentracion de las proteinas totales.

24 horas 72 horas

MS NaCl XG0 XGO + NaCl MS NaCl XG0 XGO + NaCl

Eooa ok o ok o

aCAT
il —»..““-—---

a plant Actina-11

dasics  —— MR WS SR SRS e GRS e e

Figura 10. Presencia cualitativa de las proteinas CAT y ACT-11 usando el anticuerpo
policlonal anti- catalasa y el anticuerpo monoclonal anti- actina-11. La proteina CAT

presenta un peso molecular de 55 kDa y la proteina ACT-11 de 41.6/45 kDa

Se logré visualizar una mayor acumulacion de proteina CAT en presencia de sal
a las 72 horas. En efecto, investigaciones realizadas por Zhu y Xion en el afio
2002, establecieron que las plantas generan distintos mecanismos para
disminuir las especies reactivas de oxigeno, ante condiciones de estrés

ambiental, ademas, de que la enzima catalasa, presenta una actividad
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importante en la degradaciéon del perdxido de hidrogeno (Zhu y Xion, 2002,
p.136).

Se observo mayor presencia de proteina en el tiempo de 72 horas. Se podria
suponer que estos resultados guardan relacion con los obtenidos de la expresion
del gen cat, puesto que, las muestras analizadas en los dos ensayos provienen
del mismo tiempo de recoleccion. Sin embargo, se debe tener en cuenta la
duracion de los procesos de transcripcion y traduccion realizados en el interior
de las células vegetales, ademas, de que los genes pueden ser transcritos y
traducidos con diferente eficiencia. Por tanto, es légico observar una mayor
expresion del gen catalasa en presencia de XGO a las 24 horas y posteriormente
mayor concentracion de la proteina CAT en el tratamiento (presencia de XGO) a
las 72 horas. De esta manera se evidencia que la célula podria generar grandes
cantidades de algunas proteinas de acuerdo a las necesidades del momento
(Alberts y Bray, 2006, p. 230).

Para confirmar el papel de la enzima CAT en presencia de XGO con y sin NaCl,

se determino finalmente su actividad en los diferentes tratamientos.

5.3 Actividad enzimatica de Catalasa

Para determinar las actividades enzimaticas de la enzima CAT en los distintos
tratamientos, los datos fueron comparados con respecto al control negativo de la
experimentacion o al tratamiento To. Los resultados correspondientes a la
actividad enzimatica no presentaron una distribucion normal, de acuerdo al
estadistico de prueba de Shapiro- Wilk (Tabla 9).



Tabla 9.

60

Pruebas de normalidad Kolmogorov- Smirnov@ y Shapiro- Wilk de los valores de la

actividad enzimatica de CAT.

. . Pruebas dé normalidad . . .

Kolmogorovw-Smirnov? Shapiro-Wilk
E —
Estadistico gl Sig. Stag's“c gl Sig.
Actividad 244 74 000 587 74 000
enzimatica

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Nota: el valor de significancia es de a=0.05. Un valor de Sig. (p) > a significa distribucion

normal de los datos.

Como primer resultado se evidenciéo que CAT presentd una disminucién de su

actividad en presencia de sal en comparacion al control no tratado, esto en los

dos tiempos analizados (Figura 11). Ademas, se pudo observar que la adicién

de XGO promovié una mayor actividad enzimatica tanto a las 24 horas como a

las 72 horas posteriores a la induccién. Asi también, la actividad enzimatica de

CAT fue significativamente alta en presencia de XGO y sal. Finalmente, mediante

el estadistico de prueba U de Mann- Whitney, con una significancia de a=0.05,

se constatd la presencia de diferencias significativas de la actividad enzimatica

de CAT entre los tratamientos.
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Actividad enzimatica de CAT
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Figura 11. Actividad enzimatica de Catalasa en los diferentes tratamientos. Los valores
ubicados en la parte inferior corresponden a los valores de la actividad que presenta
Cat.

Las letras a, ab, c y d ubicadas en la parte superior de las barras (error estandar) indican
las diferencias estadisticamente significativas en la actividad CAT, segun el estadistico
de prueba U de Mann-Whitney. Letras iguales indican la inexistencia de diferencias

significativas.

Los resultados obtenidos para la actividad enzimatica, demostraron un aumento
significativo de la actividad de CAT a las 24 y 72 horas posteriores a la induccién,
en presencia de XGO con y sin estrés salino. Esto nos indica que los XGO estan
actuando de manera que prepararan a las plantas para soportar eventuales
condiciones desfavorables o las existentes de salinidad, ya que les permite
disponer de cantidades suficientes de enzima activa. Por ello, se puede estimar
que los XGO promueven el mismo efecto mencionado anteriormente, de inducir
la respuesta de defensa en las plantas frente a condiciones adversas de estrés

salino.
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La importancia radica en que es necesario generar un equilibrio entre la
produccion y degradacion de las especies reactivas de oxigeno, para evitar
dafos en las plantas causados por el estrés oxidativo (Mukherjee y Choudhuri,
1983, p. 166). En vista de esto, las plantas poseen distintos mecanismos de
defensa antioxidantes, entre los que se encuentran los procesos enzimaticos
(Shim et al., 2003, p.1). En consecuencia, se conoce que la enzima CAT cumple
un papel protector muy importante, por lo que, se espera mantener condiciones
que favorezcan la actividad frente a ROS. De esta manera en el presente trabajo
se observo la eficiencia generada por la presencia de los XGO sobre los niveles
de la actividad de CAT, inclusive en presencia de sal (Figura 11). Esta idea se
apoya en la investigacion realizada por Lucini et al., (2015, p.125) en donde
exponen que otros tipos de biostimulantes derivados de plantas son capaces de

mejorar la tolerancia de los cultivos frente a condiciones de estrés abidtico.

Por otra parte, el tratamiento que contenia NaCl presentdé un menor nivel de
actividad de CAT, en comparacion al tratamiento sin modificaciones, en los dos
tiempos analizados. Esta diminucion de actividad podria ser el resultado del
consumo de la enzima como producto del estrés generado por la presencia de
sal. La idea se apoya en los resultados reportados por otros investigadores, que
han realizado sus ensayos bajo distintas condiciones desfavorables como el
estrés hidrico, la accion herbicida, el estrés salino y la exposicidon a metales
pesados (Mukherjee y Choudhuri, 1983, p. 166; Feierabend y Kemmerich, 1983,
p. 346; Shim et al., 2003, p. 290; lannone et al., 2015, p.206).

En resumen, es probable que los oligosacaridos de xiloglucanos utilizados en
este trabajo experimental, se involucren en la estimulacion y activacion de
distintos mecanismos de defensa en las plantas, que le permitan tolerar las
condiciones desfavorables de estrés salino o predisponerlas ante el estrés

oxidativo.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Los oligosacaridos de xiloglucanos a 0.1 mg.L"' promovieron un incremento
significativo de la expresién relativa del gen catalasa en plantas de
Arabidopsis thaliana a las 24 horas posteriores a la induccion, crecidas cony

sin presencia de estrés salino.

La presencia relativa de la enzima Catalasa (CAT) se incrementd con la
adicion de oligosacaridos de xiloglucanos a 0.1 mg.L"' en plantas de
Arabidopsis thaliana, con y sin exposicion a estrés salino, a las 72 horas

posteriores a la induccion.

Los niveles de la actividad enzimatica de CAT se incrementaron en presencia
de oligosacaridos de xiloglucanos a una concentracion de 0.1 mg.L"' en
plantas de Arabidopsis thaliana, con y sin presencia de estrés salino a las 72

horas posteriores a la induccion.

6.2 Recomendaciones

Analizar la expresion, presencia relativa y la actividad catalitica de otras
enzimas que cumplan un papel importante dentro de los mecanismos
enzimaticos de proteccion intracelular, como pueden ser la enzima
superéxido dismutasa (SOD), la ascorbato peroxidasa (APX), la glutation

peroxidasa (GPX), la glutation reductasa (GR), entre las mas importantes.

Evaluar los efectos de XGO sobre antioxidantes no enzimaticos, involucrados
en el estrés oxidativo, como el glutatiéon, el ascorbato, el tocoferol, los

flavonoides, los carotenoides y los alcaloides.
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Buscar y evaluar nuevos bioestimulantes derivados de la pared celular

vegetal de plantas endémicas de la region amazoénica del Ecuador.
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ANEXO 1: Secuencia utilizada para la elaboracién de cebadores, obtenida de la base
TAIR

Nombre Acceso en

del Gen la base Secuencia del gen

TAIR

1 ACTAAACCAA AATCCTCAAA AGCCTATTTG GGGGATCATC AACCTTCTAT
51 CATCACCATG GATCCTTACA AGTATCGTCC TTCAAGCGCG TACAACGCCC
101 CATTCTACAC CACAAACGGT GGTGCTCCAG TCTCCAACAA CATCTCTTCC
151 CTCACCATCG GAGAAAGAGG TCCGGTTCTT CTTGAGGATT ATCATTTGAT
201 CGAGAAGGTT GCTAATTTCA CCAGAGAGAG GATCCCTGAG AGAGTGGTTC
251 ATGCTAGAGG AATCAGTGCT AAGGGTTTCT TTGAAGTCAC CCATGACATT
301 TCAAACCTCA CTTGTGCTGA TTTTCTCAGA GCCCCTGGTG TTCAAACTCC
351 GGTTATTGTC CGTTTCTCCA CCGTTGTCCA CGAACGTGCC AGTCCTGAAA
401 CCATGAGGGA TATTCGTGGT TTTGCTGTCA AGTTTTACAC CAGAGAGGGA

CAT3- Catalase AT1G20620 451 AACTTTGATC TTGTTGGGAA CAACACTCCG GTGTTCTTCA TCCGTGATGG

3. 501 GATTCAGTTC CCGGATGTTG TCCACGCGTT GAAACCTAAC CCGAAAACAA
551 ACATCCAAGA GTACTGGAGG ATTCTGGACT ACATGTCCCA CTTGCCTGAG
601 AGTTTGCTCA CATGGTGCTG GATGTTTGAT GATGTTGGTA TTCCACAAGA
651 TTACAGGCAC ATGGAGGGTT TCGGTGTCCA CACCTACACT CTTATTGCCA
701 AATCTGGAAA AGTTCTCTTT GTGAAGTTCC ACTGGAAACC AACTTGTGGG
751 ATCAAGAATC TGACTGATGA AGAGGCCAAG GTTGTTGGAG GAGCCAATCA
801 CAGCCACGCC ACTAAGGATC TCCACGATGC CATTGTATCT GGCAACTACC
851 CCGAGTGGAA ACTTTTCATC CAGACCATGG ATCCTGCAGA TGAGGATAAG
901 TTTGACTTTG ACCCACTTGA TGTGACCAAG ATCTGGCCTG AGGATATTTT
951 GCCTCTGCAA CCGGTTGGTC GCTTGGTTCT GAACAGGACC ATTGACAACT

1001 TCTTCAATGA AACTGAGCAG CTTGCGTTCA ACCCGGGTCT TGTGGTTCCT

1051 GGAATCTACT ACTCAGACGA CAAGCTGCTC CAGTGTAGGA TCTTTGCTTA

1101 TGGTGACACT CAGAGACATC GCCTTGGACC GAATTATTTG CAGCTTCCAG

1151 TCAATGCTCC CAAATGTGCT CACCACAACA ATCACCATGA AGGTTTTATG

1201 AACTTCATGC ACAGAGATGA GGAGATCAAT TACTACCCCT CAAAGTTTGA

1251 TCCTGTCCGC TGCGCTGAGA AAGTTCCCAC CCCTACAAAC TCCTACACTG

1301 GAATTCGAAC AAAGTGCGTC ATCAAGAAAG AGAACAACTT CAAACAGGCT

1351 GGAGACAGGT ACAGATCATG GGCACCAGAC AGGCAAGACA GGTTTGTCAA

1401 GAGATGGGTG GAGATTCTAT CGGAGCCACG TCTCACCCAC GAGATCCGC

1451 GCATCTGGAT CTCTTACTGG TCTCAGGCTG ATCGATCCTT GGGACAGAAA

1501 CTTGCAAGCC GTCTGAACGT GAGGCCAAGC ATCTAGAGGC CAATCTCCAT

1551 ATAAGCTCAG TCTATGTGAG GTACAATCAA TCTCATCGAT CTATCATCGC

1601 TTGGTCGTTA AATCCGTCAA AAAGATAATC ACATGTGTTG TTGTTTCATG

1651 TCTATATAAT AATAATGCTT GTAATCCCAA AAACTCATGT TTCCTTCCTT

1701 TCTAGTCTCA CTGTCTTTGT AATCTCTTTT TACAATAAAT CAATGTTTCT

1751 TGAAGC

a

SO =

=

=

=

=
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