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RESUMEN

El sistema agrenémico practicado en la actualidad, basado en un abuso de los
recursos naturales presentes en el suelo, ademas de un uso indiscriminado de
agroquimicos, ha ocasionado problemas relacionados con el suelo, entre ellos la
salinidad. Los oligosacaridos de xiloglucanos (XGO) son un tipo de
bioestimulante vegetal que promueven el desarrollo vegetativo y podrian ser una
alternativa para mitigar los dafos ocasionados a los cultivos a causa de la
salinidad. El objetivo de este proyecto fue analizar el efecto que tiene la
aplicacion de XGO a la concentracion de 0,1 mg.L™ sobre la expresion relativa
del gen de vesiculacion de cloroplastos (CV) y los niveles de clorofila en plantas
de Arabidopsis thaliana sembradas in vitro en medio liquido. Para ello se empled
un método de induccién a respuesta de las plantas a estrés salino y presencia
del bioestimulante.

Se analizo6 el nivel de expresion del gen CV mediante PCR en tiempo real y se
obtuvo como resultados que la presencia de los XGO regulé negativamente la
expresion de este gen, tanto con o sin salinidad. También se midieron los niveles
de clorofila @ y b mediante un método espectrofotométrico y adicionalmente, se
determind la concentracién de clorofila b mediante HPLC. Se observd que la
presencia de los XGO mantuvo los niveles de clorofilas elevados. Mediante los
datos mas exactos de concentracion de clorofila b obtenidos por HPLC, se
observé que la presencia del bioestimulante evité la alta tasa de degradacién de
este pigmento fotosintético bajo condiciones salinas. Los resultados obtenidos
indican que los XGO utilizados estimulan un proceso de proteccién del sistema
fotosintético de las plantas de Arabidopsis thaliana provocando una mayor
tolerancia a condiciones de estrés salino.



ABSTRACT

The agricultural system practiced for many years has been based in the abuse of
natural resources from soil and an indiscriminate use of agrochemicals. This has
caused soil related problems, for example soil salinity. Xyoglucan
oligosaccharides (XGO) are a type of plant biostimulant that stimulates vegetable
development and could be an alternative to mitigate the damage in plants caused
by soil salinity. This project’'s aim was to analyse XGO application’s effect on the
relative expression of the chloroplast vesicufation gene (CV) and chlorophyll
levels in Arabidopsis thaliana plants grown in vitro in liquid medium. For this
matter a plant response to saline stress and biostimulant presence induction
method was used.

CV gene expression was analysed with gqRT-PCR, and the results indicate that
the presence of XGO in the culture medium down regulates the expression of this
gene with and without saline stress. Chlorophyll a and b levels where measured
with a spectrophotometric method, and additionally chlorophyll b concentrations
where measured with an HPLC. It was observed that XGO application maintained
high chlorophyll levels and that it avoided the high rate of chlorophyll b
degradation by free radicals or enzymatic degradation caused by saline
conditions. These results indicate that the specific XGO used stimulate a process
that protects Arabidopsis thaliana’'s photosynthetic system and hence higher
tolerance to saline stress conditions.
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TITULO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

Efecto de xiloglucanos derivados de plantas sobre niveles de clorofila y expresidn
del gen de vacuolizacién de cloroplastos en plantas de Arabidopsis thaliana bajo
estrés salino.

CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

La salinidad del suelo es uno de los problemas agricolas mas preocupantes,
especialmente en regiones aridas y semidridas, debido a sus efectos adversos
sobre la produccién agricola y el desarrollo sustentable. En muchas regiones del
mundo el suelo se vuelve salino con el pasar de los afios debido a un mal uso
de los sistemas de irrigacion y fertilizacion del mismo (Goriji, Tanik, y Sertel, 2015,
pp. 24-33). Concentraciones de sales en suelo que hacen que la conductividad
eléctrica sea mayor a 4 dSm™ (deciSiemens por metro) son consideradas
suficientes como para catalogar a un suelo como salino. Este tipo de suelos
ocasionan un aumento en la presion osmética, disminucidon de Ila
biodisponibilidad de agua y finalmente efectos adversos sobre la micro flora y el
desarrollo vegetativo (Food and Agricultural Organization [FAO] e
Intergovernmental Technical Panel on Soils [ITPS], 2015, pp-124-127).

Varios estudios han analizado el efecto que tienen las altas concentraciones de
sal en suelo sobre el desarrollo de plantas de importancia agronémica. Estos
estudios demostraron una disminucidn en la tasa de crecimiento, la tasa
fotosintética, una mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno y por ende
oxidacion de proteinas y de membrana, en plantas de Solanum lycopersicum y
de Vicia faba (Chen et al., 2016; Qados y Amira, 2011, pp.452-457).

Con el fin de sobrellevar el problema de salinizacion de suelos se han
desarrollado distintas tecnologias. Entre estas se encuentran la lixiviaciéon directa
de sales (Lin, Ishikawa, Akoh, Yang, y Zhang, 2016, p.29), el uso de variedades
vegetales resistentes a condiciones salinas (Guo et al., 2015, pp. 432-439), la
domesticacion de nuevos cultivares resistentes a condiciones salinas, la



biorremediacion, el uso de agroquimicos y finalmente el uso de compuestos de
origen natural (FAO e ITPS, 2015, p.172).

Los compuestos de origen natural tienen distintos efectos sobre las plantas. Por
un lado, existen compuestos organicos que pueden enriquecer con nutrientes al
suelo para que la planta pueda tolerar las condiciones de estrés salino a las que
se encuentra. Como ejemplo, en un caso de estudio en Egipto se demostré que
el uso de estiércol y yeso en suelos salinos permitia un mejor desarrollo de
plantas originarias de la zona (Abd Elrahman, Mostafa, Taha, Elsharawy, y Eid,
2012, pp. 89-95). Otro enfoque totalmente distinto es el uso de productos
denominados bioestimulantes. Los bioestimulantes son formulaciones que
contienen sustancias 0 microorganismos cuya funcién es estimular procesos
naturales de las plantas para mejorar o favorecer la absorcion de nutrientes, la
eficiencia nutritiva, la tolerancia a estrés abidtico y la calidad del cultivo
(European Biostimulant Industry Council [EBIC], 2013).

El uso de bioestimulantes en la industria agricola ha ganado gran interés con el
pasar de los afos (Wilson, Xu, y Taylor, 2015). Se han reportado distintas formas
mediante las cuales varias formulaciones de bioestimulantes actian para ayudar
a las plantas durante su desarrollo, entre las cuales destacan la modificacién de
rutas metabdlicas para incrementar el rendimiento, tolerancia o resistencia a
factores de estrés abiético, facilidad en la asimilacién y transporte de nutrientes,
un uso mas eficiente de sus recursos hidricos, entre muchos otros. A pesar de
que ha sido complicado analizar el impacto global que tiene el uso de
bioestimulantes en el mercado global, se estima que en Europa en el afio 2011
el mercado de los bioestimulantes representd un valor alrededor de 200 millones
de euros y en el 2015 tuvo un valor cercano a 500 millones de euros (EBIC,
2015).

En las dltimas tres décadas se han realizado estudios analizando el efecto del
uso de biocestimulantes sobre las plantas para su potencial uso agricola. Algunos
de ellos realizados en la década del 90, demostraron un efecto positivo de ciertos
estimulantes biolégicos, como extractos que contenian vitaminas y acido humico
obtenidos de algas marinas {(Russo y Berlyn, 1992, pp. 231-248). Asi mismo, el



producto comercial "ROOTS®” (Poincelot, 1993, p.116) mejoré la tasa de
germinacion de varias especies vegetales, acelerd la aparicion de hojas y
provocé un aumento del rendimiento de la produccion.

En el siglo XXI, junto con el desarrolloc de nuevas tecnologias, se desarrollaron
estudios de analisis mas exhaustivos sobre los efectos especificos del uso de
bioestimulantes en las plantas, los cuales demostraron que ciertos
bioestimulantes no sclo mejoraban su rendimiento, sino que también le conferian
resistencia ante factores biéticos y/o abiéticos. En un estudio realizado en 2005
se demostré que el uso del bioestimulante “ROOTS3®” (LebanonTurf) le permitia
a plantas de Betula papyrifera tolerar condiciones de estrés por sequedad
aumentando su tasa fotosintética y produciendo lipidos impermeables a nivel
cuticular para evitar evapotranspiracién (Richardson, Aikens, Berlyn, y Marshall,
2003, pp.3648). En la actualidad, las herramientas tecnolégicas permiten
realizar estudios mas profundos, tanto bioquimicos como moleculares, con el fin
de entender los mecanismos especificos de accion de estos compuestos sobre

el metabolismo de las plantas.

Un tipo de bioestimulantes son los oligosacaridos, que actian de manera natural
en las células como parte de los mecanismos de sefializacién molecular que
regulan el metabolismo (Fry et al., 1993, pp. 1-3; Pattanagul y Madore, 1999, pp.
132-141). Los oligosacaridos de glucanos son un grupo de moléculas que han
sido analizados como un potente bioestimulante. En un estudio se utilizé sulfato
de B-1,3 glucano obtenido de algas y se observé que este producto promovié la
sefalizacién de la ruta del acido salicilico y por ende, una mejor respuesta de
defensa frente a estrés (Menard, 2004, pp. 93-98). Otro ejemplo de
oligosacaridos que ha sido estudiado son los derivados de los xiloglucanos de
las plantas.

La degradacion de polisacaridos de xiloglucanos en las células vegetales, tanto
por un efecto propio celular o por ataque de patdgenos, libera oligosacaridos de
xiloglucanos, que tienen la capacidad de interaccionar con receptores de
membrana, activando una cadena de reacciones con efecto de defensa natural
de las plantas. Sus potencialidades han sido empleadas con fines comerciales,



como es el caso de un producto cuya formulacién esta basada en una mezcla de
xiloglucanos obtenido de la corteza del tamarindo (Tamarindus indica L.). El
mismo puede ser usado como pesticida, para mantener la frescura de las plantas
y como protector de la envoltura de semillas sintéticas (Lienart, 2008; Marcus
et al., 2008, p. 60).

Adicionalmente, se han realizado algunos estudios para determinar la relacion
que tiene la aplicacion de bioestimulantes sobre los niveles de clorofila y por
ende en la tasa fotosintética de la planta (Przybysz, Gawronska, y Gajc-Wolska,
2014, pp. 5-16). La clorofila es el principal pigmento fotosintético presente en la
mayoria de las plantas, responsable del color verde de las mismas. Es un
compuesto quimico con un centro de magnesio, que permite que se exciten
electrones con la irradiaciéon de la luz y asi que inicien las reacciones de la
fotosintesis (Ohmiya, Hirashima, Yagi, Tanase, y Yamamizo, 2014, pp. 9-14).

Existen distintos tipos de clorofila dependiendo de su arreglo molecular y el rango
de luz que pueden absorber para transformaria en energia quimica. Segun su
estructura molecular, existen dos tipos de clorofilas (a y b), que se encuentran
en los cloroplastos formando agrupaciones proteicas. Estas agrupaciones en
complejos permiten que las hojas utilicen rangos de luz mas variados para
generar energia quimica en la fotosintesis y representa la proporcionalidad
existente entre cantidad de clorofila a y clorofila b en plantas (Horie, Ito, Kusaba,
Tanaka, y Tanaka, 2009, p. 284).

Por otra parte, en el afio 2014 se realizé un estudio en el que se identificd y
caracterizé un gen de gran importancia en procesos de respuesta en plantas que
se encuentran bajo estrés, relacionado directamente con la concentracién de
clorofila de las plantas. Este es el gen de Vesiculacién de los cloroplastos (CV)
que se activa a manera de respuesta ante cambios en el ambiente que pueden
suponer un dafno a la planta. La proteina CV es un péptido corto que viaja desde
las mitocondrias hasta el interior de los cloroplastos y destruye el sistema
fotosintético de la planta con el fin de canalizar todas las biomoléculas contenidas
en el hacia las semillas de las plantas y, de esta forma, asegurar que las semillas
puedan germinar sin problemas en otro ambiente menos hostil. Cuando este gen



es silenciado, ¢ su expresion es minimizada, se ha logrado obtener plantas que
consigan tolerar el estrés abidtico de mejor manera (Wang, Blumwald, 2014, p-
475-488).

Existe gran cantidad de informacion sobre bioestimulantes especificos y se ha
logrado elucidar en parte los mecanismos mediante los cuales interactdan con
las plantas a nivel molecular. Sin embargo, existen aiin mas cantidad y variedad
de formulaciones de bioestimulantes que se utilizan, pero no se conocen sus

mecanismos moleculares de accion o todos sus efectos scbre las plantas.
1.2. Planteamiento del problema

A finales del 2015 se determiné que mas de 100 paises a nivel mundial estan
afectados por problemas de salinidad en el suelo y se estima un area mayor a
un billén de hectareas de suelo afectados (FAC e ITPS, 2015, p. 125). Esta
condicién afecta a la mayoria de cultivos sensibles a salinidad de importancia
agricola estimandose una pérdida de al menos 12 billones de délares
americanos anuales (Pitman y Lauchli, 2002, p.3). El uso de bioestimulantes,
como los oligosacaridos de xiloglucanos, podria ser una estrategia util para
mitigar los dafios ocasionados a los cultivos a causa de la salinidad del suelo.
Sin embargo, no se conocen los efectos o el mecanismo especifico de accién de
muchas de estas mezclas, con el fin de apuntar a estrategias de aplicacion de
los mismos en distintos cultivos para mitigar o conferir tolerancia en las plantas
a los distintos tipos de estrés que las afectan. El desconocimiento las vias
mediante las cuales distintos biocestimulantes actian sobre las plantas es un
impedimento para el desarrollo de nuevos productos, o el uso de los ya
disponibles en los cultivos afectados por estrés abidtico como el salino u otro tipo
de estrés.

1.3. Objetivo General

Analizar los cambios en los niveles de clorofila y expresion del gen de
vesiculaciéon de cloroplastos en plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con
oligosacaridos de xiloglucanos bajo estrés salino.



1.4. Objetivos especificos

* Determinar la expresion relativa del gen de vesiculacién de cloroplastos
(CV) en hojas de plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con
oligosacaridos de xiloglucanos en condiciones de estrés salino mediante

la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.

* Determinar las concentraciones de clorofila a y b en hojas de plantas de
Arabidopsis thaliana tratadas con oligosacaridos de xiloglucanos en
condiciones de estrés salino mediante métodos espectrofotométricos.

* Estandarizar un método cromatografico para la cuantificacién de clorofila
b en hojas de Arabidopsis thaliana tratadas con oligosacaridos de
xiloglucanos en condiciones de estrés salino mediante cromatografia
liquida de alta resclucion (HPLC).

1.5. Justificacion del trabajo

El estudio del el efecto que tienen los oligosacaridos de xiloglucanos (XGO)
sobre los niveles de clorofila a y b, asi como la expresion del gen de vesiculacion
de cloroplastos en las plantas, permitira determinar si los mismos influyen sobre
la concentracién de estos pigmentos y la degradacion de cloroplastos. Estos
oligosacaridos son compuestos con efectos que han sido caracterizados a nivel
morfolégico y de expresién génica global, pero no se conocen sus efectos o vias
se accion sobre la fotosintesis en presencia de estrés salino.

Por tanto, los resultados que se obtengan podran contribuir a elucidar en parte
las rutas sobre las cuales actuan los XGO para que las plantas puedan tolerar
las condiciones de estrés salino. Esto a su vez conllevard a nuevos estudios
dirigidos a conocer rutas bioquimicas especificas en las que actian estos
productos, lo que ayudara a plantear estrategias de aplicacion de estos
bioestimulantes, ya sea por el modo de accién o la etapa de desarrollo de la
planta en la cual se los debe aplicar. Por otro lado también permitira proponer
estructuras similares para nuevos procesos de purificacidn con potencial



actividad biolégica como bioestimulantes. Hasta la fecha esto no ha sido posible,
tanto a nivel nacional como internacional, debido a la poca informacién existente
respecto al uso de oligosacaridos como bioestimulantes que ayuden al
crecimiento de plantas en situaciones de estrés abidtico.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1 Bioestimulantes

Durante décadas se ha practicado un sistema agronémico basado en el uso y
abuso de recursos naturales presentes en el suelo, ademas del empleo excesivo
de fertilizantes y plaguicidas. El uso extensivo de agroquimicos comenzo con la
gran revolucién verde en el siglo XX, siendo un factor de gran importancia para
aumentar el rendimiento de los cultivos maximizando el uso del area cultivable.
A pesar del potencial aparente que presentaron los agroquimicos, con el pasar
de los afos y gracias a estudios realizados desde su aparicion, se han puesto
en evidencia ciertos inconvenientes presentes debido al abuso de estos
compuestos. Se ha demostrade que ciertos plaguicidas pueden llegar a ser
toxicos para el ser humano o animales que se alimenten de vegetales irrigados
con estos productos. Es también conocido que el uso de fertilizantes aumenta la
susceptibilidad de plantas a ser atacadas por patégenos, ademas de contaminar
el ecosistema en el que son aplicados (Giller et al., 2015, pp. 870-892; Liebman
y Davis, 2000, pp. 27-47; Pingali, 2012, pp. 12302-12308).

Como respuesta ante estos problemas los cientificos del siglo XXI han apuntado
a buscar sistemas mucho mas sustentables, ambientalmente amigables y
organicos. Un ejemplo de tecnologia utilizada para cumplir con estos objetivos
son los programas de mejora de plantas, ya sea por fitomejoramiento clasico o
por técnicas moleculares biotecnolégicas, para obtener cultivares altamente
productivos, resistentes a plagas o a condiciones ambientales adversas, para asi
evitar el uso de agroquimicos. Estas son alternativas viables, sin embargo, el
fitomejoramiento clasico es un proceso que puede durar décadas sin obtener los
resultados optimos y la transgénesis, como téchica de mejora, ha sido
cuestionada e inclusive prohibida como sistema de agricultura en varios paises,
como es el Ecuador. Ofra alternativa que ha aumentado su interés
considerablemente en la Ultima década, es el uso de bioestimulantes (Bulgari,
Cocetta, Trivellini, Verieri, y Ferrante, 2015, pp. 1-17).



Segun el Consejo de la Industria de Bioestimulantes Europea (EBIC, por sus
siglas en ingles) los bicestimulantes son formulaciones que contienen una o mas
sustancias de origen biolégico. Estos al ser aplicados directamente a una planta,
simulan procesos naturales que logran mejorar la absorcion y la optimizacién de
los nutrientes, la tolerancia a estrés bidtico y abidtico, la calidad del cultivo, entre
otras caracteristicas favorables. Los compuestos que producen este efecto en
las plantas son denominados “bioactivos”, dentro de los cuales cabe mencionar
elementos minerales, sustancias hdmicas, vitaminas, aminoacidos, quitina,
quitosanos, poli y oligosacaridos entre otros. El caracter bioldgico de los
bioestimulantes involucra también células, por ejemplo hongos, bacterias y
microalgas que al ser aplicadas a cultivos estimulan una respuesta natural
beneficiosa para la planta (Calvo, Nelson, y Kloepper, 2014, pp. 3—41; European
Biostimulants Industry Council, 2015).

Es importante mencionar que los compuestos de origen natural que tienen un
efecto de tipo nutritivo o plaguicida no son considerados como bioestimulantes.
Las comisiones Europea y Norteamericana de Bioestimulantes (las dos agencias
mas grandes en el mercado de los bioestimulantes) han designado que estos
compuestos provocan que las plantas tratadas naturalmente presenten mayor
tolerancia a ataque de patdégenos, o mejor captacion de nutrientes, y por tal razén
no deben ser considerados como fertilizantes ni plaguicidas en el marco
regulatorio. Como es un mercado creciente (tanto econédmicamente como en el
ambito investigativo) se espera que el concepto de bioestimulantes sufra de
ciertas modificaciones con el pasar de los afos (du Jardin, 2015, pp. 3-14;
European Biostimulants Industry Council, 2016).

2.1.2 Tipos de bioestimulantes por su naturaleza quimica

Muchos autores clasifican los distintos tipos de bioestimulantes en grupos segun
la naturaleza quimica de su ingrediente activo, el efecto que tengan sobre la
planta, su modo de aplicacién y su origen. Segin su naturaleza quimica, los
principales tipos de bioestimulantes son sustancias huamicas, hidrolizados

proteicos y aminoacidos, quitina y quitosano, poli- y oligosacaridos, inéculos de
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microorganismos, entre otros. Algunos autores consideran a elementos
minerales y a sustancias organicas (como el compost o desechos de la industria
agricola) como bicestimulantes. Sin embargo, estos componentes tienen un
efecto fertilizante en los cultivos, por lo tanto no seran considerados como tal. A
continuacidn se explica en detalle los tipos de bioestimulantes principales por su

naturaleza quimica, con sus posibles efectos sobre plantas.

2.1.2.1 Sustancias humicas

Las sustancias humicas son compuestos liberados producto de la degradacion
de la materia organica de los microorganismos. Estdn considerados como los
compuestos mas abundantes que ocurren naturalmente en el suelo y numerosos
estudios demuestran que tienen efectos de mantener el equilibrio de nutrientes
del suelo, ayudan al intercambio de oxigeno o de otros gases en plantas y
microorganismos y participan en el transporte de sustancias toxicas en
organismos vivos. La funcionalidad de las sustancias humicas depende
directamente de sus caracteristicas quimicas, dentro de las cuales tenemos los

acidos humicos, acidos falvicos y las huminas (Calvo et al., 2014, pp. 8§7-102).

Los acidos humicos {(HAs por sus siglas en inglés Humic acids) se diferencian de
los acidos fllvicos en que son compuestos de alto peso molecular (miles de
Daltons de tamafio) y son solubles en soluciones alcalinas. Se han realizado
numerosos estudios que demuestran un efecto positivo de su aplicacién sobre el
crecimiento de distintas especies vegetales, entre ellas el tomate (Solanum
lycopersicum), la soya (Glicine max), la papa (Solanum tuberosum), el arroz
(Oriza sativa), entre ofros. El principal efecto citado en estos estudios es un
cambio morfolégico en las plantas, principalmente una tendencia a aumentar el
crecimiento radicular hasta cierta concentracién de los HAs aplicados. Es notorio
en estos estudios que dosis muy elevadas de estos compuestos tienen un efecto
inhibitorio en la respuesta esperada. Otra consecuencia de la aplicacion de los
HAs es un aumento en el rendimiento y calidad del cultivo, debido principalmente
a que estos compuestos ayudan a que exista un transporte efectivo de nutrientes
al interior de las ceélulas vegetales. Otras sustancias humicas con actividad
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biolégica son los acidos fulvicos y las huminas (Adani, Genevini, Zaccheo, y
Zocchi, 1998, pp. 324-361; Calvo et al., 2014, pp. 87-102; Nardi, Carletti,
Pizzeghello, y Muscolo, 2009, pp. 383-441).

2.1.2.2 Hidrolizados proteicos y aminoacidos

Mediante métodos enzimaticos, quimicos o fisicos se pueden obtener
hidrolizados proteicos partiendo de una proteina animal o vegetal. Este tipo de
hidrolizado contendra varios péptidos de distinto tamafio, aminoacidos libres e
inclusive, en algunas formulaciones, poseen residuos de acidos grasos,
carbohidratos y otras biomoléculas. Inicialmente se tomaba en cuenta este tipo
de solucién como un fertilizante, pues es una gran fuente de nitrégeno para que
las plantas puedan sintetizar sus proteinas o pigmentos fotosintéticos. Sin
embargo, mas recientemente se han realizado estudios utilizando marcajes
moleculares con isétopos radioactivos, en donde se detalla la forma en la cual
las plantas utilizan ciertos péptidos y aminoacidos, no necesariamente para
procesos de cata y anabolismo. Estos estudios dan un punto de partida para
conocer el mecanismo especifico de accion de ciertas formulaciones de
hidrolizados proteicos y los engloban en el concepto de biocestimulante {Bulgari
et al., 2015, pp. 1-17; Calvo et al., 2014, pp. 3—41).

El efecto que tienen los hidrolizados proteicos sobre distintas especies vegetales
depende del tipo con el que se esté trabajando. Existen hidrolizados proteicos
disponibles en el mercado, cuya aplicacion ha sido extensamente experimentada
con varias especies vegetales. Tomando por ejemplo el Siapton®, que contiene
hidrolizado de tejido epitelial animal, el cual optimiza la captacion y el uso de
nutrientes por las plantas. De esta forma se obtienen cultivos altamente
productivos en menor tasa de tiempo y con un menor uso de fertilizantes. Por
otro lado, existen hidrolizados que modifican el patréon fitohormonal de las
plantas, de esta manera iniciando una cadena de reacciones que mejoran la
eficiencia del flujo de nitrégeno y fésforo en las células (Colla et al., 2012, pp.
845-861; Fan, Du, y Guo, 2012, pp. 127-133).
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2.1.2.3 Microorganismos

La mayoria de inéculos de microorganismos utilizados en la agricultura tienen un
efecto de biocontrol o biopesticida, lo cual no es considerado como
bioestimulante. Por ofro lado, existen aplicaciones de inéculos de
microorganismos que tienen un efecto bioestimulante sobre las plantas. Las
soluciones con microorganismos pueden ser aplicadas directamente sobre el
suelo donde estan creciendo las plantas, a nivel foliar o inclusive se realizan
lavados de semillas antes de que germinen. El efecto estimulante que tienen
sobre las plantas debido a una interaccion entre compuestos producidos por los
microorganismos involucra un aumento en la capacidad de captacion de
nutrientes, aumenta el area foliar y el tamafio de las raices de las plantas (Calvo
et al., 2014, pp. 87-102; du Jardin, 2015, pp. 3—14).

2.1.2. 4 Polisacaridos

Los polisacaridos son polimeros de azucares (lineales o ramificados) que tienen
varias funciones dentro de las células que dependen directamente de su
estructura quimica. Al ser azlicares muchas veces se confunde su funcién como
bioestimulante por una funcién mas nutritiva. Existen varios métodos
agronémicos mediante los cuales se aplican grandes cantidades de
polisacaridos a cultivos vegetales mejorando la respuesta de crecimiento y
produccién. Sin embargo, el efecto de estas técnicas es brindar azlcares que
las plantas pueden utilizar en sus procesos de sintesis y obtencion de energia.
Por otro lado, existen tipos de polisacaridos especificos que pueden ser
utilizados como bioestimulantes (a muy bajas concentraciones) en cultivos
vegetales. Como ejemplos de polisacaridos utilizados como bioestimulantes son
los carragenanos obtenidos de microalgas marinas. Estos componentes tienen
la capacidad de estimular la expresion de genes que conlleven a la sintesis de
enzimas hidroliticas que permiten una defensa ante los microorganismos
patégenos {especialmente de hongos). Ademas, se ha probado también que
estimulan la expresion del acido jasmoénico, por ende la sefalizacién celular
oxidativa de la planta (Trouvelot et al., 2014, pp. 592-621).
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Otros estudios han determinado que el uso de carragenanos y sus oligosacaridos
aceleran la tasa fotosintética, el crecimiento foliar y el metabolismo basal en
plantas de Nicotiana tabacum. En este estudio se demostrd que la aplicacion de
polimeros mas pequefos de carragenanos (oligosacaridos) tuvo una mayor
respuesta fisiologica que sus polisacaridos correspondientes, probablemente
debido a la facilidad de absorcién y de transporte de estas moléculas mas
pequenas (Stadnik y Freitas, 2014, pp. 85-98; Trouvelot et al., 2014, pp. 592—
621).

2.1.2.5 Oligosacaridos

A pesar de que algunos estudios indican la funcionalidad del uso de polisacaridos
como bioestimulantes, se ha concluido que es mucho mas eficiente tratar cultivos
vegetales con moléculas de tamafio menor obtenidos de la hidrélisis enzimatica
de polisacaridos. Producto de esta degradacién se obtienen moléculas que
consisten en repeticiones cortas de monomeros de azucares {hasta de 10
monomeros) denominados cligosacaridos. Estas moléculas son ampliamente
utilizadas como bioestimulantes y su funcionalidad en las células varia
dependiendo de la estructura quimica que tengan {(Bulgari et al., 2015, pp. 1-17;
du Jardin, 2015, pp. 3-14).

Los oligosacaridos ocurren naturalmente en las células vegetales producto de la
degradacién de polisacaridos presentes en la pared celular. Estos polimeros
presentan funciones de seializacién celular quimica que, al entrar en contacto
con receptores especificos en la pared celular de otras células, inician una
cadena de reacciones que conlleva a la activacion de sistemas de defensa,
crecimiento, diferenciaciéon, morfogénesis, etc. Este tipo de eventos ocurren
dentro de las células cuando existe una hidrélisis de los polisacaridos presentes
en la pared celular, que puede deberse a un ataque de patdgenos o a un
mecanismo aun desceonocido de la propia célula vegetal para enviar mensajes a
sus células cercanas (S C Fry, Aldington, Hetherington, y Aitken, 1993, pp. 1-5).
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Se conocen distintos mecanismos detallados a continuacién, mediante los
cuales los oligosacaridos actian como bioestimulantes de las plantas (Gonzalez,
Castro, Vera, y Moenne, 2012, pp. 443—448; Katapodis et al., 2002, pp. 1413—
1416):

» Sintesis de compuestos antimicrobianos en las células denominados
fitoalexinas. Se producen como consecuencia de la cadena de reacciones
que se activa en la célula debido al reconocimiento con ciertos
oligosacaridos a nivel de membranas. Estos compuestos ayudan a la
planta a defenderse ante el ataque de patégenos.

* Sintesis de inhibidores de proteasas que son excretadas al medio
extracelular. Estos compuestos interfieren en el mecanismo de ataque de
microorganismos patégenos que dependen de enzimas hidroliticas de tipo
proteasas para poder ingresar a las células o para degradar proteinas que
puedan reconocerlos. Esta inactivacion de proteasas de microorganismos
patégenos es un mecanismo muy efectivo de defensa.

* Induccién de muerte celular hipersensible. Este tipo de respuestas sucede
cuando el ataque del patogeno al interior de la célula es inevitable e
impide que el microorganismo infecte otras células. De esta forma se
liberan enzimas hidroliticas encargadas de esta muerte celular (que
podran también afectar al microorganismo patégeno), ademas de que el
microorganismo que ha iniciado la infecciébn ya no tendra una fuente
nutritiva para sobrevivir.

* Activacién de rutas de fenil-propanocides que conllevan a la sintesis de
compuestos fendlicos, entre ellos el acido salicilico, compuesto esencial
en la activacién de mecanismos de respuesta temprana en plantas.

* Regulacién de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés, Reactive Oxygen Species) presentes en las células.
Algunos estudios han demostrado que un aumento en las ROS a nivel
extracelular estimula la elongacion celular al modificar las condiciones de
la pared celular. Por otro lado, a nivel intracelular se ha visto una

disminucion en la concentracion de estos componentes, efecto atribuido
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a la sobreproduccion de enzimas antioxidantes y compuestos
antioxidantes.

A continuacion se detallan los tipos de oligosacaridos existentes derivados de

plantas, hongos y algas con actividad estimulante en las plantas:

Derivados del glucano

El glucano es un grupo de polisacaridos que consiste en mondémeros de glucosa,
ya sea lineal o ramificado. La celulosa y el glucégeno son ejemplos de polimeros
de tipo glucanos. Existen numerosos estudios que han determinado que los
oligosacaridos derivados de estos polimeros presentes en la pared celular de los
hongos, las plantas y las algas presentan actividad bioldgica al ser reconocidas
por receptores en las membranas de células vegetales. También se ha descrito
la cadena de reacciones que se activan para generar una respuesta en el
sistema inmune de los mamiferos al entrar en contacto con estos oligosacaridos
del glucano y es posible que este mecanismo sea similar en las células
vegetales, ocasionando la acumulacion de compuestos antimicrobianos y
antioxidantes tales como las fitoaleixnas (Ayers, Valent, Ebel, y Albersheim,
1976, pp. 766—774; Brown y Gordon, 2003, pp. 311-315; Klarzynski et al., 2000,
pp- 1027-1038).

Derivados de quitina

La quitina es un polimero que consiste de la repeticién lineal de monémeros de
N-acetilglucosamina, un derivado de la glucosa. Se encuentra naturalmente en
las paredes celulares de los hongos, exoesqueletos de artrépodos e insectos, en
el interior de estructuras fisioldgicas de moluscos, etc., brindando principalmente
soporte a estas estructuras debido al nivel de compactacion y rigidez del
polimero. El quitosano a su vez es también un polimero que se obtiene producto
de la deacetilacién de la quitina. Tanto la quitina como el quitosano son polimeros
biodegradables y no presentan toxicidad para las plantas o los animales. Ambos
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polimeros han demostrado tener propiedades antimicrobianas, pero no actuan
directamente contra los microorganismos patogenos de las plantas, sino que
aumentan los niveles de expresiéon de genes de respuesta de plantas frente a
patégenos. (Zargar, Asghari, y Dashti, 2015, pp. 204—226; El Hadrami, Adam, El
Hadrami, y Daayf, 2010, pp. 968—987; Malerba y Cerana, 2016, pp. 996—1031).

Derivadas de pectina

La pectina es un polisacarido heterogéneo que se encuentra presente en las
paredes celulares de las plantas, conformado principalmente por repeticiones de
monomeros de acido galacturénico. La degradacion parcial de este tipo de
polisacaridos genera oligosacaridos de acido galacturénico que desencadenan
en reacciones biolégicas como efecto estimulante. Algunas de las propiedades
que se ha encontrado que tienen estos oligosacaridos en las plantas es estimular
el crecimiento, el desarrollo y las reacciones de proteccién ante posibles ataques
de patogenos (Aducci, 2012, pp. 65-91).

Derivadas del xiloglucano

El xiloglucano es un polimero perteneciente al grupo de polisacaridos de tipo
hemicelulosa. Aparte del xiloglucano, existen también el xilano, glucoronoxilano,
manano, entre otros como parte de la hemicelulosa. El xiloglucano consiste en
residuos piranésidos que brindan rigidez a la molécula. En las paredes celulares
de las plantas existen agregados de celulosa con xiloglucano formando especies
de microfibrillas. Cuando el xiloglucano se degrada parcialmente en estos
agregados, la pared celular pierde rigidez y de esta forma la turgencia de las
células cambia permitiendo elongacién celular (Ren, Picout, Ellis, y Ross-
Murphy, 2004, pp. 2384-2391).

Mediante métodos enzimaticos (con endo- o exo-xilanasas) se puede degradar
parcialmente los xiloglucanos presentes en la pared celular de plantas y obtener
sus oligosacaridos. Un estudio realizado en el 2002 determind que al utilizar
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estos compuestos en medio de crecimiento con plantas de malva (Malva
silvestris) y de algodén (Gossypium hirsutum) se estimulan los procesos de
cayogénesis y embriogénesis somatica, indicando que estos compuestos
probablemente tienen un efecto similar al de hormonas en las plantas (Katapodis
et al., 2002, pp. 1413-1416).

Otros estudios indican que la presencia de oligosacéaridos de xiloglucanos
incrementa la produccién de etileno en las plantas, de esta forma acelerando el
crecimiento y la expansion celular. También se ha apuntado la probabilidad de
que la presencia de estas moléculas activen enzimas que actian durante la
degradacién normal de xiloglucanos en la pared celular de las plantas y de esta
forma promueven la elongacion celular, tal como se detalld anteriormente.
Finalmente, algunos estudios cientificos han indicado que la presencia de bajas
concentraciones de oligosacaridos de xiloglucanos sobre las células vegetales
de Tabaco (Nicotiana tabacum) modulan la expresién de genes involucrados en
la respuesta a estrés de las plantas (Fry, 1989, pp. 1-11; Gonzalez-Pérez et al.,
2014, pp. 6803-6816; Van Sandt, Suslov, Verbelen, y Vissenberg, 2007, pp.
1467—-1473).

2.1.3 Regulacién de los Bioestimulantes

Debido a que el concepto de bioestimulante ha sufrido varias modificaciones con
el tiempo y que es muy probable que se siga modificando a medida que se
realizan nuevos estudios, es complicado analizar las regulaciones que rodean el
uso de bioestimulantes segun distintos paises. Diversas zonas geograficas a
nivel mundial tienen diferentes grados de desarrollo con respecto a la regulacion
especifica del término, el uso y el control de bicestimulantes. Europa es el
continente que presenta el mayor desarrollo en cuanto a la legislacion
correspondiente a los bioestimulantes, por lo que representa el mayor porcentaje
del mercado de bioestimulantes a nivel mundial {cerca del 30 %), seguido de
Norte América con el 23,4 % (Wood, 2015, p. 642),
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A pesar de la distincion entre los bioestimulantes con los agroquimicos, al
momento de realizar registros de productos de este tipo, tanto en Europa como
en América, se debe seguir la via de registro de tipo fertilizante o pesticida. Para
evitar el uso del término bioestimulante, del cual no se ha llegado a un consenso
con respecto a su terminologia, a fines del 2015 en Europa se habilitd la
posibilidad de registro bajo el nombre de “producto que protege a las plantas”.
Este inconveniente es notorio en las zonas geograficas mencionadas, y en Latino
América el problema es aun peor, debido a que en su gran mayoria el producto
se rige bajo la misma legislacion de los pesticidas (du Jardin, 2015, pp. 3—14;
Malusa y Vassilev, 2014, pp. 6599-6607).

2.1.4 Impacto econémico mundial de los Bioestimulantes

Estudios econdmicos indican que el mercado de los bioestimulantes esta
proyectado a alcanzar $2,241 millones de délares en ventas en el afio 2018, con
una tasa de crecimiento del 12,8 %. El mayor mercado donde se utilizan los
bioestimulantes en un sistema de produccion agricola es el europeo, debido en
gran parte al rechazo de su poblacién hacia el uso de agroquimicos y de los
cultivos transgénicos. Otro factor que ha favorecido el surgimiento de este
mercado, aunque en menor proporcion, son las regulaciones que se han creado
que favorecen la libertad de venta de estos productos, como se menciond
anteriormente, sin ser considerados plaguicidas ni fertilizantes (Figura 1) (Mordor
Intelligence, 2016; Wood, 2015, p.642).
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Participacion Global de Bioestimulantes
de Plantas (2015)

m Africa = Asia Latino América Europa = Norte América

Figura 1. Porcentaje de participacion por regiones a nivel global del mercado de Bioestimulantes
en 2015.
Adaptado de Wood, 2015, p. 642.

Por otro lado, en Latinoamérica se estima que la tasa de crecimiento econdmico
que represente el consumo de Bioestimulantes sea mayor a la tasa global.
Estudios econdmicos estiman un 17,5 % de crecimiento anual, en comparacién
al 12,8 % a nivel mundial, debido principalmente al aumento en la demanda de
productos organicos, los dafios medioambientales ocasionados debido al uso de
agroquimicos y una creciente necesidad de aumentar la produccién agricola que
pueda sostener un crecimiento acelerado alarmante de la poblacién mundial
(Wood, 2015).

2.1.5 Perspectivas y retos de los Bioestimulantes

La intensificacién ecolégicamente sustentable de la produccidn agricola requiere
de tecnologia que tenga la capacidad de proteger y preservar los recursos
acuaticos, aéreos y del suelo. De esta forma es necesario mejorar las
condiciones fisioldégicas de las plantas para optimizar su captaciéon y uso de
nutrientes y la proteccion ante los diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico. El
cumplimiento de estos objetivos, de la mano con el uso de bioestimulantes, es
evidente en los siguientes cultivos: maiz, arroz, trigo, cafia de azicar, brécoli,
zanahoria, coliflor, pepino, berenjena, ajo, meldn, cebolla, pimiento, papa,
lechuga, uvas y frutas citricas; que son los cultivos de mayor uso de
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bioestimulantes en Europa y Estados Unidos (du Jardin, 2015, pp. 3-14,
European Biostimulants Industry Council, 2015).

A pesar del alto potencial que tiene el uso de bioestimulantes en los cultivos
vegetales, uno de los grandes desafios que alin tienen para su masificacion en
el mercado es el desarrollo cientifico-técnico. El principal reto cientifico es la
complejidad de la respuesta fisiolégica que se presenta debido a la aplicacion de
distintas concentraciones de cada producto, la especie a tratar e inclusive a la
variabilidad genética entre individuos de una misma especie. Algunos productos
actiian sobre el metabolismo principal de las plantas, lo que podria alterar un
equilibrio osmético de las mismas y tener un efecto negativo a largo plazo. Se
debe conocer a fondo el mecanismo mediante el cual cada bioestimulante
especifico actla sobre una especie determinada para luego continuar con el
desarrollo técnico (Calvo et al., 2014, pp. 3—41; du Jardin, 2015, pp. 3—14).

Dentro de los desafios de tipo técnico esta el desarrollo de formulaciones de
bioestimulantes conjuntamente con materiales de tipo fertilizante o protector, e
inclusive un agente estabilizante. Una vez superada la etapa de obtener
formulaciones correctas, se encuentra la fase del desarrollo de métodos de
aplicacioén del producto segun la especie a tratar, las condiciones del terreno y
ambientales, etc. Otro desafio técnico a largo plazo que se debe tomar en cuenta
es la realizacién de estudios epidemiolégicos que determinen cémo la aplicacién
del producto afecta la distribucién geografica de pestes sobre las plantas o a los
agentes bioldgicos. Dichos estudios actualmente son de caracter obligatorio para
la introduccion de productos de tipo plaguicidas y deberan ser necesarios para
comprobar la seguridad de cada formulacién obtenida (Bulgari et al., 2015, pp.
1-17; du Jardin, 2015, pp. 3—14).

2.2 Suelos en la agricultura

El suelo forma parte de los recursos indispensables necesarios para mantener
la produccion y seguridad alimentaria. Es considerado como el filtro de agua mas
grande del mundo y el reservorio de agua mas extenso. En él se encuentra
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mayor cantidad de carbono que en toda la vegetacion y vida animal presente en
la superficie terrestre. El suelo le suministra a las plantas nutrientes, agua y
soporte para su crecimiento y aloja una gran variedad de organismos vivos,
siendo asi de vital importancia para el equilibrio del ecosistema (FAO y ITPS,
2015, pp. 1-17).

Es indiscutible que el suelo es fundamental para mantener la vida en la Tierra,
sin embargo, la bdsqueda antropogénica de recursos presentes en él ha
alcanzado limites criticos que podrian llegar a afectar irreversiblemente sus
propiedades. El manejo cuidadoso del suelo es un elemento esencial en la
agricultura sostenible para resguardar la biodiversidad que aloja y los servicios
que brinda al ecosistema. Dichos sistemas de agricultura sostenible se estan
poniendo en practica en un porcentaje muy bajo de sistemas agronémicos a nivel
mundial y la mayoria de recursos del suelo a lo largo del mundo se encuentran
en condiciones preocupantes (FAO y ITPS, 2015, pp. 120—125).

El 33 % del recurso del suelo en el mundo se encuentra moderadamente o
altamente degradado debido a problemas de erosidon, salinizacion,
compactacién, acidificacién y contaminacién quimica. La tasa sostenida de
pérdida de area de suelo productivo afectara considerablemente a la produccién
y la seguridad alimentaria, encarecera los productos dependientes de esta
produccién y potencialmente llevara a millones de habitantes a una condicion de
hambre y pobreza (FAO y ITPS, 2015, pp. 1-24; WWF, 2016).

2.2.1 Salinidad del suelo

Uno de los principales problemas que afectan la productividad de un suelo es la
salinidad. Se define a un suelo como salino cuando la conductividad eléctrica
exceda los 4 dSm™ (deciSiemens por metro), o aquellos afectados por una
concentracion elevada de sodio (denominado sodicity en inglés) que sea mayor
al 6 por ciento (ESP por sus siglas en inglés Exchange sodium percentage). La
principal causa de salinidad del suelo es de fuente antropogénica, debido a
sistemas de irrigacion sin un procedimiento efectivo de drenaje del suelo. En la
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Figura 2 se presenta un esquema de la causa antropogénica de la salinidad del
suelo (FAO e ITPS, 2015, pp. 120-137).

Causas antropogénicas de Salinidad
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Figura 2. Esquema general de las causas antropogénicas de la salinidad en el suelo.
Adaptado de FAQ e ITPS, 2015, p. 63.

Entre otras causas antropogénicas se encuentra el uso de acuiferos no tratados
para irrigacién de cultivos, periodos largos de irrigacion (especialmente en
regiones del Medio Oriente), entre otros. Existen ademas causas naturales para
que un suelo se vuelva salino. La formacion del suelo proviene en gran medida
de la degradacion de grandes rocas, y debido a que muchas de éstas tienen
grandes cantidades de sales sédicas, estas se acumulan en la tierra. Las sales
provenientes del agua del mar son también causa de la salinidad del suelo, que
llegan debido a inundaciones o por fenémenos de evapotranspiraciéon de la capa
superficial de agua del mar (FAO y ITPS, 2015; Jiang et al., 2014, pp. 225-231).

A pesar de que los suelos salinos son un problema de preocupacion creciente,
no hay muchos datos estadisticos actuales sobre la situacién del mismo a nivel
global. Para el afio 2006 se realiz6 un estudio completo en el que se determind
que cerca de 76 millones de hectareas de suelo a nivel mundial son salinas
debido a la irrigacidon con un mal sistema de drenaje y que 301 millones de
hectareas son regadas por un método ineficiente de irrigacién o drenaje pobre
del suelo. En la Figura 3 se presenta un diagrama de barras obtenido con la
informacion del informe de FAO e IPTS que caracteriza la distribucion a nivel
mundial de los suelos salinos y sédicos por continente. Los datos se presentaron
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en millones de hectareas afectadas (2015). Segun este diagrama, Australia se
ve afectado enormemente por sodicidad del suelo, mientras que Asia, Africa y
América se ven igualmente afectados tanto por salinidad como por sodicidad.

Distribucion de suelos afectados por salinidad a
nivel global
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Figura 3. Digrama de barras representando la distribucién en millones de hectareas de suelos
afectados por salinidad y sodicidad a nivel mundial.
Adaptado de FAQO e IPTS, 2015, p. 125.

Para afrontar los problemas ocasionados por la salinidad se han propuesto
algunos tratamientos del suelo o tecnologias a ser aplicadas que incluyen la
lixiviacion directa de sales con productos quimicos, la bio-remediacion, el uso de
componentes organicos que permitan la absorcidon de microorganismos de las
sales, la plantacion de variedades resistentes a condiciones salinas, entre otros
(Cho et al., 2014, pp. 546-555; Li, Zhai, y Li, 2015, pp. 16—22; Muchate, Nikalje,
Rajurkar, Suprasanna, y Nikam, 2016, pp. 96-105).

2.2.1.1 Efectos sobre las plantas

La salinidad en los suelos cominmente se presenta con la acumulacién de
carbonato de calcio (CaCO3), cloruro de sodio (NaCl), sulfato de calcio (CaSOy4)
o sulfato de sodio (NaxS0O,). Estas sales intervienen en la formacién de capas
del suelo extremadamente duras que limitan el crecimiento radicular de las
plantas y de esta manera el alcance de obtencion de nutrientes. Otras formas
indirectas en las que las plantas se ven afectadas por esta condicién es que la
presién osmética del suelo aumenta, lo que disminuye la disponibilidad bilégica
de agua (FAO y ITPS, 2015, p. 132; Munns, 2002, pp. 239-250).
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La salinidad puede afectar directamente el desarrollo vegetativo al inhibir su
crecimiento mediante varios mecanismos conocidos. Inicialmente, se conoce
que la absorcién de sales a nivel de la raiz cambia el equilibrio osmético en las
células radiculares y esto provoca que se desencadenen respuestas de tipo
hormonal (similar a la provocada por presencia de acido abscisico) que inhiben
el crecimiento de la raiz. Interesantemente se ha demostrado que a mayores
concentraciones de NaCl, este fendmeno ya no es perceptible (Munns, 2002, pp.
239-250).

Un cambio en la presion osmética de las células provoca una acumulaciéon de
compuestos altamente reactivos como las especies reactivas de oxigeno (ROS).
Estos ROS son componentes que pueden dafar irreversiblemente estructuras
de gran importancia para la célula como son las proteinas, las enzimas, los
lipidos o los acidos nucleicos. La presencia moderada de sal en las plantas
genera una respuesta que acumula componentes antioxidantes, tales como los
compuestos fendlicos que inactivan radicales libres de ciertas moléculas en las
células. De igual manera la actividad antioxidante de la planta se eleva con
presencia de sal {NaCl); sin embargo, a concentraciones mayores de NaCl existe
un fendmeno de reduccion de compuestos fendlicos y de capacidad antioxidante.
Esto se debe a la generacién excesiva de ROS que ocupan la mayoria de los
compuestos antioxidantes y que dafan irreversiblemente estructuras
importantes celulares (Abdul Qados, 2011, pp. 7-15; Valifard, Mohsenzadeh,
Kholdebarin, y Rowshan, 2014, pp. 92-97).

De la mano con el aumento de los compuestos antioxidantes en las células
vegetales, también se incrementan los niveles de enzimas antioxiantes tales
como la manganeso superoxido Dismutasa (MnSOD), ascorbato peroxidasa
(APX), catalasa (CAT), o glutatiéon reductasa (GR). Cada una de estas enzimas
actiia mediante un mecanismo especifico, cuyo fin es inactivar los radicales
libres formados debido al estrés en que se encuentra la planta. Se ha
determinado que al aumentar la actividad de una enzima tipo peroxidasa (PRX),
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el resto de las enzimas de la misma familia bajan su actividad
considerablemente. Algunas enzimas actdan a ciertas concentraciones de NaCl
presentes en el medio de cultivo, indicando que cuando los niveles de ROS son
muy elevados se activan nuevas enzimas que puedan desintoxicar las células
de radicales libres (Abdul Qados, 2011, pp. 7-15; Cao, Lv, Chen, Xing, y Lan,
2015, pp. 112-118).

Ademas, dado que el potencial de agua presente en las células disminuye bajo
condiciones salinas, se producen en las plantas compuestos de tipo osmolitos
como la prolina y glicinebetaina que tienen una funcién importante en la osmo-
regulacién celular. La acumulacién de estos compuestos se ha determinado que
se debe a una sobreexpresion de genes involucrados en su sintesis. Debido a
que se observan varios cambios en niveles de expresion genética, se ha
propuesto que las condiciones salinas en las células pueden también modificar
reversiblemente la estructura de las histonas promoviendo altos niveles de
expresion de ciertos genes (Cao et al., 2015, pp. 112-118).

La concentracién de iones Na* también se aumentan en las células y con ello el
equilibrio entre Na'/K" se ve alterado. Esto afecta la permeabilidad de las células,
el mecanismo de comunicacién a nivel de las membranas, el potencial de
membrana existente en cloroplastos y en las mitocondrias. Este cambio de
potencial de membrana afecta la sintesis de ATP que se produce en las
mitocondrias (enzima ATP sintetasa) y se afectara por tanto el proceso normal
de fotosintesis de los cloroplastos. De esta forma es evidente una degradacidn
de compuestos fotosintéticos tales como los fotosistemas y de la mano con ésta,
la degradacién de la clorofila (Sudhir y Murthy, 2004, pp. 481—486).

Las reacciones dependientes de la luz de la fotosintesis que ocurren en la
membrana de los tilacoides también conllevan a la formacidn de radicales libres
de tipo ROS. La acumulacién de estos compuestos inhibe la reparacién de dafios
en el fotosistema ||, por lo que es probable que el estrés salino esté también
involucrado en la rapida degradacion de estructuras fotosintéticas mediante esta
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via. En la Figura 4 se presenta un diagrama de la formaciéon de ROS en los
fotosistemas (Nishiyama, Allakhverdiev, y Murata, 2006, pp. 742—749; Sudhir y
Murthy, 2004, pp. 481-486).
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Figura 4. Esquema representativo del proceso de generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en las reacciones dependientes de la luz de la fotosintesis.
Adaptado de Nishiyama et al., 2006, p. 144.

2.3 Sistema fotosintético de las plantas

La fotosintesis es un complejo proceso bioquimico mediante el cual los
organismos fotosintéticos pueden captar la energia de la luz y transformarla en
energia quimica. Debido a esta transformacién de energia, la fotosintesis es
considerada la base de la vida tal y como la conocemos, inclusive para
organismos que no puedan realizar fotosintesis. En las plantas, la fotosintesis
debe ocurrir en presencia de oxigeno, por lo que se denomina fotosintesis
oxigénica (Lehninger, Nelson, y Cox, 2005, pp. 721-732; Stryer, 1995, pp. 631-
647). El organelo citoplasmatico principal de las plantas donde ocurre el proceso
de fotosintesis es el cloroplasto. El cloroplasto es una estructura membranal
compleja que contiene tres membranas (externa, interna y tilacoide) y un espacio
intermembranal denominado el estroma. Estas membranas presentan distintas
caracteristicas de permeabilidad y tienen proteinas en su estructura que
permiten el transporte de iones especificos necesarios para el proceso de
fotosintesis. El tilacoide forma un compartimento membranal en forma compacta
y varios compartimentos se apilan uno encima de otro, formando una estructura
denominada granum (Figura 5) (Tanaka y Makino, 2009, pp. 681-683).
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Figura 5. Esquema general de la estructura interna de un cloroplasto de células vegetales.
Adaptado de Stryer, 1995, p. 643.

El proceso de fotosintesis que ocurre en el cloroplasto de las plantas es separado
en dos procesos principales, las reacciones dependientes e independientes de
la luz. Las reacciones independientes de la luz ocurren en el estroma del
cloroplasto y se basan en la captacién del potencial quimico que se ha generado
de las reacciones independientes de la luz para sintetizar una molécula
altamente energética, la glucosa. Las reacciones independientes de luz son
denominadas también el ciclo de Calvin-Benson, en honor a los cientificos que
descubrieron este ciclo de reacciones bioquimicas. En este proceso interviene
una enzima denominada rubisco, que cataliza la primera reaccién de este ciclo.
Esta enzima capta una molécula de CO- y lo incorpora a una de 1,5 bifosfato
utilizando el DNAPH generado en los tilacoides. La enzima rubisco es
considerada como una de las mas importantes para la vida, debido a que es la
unica capaz de fijar carbono inorganico en un ciclo bioquimico organico para
generar biomasa (Lehninger et al., 2005, pp. 730-735).

Las reacciones dependientes de luz, por otro lado, son las encargadas de
canalizar la energia de la luz en un potencial quimico a través de las membranas
del tilacoide y de esta forma poder generar una molécula de ATP (molécula
portadora de energia quimica) y una molécula de NADPH. La energia de la luz
del sol es captada por dos estructuras proteicas denominadas fotosistemas | y
Il. En cada uno de estos fotosistemas se encuentran pigmentos fotosintéticos
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cuyos electrones se excitan con la radiaciéon de luz a cierta longitud de onda. El
electrén energéticamente excitado del fotosistema Il es captade por una
molécula denominada plastoquinona que se reduce y lleva el electrén al
citocromo b6f, donde reduce una molécula de plastocianina. La plastocianina
reducida viaja por la membrana del tilacoide hacia el fotosistema |, donde reduce
a su vez el pigmento de esta estructura que también perdié un electrén producto
de su excitacion con la luz. El electrén que se perdié del fotosistema | viaja hacia
el exterior del tilacoide, a través de la ferrodoxina, donde es utilizado para
sintetizar una molécula de NADPH a partir de una molécula de NADP* y H*. La
molécula de NADPH es necesaria para las reacciones independientes de la luz.
El electron que se perdié del pigmento del fotosistema Il a su vez se recupera
mediante la ruptura de una molécula de agua, liberando una molécula de oxigeno
diatémico gaseoso (O3) (Lehninger et al., 2005, pp. 730-735). Este proceso se

ejemplifica de mejor forma en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema representativo de las reacciones dependientes de la luz de la fotosintesis que
tienen lugar en el cloroplasto.
Adaptado de Schiirmann, 2009.

En la Figura 6 se pueden observar los sucesos que ocurren en los fotosistemas
| y Il y el citocromo b6f descritos anteriormente; sin embargo, se puede apreciar
un proceso extra con una proteina que atraviesa la membrana del tilacoide que
genera ATP. Este es un proceso adicional de las reacciones independientes de
la luz, en la cual la enzima ATP sintetasa, que atraviesa la membrana del
tilacoide, utiliza el potencial electroquimico que se acumula en el interior del
tilacoide (también llamado lumen) para sintetizar moléculas de ATP a partir de
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una molécula de ADP y una molécula de &acido fosférico. El potencial
electroquimico se debe a la diferencia de concentracion de iones H+ y carga
entre el lumen y el estroma. Esto se genera porque con cada una de las
reacciones que involucren el paso de electrones por la membrana del tilacoide
se bombean protones al interior del lumen y la membrana del tilacoide es
impermeable a estos iones, por lo que el Unico canal por el que este potencial se
libera es a través de la enzima ATP sintetasa {Hisabori, Sunamura, Kim, y Konno,
2013, pp. 1846-1854).

2.3.1 Pigmentos fotosintéticos presentes en el cloroplasto

Dentro del proceso completo de la fotosintesis es fundamental que la energia de
la luz pueda ser transformada a energia quimica. Tanto para las reacciones
dependientes como las independientes de luz es necesario que se genere un
potencial electroquimico en el tilacoide. Como se ha detallado anteriormente, las
moléculas que se encargan de este proceso de transformaciéon de tipos de

energia son los pigmentos fotosintéticos.

Existen distintos tipos de pigmentos fotosintéticos y cada uno de ellos absorbe
energia a distintas longitudes de onda de la luz visible por diferencias
estructurales en su centro de captacion. A pesar de que son distintos pigmentos,
sobre todos ellos incide un fotén de luz que lleva uno o varios electrones en su
estructura a un estado excitado. Si existen moléculas cercanas que puedan
tomar este electrén el potencial es transferido a otras moléculas, pero si no
existen dichas moléculas la energia es irradiada en forma de luz o energia
calorica. Cada pigmento refleja el tipo de luz que no puede absorber y este es
su color caracteristico. Por ejemplo, la mayoria de las hojas de las plantas son
de color verde, porque contienen clorofila como su pigmento principal que emite
luz de color verde pues no absorbe luz en esta longitud de onda (Lehninger et al.,
2005, pp. 730—735; Stryer, 1995, p. 641; Tanaka y Makino, 2009, pp. 681-683).
En la Figura 7 se presenta el espectro de absorbancia de algunos pigmentos
fotosintéticos.
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Espectro de absorciéon de pigmentos
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Figura 7. Espectro de absorcién de los principales pigmentos fotosintéticos, y el espectro de
absorcién de la energia electromagnética irradiada por la luz del sol.
Adaptado de Lehninger et al., 2005.

2.3.1.1 Clorofila

El pigmento fotosintético principal presente en los cloroplastos de las plantas es
la clorofila. Estructuralmente son moléculas planas policiclicas muy semejantes
a la porfirina de la hemoglobina, con la diferencia de que en su posicién central
posee un ion de Mg®*, mas no de Fe?*. Posee alternancia de dobles enlaces
entre atomos de carbono, lo que le confiere fuerte absorcién en un amplio
espectro de luz visible y las hace adecuadas para el proceso de la fotosintesis.
Existen dos tipos principales de clorofila debido a cambios en su estructura y por
ende en la longitud de onda que puedan absorber.

Clorofila a

La clorofila a es considerada como el pigmento fotosintético de mayor
importancia en las plantas, a pesar de que junto con la clorofila b puede captar
energia de la luz visible a distintas longitudes de onda y en ambos casos se
genera un potencial electroquimico. La clorofila a posee un espectro de
absorbancia distinto del espectro de clorofila b, una diferencia en la que cada
tipo de clorofila complementa a la otra donde no absorba en el espectro de luz
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(Figura 7). La molécula de clorofila @ se encuentra ligada con los complejos
fotosintéticos denominados fotosistemas y es esta la molécula que dona su
electrén producto de la excitacién a moléculas cercanas que puedan transferir
este potencial a través de la membrana del tilacoide. Probablemente a lo largo
de la evolucién de las plantas se ha ligado la clorofila a a estos complejos
fotosintéticos debido a que éste es el primer pigmento que se sintetiza y a partir
de ella se sintetiza la clorofila b (Lehninger et al., 2005, pp. 730-735; Stryer,
1995, pp. 631-647).

Clorofila b

En las plantas cominmente se presenta el doble de moléculas de clorofila a que
de clorofila b. Este pigmento no se encuentra ligado directamente a los complejos
fotosintéticos (fotosistemas), Sin embargo, se ubica formando parte de
complejos proteicos denominados LHCs (por sus siglas en inglés, Light-
Harvesting complexes), que contienen cierto nimero de moléculas de clorofila a,
de clorofila b y de otros pigmentos accesorios. En estos complejos, cuando el
electron de la clorofila b es excitado, se canaliza esta energia electroquimica a
moléculas de clorofila a para que pueda asi continuar con el proceso
fotosintético. Es por esta razén que existe mayor cantidad de clorofila a en los
tilacoides. Igualmente para que inicie el proceso de degradacion de estos
pigmentos es necesario que mediante reacciones enzimaticas la clorofila b se

transforme en clorofila a (Stryer, 1995, pp. 631-647).

2.3.1.2 Pigmentos accesorios

A pesar de que en las plantas los pigmentos principales y de mayor
concentracion en los cloroplastos son las clorofilas, también estan presentes
otros pigmentos que pueden absorber energia de la luz visible en distintas
longitudes de onda (como se puede observar en la Figura 7). Estos pigmentos
captan la energia de la luz de la misma forma que el la clorofila y el mecanismo
mediante el cual este potencial electroquimico es transferido a la clorofila a para
que continde con la fotosintesis es basicamente el mismo que ocurre en la
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clorofila b. El principal grupo de estos pigmentos es el caroteno, dentro del cual
estan el B -caroteno o la luteina. Otros pigmentos que se encuentran en bajas
concentraciones en los cloroplastos son las xantéfilas y las faeofitinas.
Dependiendo del tipo de luz con el que se les irradia a las plantas se favorecera
la sintesis de ciertos tipos de pigmentos y por ello las hojas exhiben distintas
tonalidades de colores segun la posicién en la planta o la época del afio
(Lehninger et al., 2005, pp. 725—-730; Tanaka y Makino, 2009, pp. 681—-683).

2.3.2 Degradacion de cloroplastos

En los cloroplastos se encuentran las proteinas necesarias para transformar
energia luminica en energia quimica, enzimas responsables del ciclo de Calvin-
Benson (entre ellas la rubisco, enzima mas abundante en el planeta Tierra),
enzimas que catalizan reacciones adicionales dentro del cloroplasto y proteinas
estructurales. Por esta razon, en tejidos fotosintéticos estos organelos
citoplasmaticos contienen cerca del 75 % del contenido de nitrégeno de las
células, mayoritariamente en forma de proteinas. De esta forma, cuando las
plantas se encuentran bajo condiciones de estrés, cuando deben buscar nuevas
fuentes de energia por una falla en la fotosintesis o cuando han llegado al fin de
su etapa vital y deben generar semillas, se estimulan mecanismos activos
propios de las plantas para la degradacién de cloroplastos. El objetivo de esta
degradacién es poder reciclar las moléculas (principalmente proteinas) de los
cloroplastos para procesos de sintesis, catabolismo para obtener energia o
movilizar estos componentes hacia las semillas para asegurar su germinacion.
Este proceso de degradacidn, que consecuentemente conlleva a una pérdida en
la capacidad fotosintética de las plantas y finalmente muerte celular, se
denomina senescencia (Ishida, lzumi, Wada, y Makino, 2014, pp. 512-521;
Nishiyama et al., 2006, pp. 742—749; Schippers, Schmidt, Wagstaff, y Jing, 2015,
pp. 914-930).

Se han determinado distintos mecanismos independientes mediante los cuales
ocurre esta degradacion: proceso de autofagia, vacuolizacion de cloroplastos y
vesiculacién de los cloroplastos.



33

2.3.2.1 Autofagia de cloroplastos

La autofagia es un proceso conocido en todos los organismos eucariéticos que
es utilizado para degradar estructuras potencialmente dafinas, moléculas que
han perdide su funcién dentro de la célula o para el reciclado de moléculas con
alto contenido nutritive. En las plantas, cuando inicia la senescencia se activan
genes de tipo ATG y TOR kinasa que desencadenan en reacciones que reducen
el tamario de los cloroplastos por un proceso similar a la citocinesis en la division
celular. Estas estructuras membranales de menor tamafio tienen un alto
contenido de la enzima rubisco por lo que son llamados “cuerpos de rubisco”.
Los cuerpos de rubisco ingresan a las vacuolas de las células vegetales en un
proceso muy similar a la fagocitosis, en donde se encuentran enzimas proteasas
que degradan las proteinas y luego se encargan de la movilizacién de los
nutrientes para procesos de reciclado o hacia las semillas (Glick, Barth, y
Macleod, 2010, pp. 3-12; Ishida et al., 2014, pp. 512-521; Wada y Ishida, 2009,
pp. 565-567).

2.3.2.2 Vacuolizacion de cloroplastos

La vacuolizacién de cloroplastos es un proceso muy similar a la autofagia y por
muchos aiios se pensé que eran el mismo; sin embargo, los genes y moléculas
involucrados en este proceso son totalmente independientes de la autofagia. En
este caso se generan pequefios organelos rodeados de una bicapa lipidica que
contienen en su interior proteasas especificas que pueden degradar las enzimas
y proteinas contenidas en los cloroplastos. Estas pequenas vacuolas (también
llamadas SAVs por sus siglas en inglés Senescence-associated vacuoles) se
movilizan hasta los cloroplastos, en donde se conjugan las membranas de cada
organelo y se liberan las proteasas que inician la degradacion del cloroplasto.
Algunas de las SAVs son de caracter acido, lo que ayuda con la
desnaturalizacion de proteinas de los cloroplastos (Martinez, Costa, Gomez,
Otegui, y Guiamet, 2008, pp. 196—206).
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2.3.2.3 Gen de Vesiculacion de cloroplastos en plantas

Un dltimo mecanismo mediante el cual se degradan los cloroplastos se descubrié
en el afioc 2014, el cual es un proceso independiente de la autofagia y de la
formacion de vacuolas asociadas a la senescencia. Este fue descrito en la
especie Arabidopsis thaliana, en donde un Udnico gen se expresa bajo
condiciones de estrés abidtico y se sintetiza una proteina denominada CV (por
sus siglas en inglés Chloroplast Vesiculation). La proteina CV posee en su
extremo N terminal un péptido senal de transito especifico para cloroplastos,
ademas de un dominio transmembrana. La proteina CV se acumula en los
cloroplastos, en donde forma vesiculas con las membranas del propio organelo
(gracias al dominio transmembrana). Estas vesiculas contienen en su interior
proteinas del tilacoide que son transportadas hacia las vacuolas para su
degradacién, mediante un proceso independiente de la autofagia. Durante la
formacion de la vesicula se separan los pigmentos clorofilicos de los complejos
proteicos del tilacoide y estos ingresan a una ruta distinta de degradacion (Wang
y Blumwald, 2014, pp. 4875-4888).

Estos procesos descritos de degradacion de cloroplastos no involucran la
degradacién de pigmentos fotosintéticos. Debido a que la excitacién de las
moléculas de clorofila genera electrones excitados y un elevado potencial
electroquimico, si estas estructuras no se encuentran compartimentalizadas en
los fotosistemas se generan radicales libres y ROS en el espacio citoplasmatico
de las células. Para evitar este problema, se activan genes en las células que se
encargan de la degradacién de la clorofila antes y durante la desintegracién del
cloroplasto. Estos cinco genes codifican para cinco enzimas que degradan la
clorofila hasta un compuesto no fluorescente que puede ser facilmente
degradado en la vacuola. Una vez que la clorofila ha sido catabolizada, la
degradacién proteolitica del cloroplasto es un proceso mas sencillo (Christ y
Hortensteiner, 2014, pp. 4-20). En la Figura 8 se presenta un esquema de las
reacciones que proceden para la degradacién de la clorofila.
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Proceso de degradacion enzimatica de clorofila

Catabolito rojo
Chlorofila b Chlorofila a Feofitina a Feoforbida a Chl

Phytol

&0 Tocoferol

Figura 8. Cadena de reacciones que se desencadenan para la degradacién de la clorofila.

Proceso inicia con la clorofila b hasta obtener compuestos mas polares y menos fototéxicos.
Tomado de Christ y Hortensteiner, 2014, p. 7.

Como se puede apreciar en la Figura 8, para que inicie la degradacion de este
pigmento fotosintético se debe transformar la clorofila b en clorofila a y a partir
de este punto, la fototoxicidad de la molécula disminuye con cada paso en la

cadena de reacciones.
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CAPITULO lIl. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

Para el desarrollo del proyecto los equipos principales utilizados fueron una
cabina de flujo laminar, camara de aclimatacién de plantas, balanza analitica y
técnica, agitador vortex, centrifuga refrigerada, camara de electroforesis
horizontal, bloque térmico, equipo para cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), lector de placas multimodal y termociclador de tiempo real. Como
reactivos quimicos se utilizaron medio de cultivo Murashige y Skoog (MS),
sacarosa, NaCl, acetona, metanol, etanol, cloroformo, agarosa, DNase | RNase
free (Ambion, Life Technologies), tris(hidroximetil)aminometano, acido bérico,
EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) y los juegos de reactivos PureLink RNA
mini kit (Ambion, Life Technologies) y SuperScript il One-Step RT-PCR System
Polymerase (Life Technologies).

El reactivo biolégico del proyecto fueron plantas de Arabidopsis thaliana, ecotipo
Columbia 0. El control experimental se logré6 manteniendo iguales todas las
condiciones de crecimiento de las plantas {temperatura, luz y humedad). Un
factor de variabilidad no controlable fue la diferencia genética de cada semilla
utilizada. Sin embargo, con el fin de obtener resultados que demuestren
realmente el efecto de cada tratamiento sobre las plantas, se realizaron tres
repeticiones de cada analisis por muestra y cuatro réplicas biolégicas en distinto

tiempo del experimento.

Dentro del presente trabajo experimental los efectos que se analizaron fueron la
concentracion de clorofila a y by la expresion relativa del gen de vesiculacién de
cloroplastos (CV, AT2G25625). Las variables manipuladas para obtener estos
efectos fueron la presencia o ausencia de 100 mM de NaCl, la presencia o
ausencia de 0.1 mg.L'1 de XGO y dos tiempos de respuesta de las plantas tras
una induccion con los tratamientos especificos (24 y 72 horas). En la Tabla 1 se

presenta cada uno de los factores analizados y sus niveles respectivos.



Tabla 1.
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Disefio experimental del proyecto de investigacién con sus factores y respectivos niveles de

andlisis. Donde: XGO son oligosacéaridos de xiloglucanos y NaCl es cloruro de sodio.

Factores
NaCl XGO Tiempo de respuesta
(A) (B) (€)
Niveles
OmM | 100mM | Omg.Ll”" [0,1 mglL” 24 h 72h
(i) (ii) (i) (ii) (i) (ii)

De esta forma se tuvo un disefio factorial completamente al azar de tipo 22,

obteniendo en total 8 tratamientos presentados a continuacion en la Tabla 2 con

las letras correspondientes a la Tabla 1:

Tabla 2.

Descripcion de los tratamientos que componen el disefio factorial completamente al azar

empleados en el presente trabajo de titulacion. Se presentan los tratamientos por cédigos

comrespondientes a las variables de la Tabl/a 1, y el codigo descifrado (niveles de cada variable).

Descifrado
Tratamiento Codigo
NaCl XGO Tiempo

Control A(i) B(i) C(i) 0 mM 0 mg.L™’ 24 h
Tratamiento 1 Alii) B(i) C(i) 100 mM | Omg.L” 24 h
Tratamiento 2 A(i) B(ii) C(i) OomM |0,1mgL”’ 24 h
Tratamiento 3 A(ii) B(ii) C(i) 100 mM | 0,1 mg.L™ 24 h
Tratamiento 4 A(i) B(i) C(ii) 0 mM 0mg.L™ 72h
Tratamiento 5 A(ii) B(i) C(ii) 100 mM | O mg.L"’ 72 h
Tratamiento 6 A(i) B(ii) C(ii) OmM |0,1mg.lL” 72h
Tratamiento 7 A(ii} B(ii) C(ii) 100 mM | 0,1 mg.L™’ 72h
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CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS
4.1. Oligosacaridos de Xiloglucanos utilizados

Los oligosacaridos de xiloglucanos (XGO) utilizados fueron obtenidos y cedidos
gentilmente por el Dr. Juan Carlos Cabrera Pino (Unité de Biotecnologie,
Bélgica). Brevemente, se realizé una digestién de xiloglucanos (XGs) obtenidos
de semillas de tamarindo (Tamarindus indica, L.) con una solucién que contenia
enzima celulasa de Thricoderma viridae. Los XGO obtenidos se purificaron
mediante ultrafiltracién (tamafio de poro de 5,000 Da) y dialisis (tamafio de poro
de 500 Da). La composicion de la solucion de XGO obtenidos se evalué mediante
espectrometria tipo MALDI-TOF, indicando cuatro tipos principales de
estructuras en esta mezcla: XLLG, XXLG, XXXG y XXGG, de acuerdo a la
clasificacion descrita por Fry et al. (Fry et al., 1993, pp. 1-3; Gonzalez-Pérez
et al., 2014, pp. 6803-6816).

4.2. Material vegetal y desinfecciéon de semillas

Para el desarrollo de este trabajo de titulacién se utilizaron semillas botanicas de
Arabidopsis thaliana (L.) Heyn ecotipo Columbia 0. Las semillas fueron
desinfectadas bajo condiciones estériles en una camara laminar de flujo
horizontal (ESCO ACB-4A2) en microtubos de 1,5 mL. Las semillas fueron
suspendidas en 1 mL de solucién de hipoclorito en agua (proporcion 1:10 v/v),
se agité vigorosamente utilizando un vértex (CORNING 6775) y se dejé actuar
en reposo durante 5 minutos. Se retird la solucién de hipoclorito del microtubo
con cuidado de no retirar semillas que sedimentaron y se agregd 1 mL de
solucién de etanol / agua destilada estéril / cloro (proporcion 7:2:1 viv). Se repitié
el proceso de agitar vigorosamente con vértex, se dejé sedimentar durante 5
minutos y se retird la solucion con los mismos cuidados descritos anteriormente.
Finalmente, se realizaron tres lavados consecutivos de las semillas utilizando 1
mL de agua destilada estéril en cada lavado, repitiendo el procedimiento de
agitacién y sedimentacién. Por ultimo, las semillas fueron colocadas en agua
destilada estéril y se mantuvieron a 4 °C durante 48 horas.
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4.3. Siembra y obtencién de muestras

Las semillas previamente desinfectadas de A. thaliana se sembraron en 100 mL
de medic liquido Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962, pp. 473-
497). Para la preparacion del medio se pesaron 30 gramos de sacarosa, 4,6
gramos de sales MS (SIGMA-ALDRICH), se disolvieron en 1 L de agua destilada
y se ajusté el pH a 5,7. Se dispensaron 100 mL de medios en matraces de 300
mL y se esterilizaron mediante autoclave a 120 °C durante 15 minutos.
Posteriormente se sembraron aproximadamente de 20-30 semillas por matraz
en condiciones estériles, en una camara laminar de flujo horizontal (ESCO ACB-
4A2). Los frascos sembrados fueron entonces colocados en un agitador orbital
a 200 rpm dentro de una camara de crecimiento de plantas (DAIHAN Scientific,
modelo WISD, Corea), con un ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad,
50 % de humedad relativa y 23 °C.

Las plantas de A. thaliana crecieron durante 15 dias y, pasado este tiempo, se
retiré el medio y se reemplazé por medio de cultivo fresco para permitir una
aclimatacién de las plantas antes de la induccién. Transcurridas 24 horas, se
realiz6 una induccién con NaCl 100 mM + XGO 0,1 mg.L" segun cada
tratamiento descrito en la Tabla 2. Se tomaron muestras de plantas antes de la
induccion como tiempo cero (i), ademas de a las 24 y 72 horas después de la
induccién. Se recogieron de 5 a 8 hojas por cada tratamiento en un microtubo de
1,5 mL y se congelé inmediatamente en N; liquido. Las muestras se
almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento y analisis.

4.4. Determinacion de niveles de expresion relativa del gen de Vesiculacion
de Cloroplastos (CV) mediante PCR en tiempo real

Se tomaron aproximadamente 100 mg de hojas de muestras de cada tratamiento
y se realizd una extraccion de ARN total utilizando el juego de reactivos de
PureLink RNA mini kit (Ambion, Life Technologies, Estados Unidos) siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. El ARN obtenido se tratdé posteriormente con
la enzima DNAsa (Ambion RNAse free |, Life Technologies, Estados Unidos) con
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la finalidad de eliminar el ADN residual que pudiera contaminar la muestra
(Sambrook y Russel, 2011, p.p. 1-34).

Para determinar la calidad del ARN extraido y purificado se realizd una
electroforesis en un gel de agarosa al 1 % con las muestras en tampén de carga
con 2X SYBR® Green Reaction Mix (Life Technologies, Estados Unidos). La
electroforesis se realizé a 100 voltios durante 30 minutos y las bandas se
observaron en un Fotodocumentador Chemidoc ™ MP (Bio-Rad, Estados
Unidos). La concentracion de ARN obtenida fue determinada mediante
espectrofotometria en un lector de placas (BMG LABTECH GmbH, modelo
FLUOstar Omega, Alemania), midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm. La
calidad de las muestras se determind por la relacién 260/280, la cual debia
encontrarse entre 1.8-2.0. Las muestras de ARN fueron diluidas hasta la
concentracion de 300 ng/L para ser utilizadas en el protocolo de PCR en tiempo
real (Sambrook y Russel, 2011, p.p. 1-34).

El par de cebadores especificos de A. thaliana para el gen CV (AT2G25625) que
se empleo fueron los especificados por Wang, et al. (2014 ), presentados en la
Tabla 3. Como gen interno de referencia o gen constitutivo se utilizé la pareja de
cebadores del gen Actina-2 (ACT, At3g18780) de A. thaliana de la casa

comercial Sigma-Aldrich®, con nimero de referencia C 3615.
Tabla 3.
Detalles del par de cebadores de A. thaliana para el gen CV (AT2G25625), tomados de Wang,

et al. (2014). Donde: F es el cebador directo y R: cebador inverso.

Identificacion de N° de
Secuencia (5'- 3')
cebadores nucleétidos
CV-F GGAAGCTGCGGTTGTGAAATC 21
CV-R GAGCAGACGGACGAGGAAGAT 21

Los procesos de sintesis de la cadena de ADN complementario, amplificacion
por PCR del gen CV y su cuantificacion se realizé en un solo paso utilizando el
juego de reactivos SuperScript lll One-Step RT-PCR System Polymerase {(Life
Technology, Estados Unidos) para PCR en tiempo real. La mezcla de reaccidn
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se preparo en un volumen final 25 uL que contenia: 1 UL de muestra de ARN
(300 ng/uL), 12,5 yL de SYBR Green ®, 1 pL del par de cebadores
(concentracién final 2 uM), 1 U de la mezcla de enzimas SuperScript ® lif
RT/Platinum ® Tagq polimerasa y H>O grado PCR hasta complementar los 25 pL
de volumen final. La reaccién se desarrollé en el equipo CFX96 Real-time PCR
Systern (Bio-Rad, Estados Unidos), siguiendo el protocolo de amplificacidn que
se indica a continuacion:

1. Sintesis de la cadena de ADN complementario: 50 °C durante 3 minutos
2. Desnaturalizacién de la enzima Reverso Transcriptasa y de la doble
cadena de ADN: 95 °C durante 5 minutos.
3. Ciclos de reaccion de la enzima polimerasa {40 ciclos):
* 95 °C durante 15 segundos.
* 60 °C durante 45 segundos.
* 40 °C durante 1 minuto.
4, Curva de temperatura de fusién iniciando a 65 °C hasta 95 °C
incrementando 0,5 °C cada 10 segundos.

Para verificar la especificidad de los cebadores utilizados, los productos de
amplificacién se analizaron en un gel de electroforesis al 0,8 % de agarosa a 100
voltios durante 30 minutos. El resultado se observo en un Fotodocumentador
Chemidoc ™ MP (Bio-Rad, Estados Unidos). También se analizaron los
resultados de la curva de temperatura de fusion que se obtuvo de cada
amplificado.

El valor de expresion relativa del gen CV se calculé mediante método matematico
desarrollado por Pfaffl en 2001. Este modelo matematico utiliza los valores de Ct
de una muestra y la normaliza con el valor de Ct de la misma muestra de un gen
de referencia, que en este caso fue el gen de ACT-2 (Pfaffl, 2001, p. 45; Sinha
et al., 2015, pp. 948-967). Los calculos segun este modelo matematico se
presentan en la Ecuacion 1.
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Expr.norm = Bmusstra on
pr. ‘muestra (GOI) ~— 1

(RQmuesl‘:ra (Ref 1) X qustm(ﬂef 2) Rew X RQmuesl:ra (Ref ﬂ)E

{Ecuacidn 1)

Donde GOl representa el gen de interés, RQ es la cantidad relativa de la muestra

y Ref es la cantidad relativa del gen de referencia utilizado para la normalizacion.

4.5. Determinacion de condiciones para la extraccion de pigmentos
fotosintéticos de hojas de plantas de A. thaliana

Se ensayaron dos métodos para la extraccion de clorofila de las hojas de A.
thaliana. El primer método consistido en una extraccion utilizando acetona al 80
% en agua destilada (v/v). Este extracto obtenido se cuantific6 mediante métodos
espectrofotométricos detallados mas adelante en este acapite. El segundo
método ensayado se basé en la extraccion de los pigmentos de clorofila en
metanol al 99 % para su uso en HPLC. Para determinar las condiciones de cada
extraccion se realizaron ensayos preliminares con cada solvente, modificando
variables tales como la relacién peso de planta frente a solvente utilizado y el
tiempo de extraccion a 4 °C en la oscuridad (Porra, Thompson, y Kriedemann,
1989, pp. 384-394). Los resultados fueron analizados mediante cromatografia de

capa fina en una placa de silice de las dimensiones de la Figura 9.
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Figura 9. Dimensiones de la placa de silica gel utilizada para realizar cromatografia en capa fina
para la determinacién de parametros de extraccién de clorofila de hojas de Arabidopsis thaliana.
Se presenta también el sitio de la inyeccién de la muestra (50 uL) y la direccion del flujo del

eluyente.

La cromatografia en capa fina se realizd inyectando un volumen de muestra de
50 pL con capilares de vidrio (MarienField). El eluyente utilizado consistié en una
soluciéon de 3 mL de hexano, 1 mL de cloroformo y 1 mL de acetona que se
colocé en la camara cromatografica junto con un papel filtro para que llegue a un
punto de saturacion. No se requirié de un sistema de revelado para observar la
separacién e intensidad de los componentes (Pocock, Krél, y Huner, 2004, pp.
137-148).
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4.6. Cuantificacién de concentracién de clorofila a y b de plantas de A.
thaliana mediante espectrofotometria

Se tomaron hojas de A. thaliana de cada tratamiento y se homogenizaron en
nitrégeno liquido, utilizando un mortero y pistilo hasta obtener un fino polvo.
Luego se afnadid 1 mL de acetona al 80 % en agua destilada (v/v) a 20 mg de
este polvo en un microtubo de 1,5 mL y se mantuvo esta mezcla durante 16
horas a 4 °C (condiciones establecidas en el procedimiento detallado
anteriormente). Pasado este tiempo, se centrifugaron los microtubos a 14 000
rpm durante 5 minutos y se obtuvo el sobrenadante. Se midié su absorbancia a
663 y 645 nm en un lector de placas multimodal BMG LABTECH GmbH (modelo
FLUOstar Omega, Alemania). El contenido total de clorofila, ademas de las
concentraciones individuales de clorofila a y b se calculan mediante las
ecuaciones 6 — 9, las cuales son correcciones realizadas sobre ecuaciones
antiguas utilizadas por Arnon para determinar la concentracién de clorofila. Por
esta razén, en primer lugar se deben realizar los calculos de las ecuaciones 2 —
5 determinadas por Arnon en 1949, para luego utilizar las ecuaciones 6 — 9

determinadas por Porra en 1989:

a+ = 20,21« E*** + 8,02+ E cuacion
[ChI a + b]4 = 20,21 * E*5 + 8,02 « E663 Ecuacién 2
al® = 12,70 * — 2,69 * cuacion
[ChI a]4 = 12,70 » ES63 — 2,69 « E645 (Ecuacién 3)
[ChI B]4 = 22,90 « E645 — 8,02 % E563 (Ecuacién 4)
A
(Chl a/b)A = EZ; :}A (Ecuacién 5)

(Arnon, 1949, pp. 1-15}).

(Chl a/b)" = 0,593 + 0,459 = (Chl a/b)* + ((Chl a/b)*)?  (Ecuacion 6)

[Chl a + b]T = 0,895 * [Chl a + b]4 (Ecuacion 7)
T, T ‘s

[chi )" = e (Ecuacién 8)
T

[ChL B]T = % (Ecuacién 9)

(Porra et al., 1989, pp. 384-394).
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4.7. Estandarizaciéon y determinacién de la concentraciéon de clorofila b
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) utilizado fue un
modelo 1260 Infinity (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania), con una
bomba cuaternaria Agilent 1260, un moédulo de 1260 Infinity Standard
Autosampler y un detector de longitud de onda muiltiple con arreglo de diodos
acoplado a un sistema de procesamiento de datos HP ChemStation. La columna
utilizada fuer una Eclipse XDB-C18 (Agilent; 4,6x150 mm; 5 ym) resguardada
con una precolumna XDB-C18 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania).

Las hojas de cada tratamiento fueron sumergidas en agua en su punto de
ebullicion durante 10 segundos para evitar la conversion de clorofila en
clorofilida, la que puede ser detectada mediante HPLC e introducir errores en la
determinacién (Hu, Tanaka, y Tanaka, 2013, pp. 9-19). Luego de este
tratamiento térmico, las hojas fueron homogenizadas utilizando nitrogeno liquido
como se describié anteriormente. Posteriormente se anadié 1 mL de metanol
grado HPLC a 20 mg de este polvo en un microtubc de 1,5 mL y se dejo durante
16 horas a 4 °C. Pasado este tiempo se centrifugaron los microtubos a 14 000
rom durante 5 minutos y 10 pyL del sobrenadante de las muestras de cada
tratamiento fueron inyectados en el HPLC.

Se experimentaron varios métodos de elucién y separacién de pigmentos,
partiendo de un método descrito por Boonsong, Lachakunjit, Kerdchoechuen y
Matta (Boonsong, Laochakunijit, Kerdchoechuen, y Matta, 2011, pp. 265-272). En
estos métodos el eluyente A fue agua destilada (miliQ) filtrada y el eluyente B
fue una solucién de agua destilada-Metanol grado HPLC (1:1, v/v). El método
cromatografico utilizado fue modificado al finalizar el analisis con su método
anterior, hasta obtener la elucién de distintos componentes en picos separados
en el cromatograma. Los métodos ensayados fueron:
¢ 15 minutos con 100 % del eluyente A (isocratico), y del minuto 15 hasta el
minuto 50 un cambio sostenido hasta tener 0 % del eluyente Ay 100 %
del eluyente B.
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* 5 minutos con 100 % del eluyente B (isocratico), y del minuto 15 hasta el
minuto 50 un cambio sostenido hasta tener 100 % del eluyente Ay 0 %
del eluyente B.

* 20 minutos de 50 % de A y 50 % de B, gradiente hasta obtener 10 % de
Ay 90 % de B a los 25 minutos, isocratico hasta los 30 minutos, gradiente
hasta obtener 100 % de B hasta los 31 minutos.

* 10 % de Ay 90 % de B hasta 25 minutos, fase movil llegue a 100 % de B
hasta los 30 minutos, fase mévil llegue a 10 % de A y 90 % de B hasta los
31 minutos e isocratico hasta los 36 minutos.

Se empled un flujo constante de 0,5 mL/min, midiendo la absorbancia a 410 y
445 nm, con almacenamiento total de espectro de luz desde 190 hasta 610 nm.
Segun los resultados obtenidos con cada método cromatografico, se modificaron
las condiciones de elucion hasta obtener un cromatograma que represento la

separacion de los pigmentos obtenidos con picos individuales no superpuestos.

La identificacion de la clorofila b de cada cromatograma se logré mediante la
comparacion del tiempo de retencidn y caracteristicas espectrales de los analitos
desconocidos con un estandar de clorofila b (Sigma, Aldrich), utilizando el
software de procesamiento de datos HP ChemStation. Se utilizaron distintas
diluciones del estandar de clorofila b (0,0049-0,0786 mM) para realizar una curva
de calibracién uatil para calcular la concentracién de clorofila b de las muestras.

4.8. Analisis estadistico de resultados

Para todas las variables evaluadas se analizo por separado la normalidad de sus
datos utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Dependiendo del cumplimiento de la
normalidad, se utilizaron pruebas de comparacién de medias ANOVA, DMS,
Tukey y Scheffe para datos paramétricos y prueba Kruscall Wallis para datos no
paramétricos. Todas las pruebas se realizaron con un nivel de significancia del
5 % utilizando el software estadistico SPSS (IBM Statistics, 2012).
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Medicidén de niveles de expresion relativa del gen CV de A. thaliana

Los resultados obtenidos del andlisis de la calidad del ARN purificado de las
muestras de plantas de cada tratamiento demostraron una alta integridad, tal
como se puede observar en la Figura 10.

Figura 10. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% de muestras de ARN de hojas de A. thaliana
de una réplica biol6gica. Las muestras se cargaron en el siguiente orden: (1) T0, (2) MS 24h, (3)
MS + NaCl 100 mM 24h, (4) XGO 0,1 mg.L-1 24h, (8) XGO 0,1 mg.L-1 + NaCl 100 mM 24h, (6)
MS 72h, (7) MS + NaCl 7100 mM 2h, (8) XGO 0,1 mg.L-1 72h, (9) XGO 0,1 mg.L-1 + NaCi 100
mM 72h.

Al observar la Figura 10 de la electroforesis se pueden apreciar claramente las
dos bandas de ARN caracteristicas de una extraccién de células eucariotas
(correspondientes a las subunidades 18 y 28 S del ARN ribosomal,
respectivamente). En la imagen de la electroforesis se podria inferir que las
muestras contenian moléculas de ARN con una adecuada integridad, debido a
que no se observo degradacidn visual (comunmente relacionado con la
difuminacién de las bandas o el también denominado smear o barrido de las
bandas). Este resultado se mantuvo en todas las muestras biolégicas
analizadas, por lo que en todos los casos la calidad de la extraccion fue buena
para los ensayos moleculares posteriores (Surzycki, 2000, pp. 119-145).
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En la cuantificacidn del ARN se obtuvieron concentraciones suficientemente
elevadas (por encima de los 500 ng/yL) para poder utilizar en el protocolo de
gRT-PCR. Adicionalmente, el indice de absorbancia o la relacién 260/280 nm
arrojé valores dentro del limite de 1.8 — 2,0. Estos indicaron que la muestra no
presentd contaminacién por azlcares ni aminoacidos aromaticos (proteinas en
general), luego del proceso de extraccion de ARN (Sambrook, Fritsch, y Maniatis,
1989; Surzycki, 2000, pp. 119-145).

Una vez comprobados los parametros de calidad de las muestras de ARN
extraidas se procedié a realizar el protocolo de qRT-PCR. La especificidad de
los cebadores utilizados a la cadena molde de ADN complementario (ADNc)
sintetizada se evalué mediante dos métodos, cuyos resultados se representan
en la Figura 11.
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Figura 11. Pruebas de especificidad de los cebadores utilizados con los producfos de
amplificacién obtenidos de la PCR en tiempo real.

(a) Electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % a 100 voltios por 30 minutos. Amplificacién del gen
CV de cDNA de muestras de A. thaliana de una réplica biol6gica. Las muestras se cargaron en
el siguiente orden: (1) TO, (2) MS 24h, (3) MS + NaCl 100 mM 24h, (4) XGO 0,1 mg.L-1 24h, (5)
XGO 0,1 mg.L-1 + NaCl 100 mM 24h, (6) MS 72h, (7) MS + NaCl 7100 mM 2h, (8) XGO 0,1
mg.L-1 72h, (9) XGO 0,1 mg.L-1 + NaCl 100 mM 72h, 10) control negalivo de la mezcla sin
muestra de ARN.

(b) Curva de temperatura de fusion de los cebadores utilizados. Lineas azules represenian a las

muestras de cada fratamiento, linea roja representa el control negativo de fa mezcla sin muestra
de ARN.

La electroforesis presentada en la Figura 71.a demuestra que el proceso de
amplificacién fue especifico hacia un solo segmento de ADN, en este caso la
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region del gen CV flanqueada por el par de cebadores. Este resultado era de
esperarse porque el set de cebadores que se utilizaron fueron los mismos
empleados en previas investigaciones en el estudio donde se descubrié la
funcicnalidad de dicho gen (Wang y Blumwald, 2014, pp. 4875-4888). Asi
mismo, las curvas de temperatura de fusidn {Figura 11.b) igualmente indicaron
la amplificacién de un solo fragmento de ADN en el 100 % de las muestras
analizadas. Debido a que el control negativo (que no contenia muestra de ARN,
Figura 11.B) no presentd amplificacién detectable por el equipo de analisis, se
pudo inferir que los reactivos utilizados para la reaccion de PCR o la
manipulacién durante el montaje de las reacciones no introdujeron
contaminaciones, ni tampoco se formaron amplificaciones entre los cebadores
utilizados (hetero-dimeros, homo-dimeros o Hairpins) (Surzycki, 2000, pp. 406-
423).

La cuantificacién de la cantidad de ADN amplificado con cada ciclo se midié
mediante la fluorescencia emitida por el compuesto SYBR® Green presente en
la mezcla de reaccion. Los valores utilizados para realizar la cuantificacion
relativa de los niveles de expresiéon fueron los del ciclo de umbral limite
(Threshold cycle o CT) de cada muestra analizada. Al realizar los célculos
respectivos de la Ecuacién 1 en base a los valores CT de cada réplica y
tratamiento se obtuvieron los promedios de expresién del gen CV normalizado
con respecto al nivel de expresion del gen ACT-2 y del tiempo cero (i) para cada
tratamiento. Estos valores de expresién en base logaritmica (logi) con su
respectivo error estandar se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4.

Valores promedio del logaritmo de expresién relativa del gen CV en plantas de A. thaliana
calculados aplicando la Ecuacién 1 a partir de los datos del valor CT de las tres réplicas
biolégicas. Los valores representan un promedio y error estandar obtenidos de los mismos datos
de cada réplica biolégica independiente.

Horas Promedio
después Expresion Error
Tratamiento
de la gen CV Estandar
induccion (exp2CT)
Control 24 h 0,75 0,0036
NaCl 100 mM 0,86 0,0040
24 XG0 0,1 mg.L™ 0,39 0,0027
XGO 0,1 mg.L™ + NaCl 100 mM 0,74 0,0064
Control 72 h 0,71 0,0042
NaCl 100 mM 1,01 0,0026
ren XG0 0,1 mg.L"! 0,80 0,0023
XGO 0,1 mg.L™ + NaCl 100 mM 0,32 0,0007

Para poder realizar un anélisis estadistico comparativo de los valores
presentados en la Tabla 4 se analizé la normalidad de los datos en el programa
estadistico SPSS. En la Tabla 5 se presentan los valores de p con un 5 % de
significancia para las pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirmnov y Shapiro-

Wilk.

Tabla 5.
Resultado de las pruebas estadisticas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para
los valores de expresidn relativa del gen CV. Valores p con un nivel de significancia del 5%.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirmov Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig. Estadistico Gl Sig.
ExpresionGenCV 0,167 24 | 0,081 0,952 24 | 0,301

Las pruebas de normalidad demostraron, con un nivel de significancia del 5 %,
que los datos de expresién relativa del gen CV se ajustaron a una distribucién
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normal. En base a este resultado se realizaron comparaciones de medias
utilizando pruebas estadisticas paramétricas. La prueba estadistica de
Diferencia de Medias Significativas (DMS) mostré diferencias entre tratamientos.
Con los valores obtenidos de la prueba DMS se generaron dos subgrupos
estadisticos, representados con las letras ay b. En la Figura 12 se presentan los
diagramas de barras de niveles de expresién relativa del gen CV por tratamiento
con sus respectivos subgrupos estadisticos.

Niveles de expresion relativa del gen CV

B
N

-

ab

2
©

mMS
oMS+NaCl
b B XGO

B XGO+NaCl

log (expAACT)
°
3 K3

o
=
o

s
©

24 h 72h

Figura 12. Diagrama de barras representando el nivel de expresién relativa del gen CV por cada
tratamiento. Barras de error con un 5% de error y subgrupo estadistico al que pertenece segun
la prueba estadistica de comparaciéon de medias (DMS) de pruebas paramétricas, con un nivel
de significancia de p < 0,05.

Debido a que la qRT-PCR es una técnica con alta sensibilidad es indispensable
utilizar un gen de expresion basal (o housekeeping) para normalizar los niveles
de expresion de un gen de interés. Existen varios genes descritos de expresion
basal, sin embargo, se ha probado que varios de estos genes pueden presentar
patrones distintos de expresion bajo ciertas condiciones o tratamientos. En el
presente trabajo se utilizé el gen ACT-2 tomando en cuenta que en estudios
similares donde se han analizado cambios de expresion génica en plantas de A.
thaliana, Oriza sativa y Solanum lycopersicum bajo condiciones de estrés salino
se utilizé el mismo gen como referencia con resultados satisfactorios (Hichri
et al., 2014, pp. 1967-1990; Narsai, Castleden, y Whelan, 2010, pp. 262-270;
Sinha et al., 2015, pp. 948-967).
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La base logaritmica utilizada para analizar los datos de expresion relativa fijé el
valor de la expresion del tiempo cero (t) en un valor de 0. Teniendo en cuenta
este dato todos los tratamientos analizados sobre-expresaron el gen CV con
respecto al tratamiento control (ip). Debido a que el gen en estudio fue descrito
como un gen que se activa ante condiciones de estrés o senescencia, el efecto
de su sobreexpresion podria indicar un estrés adicional al cual se encuentran
expuestas las plantas en su desarrollo o0 al propio mecanismo de senescencia.
Dentro de los posibles factores que puedan representar estrés a las plantas
durante su crecimiento in vitro esta el agotamiento de nutrientes del medio de
cultivo donde se desenvuelven. Para evitar que este problema afecte el
metabolismo de las plantas e interfiera en el objetivo de la investigacion se
planted un sistema de induccidon en el cual, 24 horas antes de someter a las
plantas a su tratamiento especifico, se refrescé el medio de cultivo para su
aclimataciéon y permitir que las mismas tuvieran las condiciones éptimas de
nutrientes (Wang y Blumwald, 2014, pp. 4785-4788).

Adicicnalmente, cuando las plantas se ven afectadas por problemas tanto
bidticos como abiéticos, el metabolismo de sus células se ve modificado y se
generan varios tipos de metabolitos secundarios que pueden ser Utiles para
sobrellevar el problema con el que se encuentran {por ejemplo, defensa ante
patégenos), o iniciar con un proceso de senescencia y muerte celular
programada {Axelos, Curie, Mazzolini, Bardet, y Lescure, 1992, pp. 123-128). El
mecanismo de algunos metabolitos secundarios es regular el nivel de expresién
génica en el nucleo celular. Un efecto similar sucede por la acumulacién de
compuestos relacionados al estrés como especies reactivas de oxigeno (ROS)
y de nitrégeno (NOS) (Du Fall y Solomon, 2011, pp. 64—78). Es probable que
durante sus primeros dias de crecimiento o en el momento en el que se realizé
el cambio de medio de cultivo, las plantas hayan iniciado un proceso de
produccidn de metabolitos secundarios y acumulacién de especies relacionadas
con estrés, los cuales estan presentes en las plantas inclusive cuando tienen
medio de cultivo fresco y por este motivo el gen CV se encontraba
sobreexpresado en todos los tratamientos. Independientemente de estas
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evidencias, la sobreexpresion del gen CV en los tratamientos con NaCl 100 mM
fue estadisticamente mayor al resto de tratamientos, indicando que el sistema
de induccién propuesto en el presente trabajo es adecuado y permite observar
el efecto directo de la respuesta en las plantas con respecto al estrés salino. El
sistema de induccion utilizado es ademas un método previamente estandarizado
por Axelos et al. para el analisis de expresion genética en el cultivo liquido de A.
thaliana y empleado por diversos autores (Filippou et al., 20186, pp. 1259-1274;
M. I. R. Khan, Fatma, Per, Anjum, y Khan, 2015, pp. 462—470).

La sobreexpresion del gen CV en los tratamientos de MS + NaCl, tanto a las 24
y 72 horas posteriores a la induccién, concuerda con la teoria de la funcién de
este gen, debido a que el mismo se expresa bajo condiciones de estrés en las
plantas, en este caso estrés salino (Wang y Blumwald, 2014, pp. 4875-4888).
Los tratamientos a los que se les colocd el bioproducto no presentaron una
sobreexpresion del gen CV tan elevada (especialmente los tratamientos de XGO
24 horas y XGO + NaCl 72 horas, que pertenecen a grupos estadisticos
distintos), en comparacién con los tratamientos que no tuvieron el bioproducto.
El bioestimulante aplicado a las plantas sin estrés salino mantuvo inicialmente
bajos los niveles de expresiéon de CV (XGO 24h). Igualmente, el tratamiento al
que se le agregd XGO y NaCl a las 72 horas presentd un nivel mucho menor de
expresion del gen CV que el resto de tratamientos, a pesar de encontrarse en
condiciones salinas.

Es probable que las reacciones que se desencadenan iras el contacto de los
XGO con la pared celular de las plantas conlleven a la regulacion de la expresion
del gen CV. A pesar de que este fendmeno en especifico no ha sido investigado,
existen varias investigaciones en las que se ha probado que la aplicacién de
XGO en plantas de A. thaliana y células de Nicotiana tabacum altera los niveles
de expresion de varios genes (entre ellos genes de peroxidasas, anhidrasas
carbénicas y polifenoloxidasas). No se conoce el mecanismo de acciéon mediante
el cual estos oligosacaridos interactian con las células vegetales para inhibir o
inducir la expresion de ciertos genes. Probablemente este mecanismo se basa
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en fendOmenos epigenéticos, tales como patrones de metilacién de secuencias
de ADN o la modificacion covalente de proteinas de histonas (Fingerman et al.,
2013, pp. 221-225; Guan, Yue, Zeng, y Zhu, 2014, pp. 438-453).

Para poder conocer el mecanismo de accidn de los bioestimulantes en cuestidn
sobre el gen CV se requiere de analisis mas minuciosos y concluyentes. Sin
embargo, el hecho de que se regule su expresién puede indicar que los XGO
ayudan a las plantas a tolerar condiciones de estrés salino al no degradar sus
cloroplastos y, de esta forma, mantener su tasa fotosintética elevada. La
aplicacion de estos bioestimulantes podria inclusive reemplazar una técnica
agronémica patentada en el 2015 que se basa en generar plantas transgénicas
que no puedan expresar su gen CV, brindandoles asi tolerancia a estrés abiético
(Blumwald y Wang, 2015). Para comprobar que la regulacién observada del gen
CV en los tratamientos de XGO tuvo un efecto positivo en la maquinaria
fotosintética de las plantas, se analizé la concentracién de clorofilas en las hojas
de las plantas tratadas.

5.2. Establecimiento de condiciones para la extraccion de pigmentos
fotosintéticos de A. thaliana

Los pigmentos fotosintéticos son inestables y fotosensibles, y al encontrarse en
solucidon son facilmente oxidados por la presencia de radicales libres o
degradados debido a cambios en el pH y la temperatura de la solucién en la que
se encuentran (Hu, Tanaka, y Tanaka, 2013a, pp. 9-19). Por ello, se utilizé
primeramente la técnica de cromatografia en capa fina (TLC por sus siglas en
inglés Thin Layer Chromatography), como analisis preliminar para el
establecimiento de las condiciones del tiempo de exiraccion de pigmentos
fotosintéticos en hojas de A. thaliana. El resultado del estudio de distintos
tiempos de extraccién de estos pigmentos se observa en la Figura 13, utilizando
dos solventes organicos distintos.
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Figura 13. Placas de silica gel obtenidas de la cromatografia de capa fina (TLC) de los extractos

obtenidos. Eluyente utilizado para TLC: 3 mL de hexano, 1 mL de cloroformo y 1 mL de acetona;
volumen de inyeccién: 50 pL de extracto. Ensayo de tiempo de extraccién de los pigmentos.
Carriles (1) 14, (2) 16, (3) 18 y (4) 20 horas a 4 °C en oscuridad con los solventes

(A) Acetona y

(B) Metanol.

Las placas obtenidas en la Figura 13 son solamente resultados iniciales que se
utilizaron como punto de partida para llevar a cabo los métodos analiticos
correspondientes. Sin embargo, en estos resultados se pudo observar
claramente que la utilizacion de metanol como solvente a las 16 horas de
extraccion, permiti6 obtener una mayor concentracion de pigmentos de
coloracién verdosa (muy probablemente clorofila). Es posible que pasado este
tiempo en solucién a 4 °C estos pigmentos se degradaron, por ende se observd
menor intensidad a las 18 y 20 horas de extraccion. Un efecto similar sucedi6
con acetona como solvente, en el cual pasadas las 18 horas de extraccion fue
evidente una disminucién en la intensidad de coloracién de pigmentos de

coloracion verdosa (Hu et al., 2013a, pp. 9-19).

El método de extraccion de pigmentos fotosintéticos de hojas de A. thaliana varia
considerablemente entre investigaciones con respecto a las condiciones tales
como el tiempo y temperatura de extraccidon y el solvente utilizado. La

temperatura de la extraccion es un factor que juega un rol fundamental en este
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proceso, pues es proporcional a la energia cinética de las moléculas en la
solucién. Esta movilidad en solucién promueve la degradacién parcial de
moléculas como la clorofila en analogos como la clorofilida, que interfieren en los
métodos analiticos de deteccion de pigmentos fotosintéticos. La naturaleza del
solvente utilizado es también un factor importante debido a las interacciones
moleculares entre solvente—pigmentos, ademas del pH de la solucién. Por esta
razén, dependiendo del método analitico a ser empleado se escogera el solvente
adecuado para la extraccion de los pigmentos (Albert et al., 2009, pp. 2191-
2202; Thrane et al., 2015, pp. 2-24; Yang, Worley, y Udvardi, 2014, pp. 4862—
4874).

5.3. Cuantificacion de clorofila a y b mediante métodos
espectrofotométricos

Basado en los resultados preliminares obtenidos en la TLC se decidi6 realizar un
andlisis mas especifico examinando el tiempo de extraccién de plantas en
acetona al 80 % y cuantificando su resultado mediante espectrofotometria. En la
Figura 14 se presentan los resultados obtenidos de concentracion de clorofila a

y b por peso fresco de planta procesado obtenido de este analisis.

Analisis de tiempo de extraccion de
clorofila en 80 % Acetona

0,600

0,500 -
Clorofilaa
0,400

0,300

Clorofila b

0,200

mg Clorofila / mg peso fresco

0,100

0,000 T 1
0 10 20 30 40 50 60

Horas de extraccion
Figura 14. Diagrama de dispersion representando la concentracién de clorofila a y b obtenida de
la extraccion de estos pigmentos en acetona al 80 % a 4 °C durante 8, 12, 16, 20, 24, 36 y 48

horas.
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Este resultado confirmo la imagen obtenida en la TLC, demostrado que en un
rango de 12 a 20 horas se obtuveo la mayor concentracién de clorofila a y b. Es
evidente que un tiempo menor a 12 horas de extraccién de estos pigmentos
mediante el sistema utilizado, no fue suficiente para obtener todos los pigmentos.
Asi mismo, se demostrd el efecto similar visto en la TLC, en el que a un tiempo
de extraccion superior a 20 horas se observé la disminucién de la concentracién
de clorofila a y b, que muy probablemente se debié a la degradacion de estos
compuestos fotosintéticos en solucién a 4 °C.

La similitud que tienen estos resultados con respecto a la TLC se debe a que
esta dltima técnica analitica puede ser utilizada para el estudio de pigmentos
fotosintéticos, entre ellos clorofilas y carotenoides, dependiendo del tipo de
eluyente utilizado. La TLC es un ensayo semicuantitativo para el andlisis de
niveles de clorofilas y de carotencides. Sin embargo, esta técnica no es lo
suficientemente sensible como para detectar componentes analogos producto
de alteraciones moleculares pequefias en los pigmentos, ni se utiliza para
calcular la concentracion de estos compuestos (Schoefs, 2002, pp. 361-371;
Zarzycki et al., 2011, pp. 418-427).

Debido a que en un rango de 12 a 20 horas de extraccion en 80 % de acetona a
4 °C en la oscuridad se obtuvo la mayor concentracién de clorofilas a y b, se
decidio realizar este procedimiento en un periodo de tiempo de 16 horas. En la
Tabla 6 se presentan los valores promedio obtenidos de la concentracion de
clorofila a y b, normalizado con respecto al valor del tiempo 0 (k) y con su
respectivo error estandar.
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Valores promedio de la concentracién de clorofila @ y b obtenidas por tratamiento en mg de

clorofila por mg de hoja procesado. Valor normalizado al tratamiento tiempo cero.

Tiempo Clorofila a Clorofila b
después ‘ Promedio Promedio
T
de ratansento (mg clorofila eslfé:ﬁ;ar (mg clorofila eslfé:?drar
induccion / mg hoja) / mg hoja)
Control 0,576 0,082 0,986 0,054
NaCl 100 mM 0,583 0,045 0,978 0,020
24 h XG0 0,1 mg-L™ 0,717 0,026 1,021 0,023
XGO 0,1 mg-L™
0,629 0,037 1,025 0,028
+ NaCl 100 mM
Control 0,962 0,078 1,047 0,005
NaCl 100 mM 0,651 0,012 0,998 0,009
72 h XGO 0,1 mg-L™ 1,173 0,037 1,051 0,010
XG0 0,1 mg-L™
0,838 0,043 1,004 0,011
+ NaCl 100 mM

Utilizando los datos de concentracién de clorofila a y b se realizo la prueba

estadistica de normalidad de los datos, cuyo resultado se presenta en la Tabla

7.
Tabla 7.

Pruebas estadlsticas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para los valores de

concentracion de clorofila a y b por peso de planta utilizado. Valores p con un nivel de

significancia del 5%.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico gl | Sig. | Estadistico gl Sig.
Clorofila a 190 26| ,017 ,916| 26| ,037
Clorofila b ,143| 26| ,012 927 26| ,017

Las pruebas de normalidad demostraron, con un nivel de significancia del 5 %,

que los datos de concentracion de clorofila @ y b no se ajustaron a una

distribucion normal. En base a este resultado se realizaron comparaciones de

medias utilizando pruebas estadisticas no paramétricas. La prueba de
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comparacion de distribucién y de medias entre grupos estadisticos Kruskal-
Wallis (k=9 muestras) demostré diferencias significativas entre tratamientos. En
la Figura 15 se presentan los diagramas de barras de niveles de clorofila ay b

por tratamiento, con sus respectivos subgrupos estadisticos.
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Figura 15. Diagrama de barras representando

(a) mg de clorcfila a por mg de hojas utilizado por cada tratamiento, y

(b) mg de clorofila b por mg de hojas utilizado por cada tratamiento.

Subgrupo estadistico al que pertenece cada tratamiento segun la prueba estadistica Kruskal-
Walllis para muestras no paramétricas, con un nivel de significancia de p < 0,05.

En la Figura 15 se puede observar que existio cierta proporcionalidad entre los
niveles de clorofilas a y b por tratamiento. El tratamiento control de MS mostro
un aumento en la concentracidon de ambas clorofilas pasadas las 72 horas luego
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de la induccion. Este efecto de sintesis de clorofila que se pudo observar en este
tratamiento que no estuvo afectado por salinidad ni tuvo bioestimulante, podria
deberse a que se estan utilizando los nutrientes que se le suministré a la planta
cuando se le refrescé el medio. La sintesis de clorofila es un proceso bioquimico
complejo que consta de varias reacciones de acoplamiento enzimatico de
diferentes moléculas, tales como anillos de pirrol, porfirinas, aminoacidos no
proteicos y el centro de magnesio. Como el medio de cultivo MS contiene alta
concentracion de sales de amonio y de magnesio, es evidente que las plantas
podrian utilizar estos compuestos para sintetizar moléculas de clorofila
(Murashige y Skoog, 1962, pp. 473—497; Von Wettstein, Gough, y Kannangara,
1995, pp. 1039-1057).

El tratamiento al que se le agregd NaCl a 100 mM presentd niveles de clorofilas
a y b constantes desde las 24 hasta las 72 horas posteriores a la induccion. Al
comparar este efecto con respecto al tratamiento MS se podria inferir que existe
un efecto de inhibiciéon de la sintesis de clorofilas, o que la sintesis de estos
pigmentos ocurre de forma natural, pero a la par existe una alta tasa de
degradacién de estos pigmentos. Ambos efectos han sido descritos en varias
investigaciones en las cuales se analizé el efecto de la salinidad sobre distintos
cultivos. Debido al cambio osmético ocasionado por la presencia de sal en las
plantas, se acumulan niveles elevados de ROS que pueden llegar a alterar la
estructura de las membranas, entre ellas de los cloroplastos. Este dafo a los
cloroplastos activa mecanismos de degradacién de pigmentos fotosintéticos que
podrian llegar a ser téxicos (foto toxicidad de estos pigmentos) si se liberan en
el citoplasma. De igual manera en ciertas plantas se ha observado que
concentracicnes de sal entre 100 — 200 mM, inhiben la actividad de las enzimas
acido S-aminolevulinico  deshidrogenasa y  glutamato-semialdehido
aminotransferasa, ambas involucradas en el proceso de sintesis de clorofila (N.
A. Khan, 2003, pp. 437—440; Moschen et al., 2014, pp. 45-52; Radi, Farghaly, y
Hamada, 2013, pp. 72-88; Von Wetlstein et al., 1995, pp. 1039-1057).
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Al analizar los tratamientos en los cuales se agregé el bioestimulante se pudo
claramente observar que los niveles de clorofilas aumentaron con respecto a su
tratamiento analogo, al que no se le afiadid bioestimulante. Este efecto fue mas
notorio en los niveles de clorofila a que en los niveles de clorofila b,
probablemente indicando que existen modificaciones en las rutas de
degradacion de clorofila. A pesar de que la clorofila a es el pigmento de mayor
importancia en los cloroplastos e interactia directamente con los fotosistemas,
la clorofila b es también un pigmento accesorio que sirve para captar energia de
la luz en un rango mayor de absorbancia. En base a que la degradacion de la
clorofila empieza por la conversién enzimatica de clorofila b en clorofila a, el
indice de clorofila a/b podria indicar en cierta forma la tendencia a la degradacion
o la sintesis en la que se encuentran estos pigmentos en las plantas. En la Figura
16 se presenta un diagrama de barras representando el indice de concentracion
de clorofilas a/b por tratamiento, con sus grupos estadisticos obtenidos mediante
la prueba de Kruskal-Wallis para pruebas no paramétricas.
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Figura 16. Diagrama de barras representando el indice de clorofila a/b de cada tratamiento
analizado. Subgrupo estadistico al que pertenece cada tratamiento segun la prueba estadistica

Kruskal-Wallis para muestras no paramétricas, con un nivel de significancia de p < 0,05.

El indice de clorofila a/b a las 24 horas posteriores a la induccion fue
estadisticamente igual en todos los tratamientos, salvo el tratamiento con los

XGO sin estrés salino (Figura 16). Sin embargo, pasadas las 72 horas se observé
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un aumento en la concentracién de clorofila a con respecto a la clorofila b en los
tratamientos que no tenian presencia de sal. Este aumento fue mas notorio y
estadisticamente superior en el tratamiento que contenia solamente los XGO.
Este indice parece no representar la degradacién de la clorofila b debido a que
en la Figura 15 (anterior) se pudo observar un aumento de la concentracién de
este pigmento en el mismo tratamiento. Al contrario, este efecto podria indicar
un mecanismo de sintesis, no solo de pigmentos fotosintéticos, sino también de
estructuras proteicas tales como los fotosistemas que albergan la clorofila a y en
donde se realizan las reacciones dependientes de luz de la fotosintesis. Por esta
razén el aumento en el indice clorofila a/b podria indicar un proceso de
sobreexpresion de genes relacionados con la biosintesis de clorofila a en los
tratamientos a los que se les agregé los XGO a 0,1 mg.L™.

Por otro lado, cuando se analizaron tanto las concentraciones de pigmentos
clorofilicos como el indice a/b de las plantas que fueron tratadas con 100 mM de
NaCl, se pudo observar que la presencia de los XGO en cierta medida protegi6
a estos pigmentos ante la degradaciéon enzimatica. Esto se infiere ademas
porque fue evidente un efecto de degradacion de los pigmentos clorofilicos en
las plantas bajo estrés salino sin bioestimulante {pertenecieron a un grupo
estadistico distinto en todos los casos), efecto que no fue tan notorio en las
plantas que posefan el bioestimulante. Es probable que la presencia de los XGO
en las células vegetales regule negativamente la expresiéon de genes de
degradacién de clorofila, genes de degradacion de cloroplastos, o que se sobre-
expresen genes relacionados con la biosintesis de estos pigmentos. Para poder
conocer en realidad el mecanismo de accién directo mediante el cual los XGO
evitan esta degradacién, se requiere de un andlisis de la expresién de varios
genes involucrados en estos procesos fotosintéticos (Marschall y Proctor, 2004,
pp. 593-603; Yang et al., 2014, pp. 48624874, Zivcak, Brestic, Kalaji, y
Govindjee, 2014, pp. 339-354).
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5.4. Estandarizaciéon y medicion en HPLC de concentracion de clorofila b

Los métodos espectrofotométricos utilizados para la medicién de concentracidn
de clorofila a y b pueden resultar Utiles a la hora de tener una idea clara de lo
que esta sucediendo dentro de la maquinaria fotosintética de las plantas. Sin
embargo, existen componentes producto de la degradacién de pigmentos, tales
como la clorofilida o inclusive alteraciones en la estructura molecular de los
pigmentos por dafios no enzimaticos (como dafios por exposicidon a radicales
libres), que no pueden ser detectables mediante estos ensayos y se requiere de
técnicas analiticas mas sensibles para determinarlas. Por esta razén, se midié la
concentracion de clorofila b en las muestras de plantas por HPLC para
comprobar si en realidad el comportamiento obtenido por el analisis
espectrofotométrico es conciso 0 si existe un proceso de degradacidon de estos
pigmentos que no se haya podido detectar (Hu et al., 2013a, pp. 9-19; Mendes,
Cartaxana, y Brotas, 2007, pp. 363—-370; Zapata, Rodriguez, y Garrido, 2000, pp.
29-45).

El proceso de degradacion enzimatica de clorofila en las plantas inicia con la
transformacién de clorofila b en clorofila a, mediante la enzima clorofila b
reductasa, y su biosintesis sigue el proceso inverso. Por esta razdn, analizar con
exactitud la concentracion de clorofila a podria indicar una medida de
degradacién de clorofila a (tanto enzimatica como por dafio ocasionado por
radicales libres), degradaciéon enzimatica de clorofila b, e inclusive biosintesis de
clorofila a y b. Por otro lado, analizar con exactitud la concentracion de clorofila
b indicaria una relacion directa con el proceso de degradacion o biosintesis de
este pigmento. Tomando en cuenta esta consideracién, se midid Ila
concentracién de clorofila b en las hojas de las plantas de A. thaliana de cada
tratamiento, valores que se compararon con los datos obtenidos por
espectrofotometria (Ruban et al., 2007, pp. 575-578; Sato, lto, y Tanaka, 2015,
pp. 249-259). En la Figura 17 se presentan los cromatogramas obtenidos con
cada método analizado hasta lograr una separacién ideal de los pigmentos en
extractos de hojas.
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Figura 17. Cromatogramas obtenidos con la sefial de longitud de onda a 445 nm del anélisis del
método de elucion de pigmentos fotosintéticos extraidos en metanol. Eluyente A fue agua MiliQ
destilada y el Eluyente B fue Agua Metanoll (1:1). Métodos analizados

(a) 15 minutos con 100 % del eluyente A (isocratico), y del minuto 15 hasta el minuto 50 un
cambio sostenido hasta tener 0 % del eluyente A y 100 % del eluyente B,

(b) 5 minutos con 100 % del eluyente B (isocratico), y del minuto 15 hasta el minuto 50 un cambio
sostenido hasta tener 100 % del eluyente A y 0 % del eluyente B;

(c) 20 minutos de 50 % de A y 50 % de B, gradiente hasta obtener 10 % de Ay 90 % de B a los
25 minutos, isocratico hasta los 30 minutos, gradiente hasta obtener 100 % de B hasta los 31
minutos; y

(d) 10 % de A y 90 % de B hasta 25 minutos, fase movil llegue a 100 % de B hasta los 30 minutos,
fase movil llegue a 10 % de A y 90 % de B hasta los 31 minutos e isocratico hasta los 36 minutos.
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Con el método de elucién de la Figura 17.d se obtuvo una separacion
independiente de cada uno de los componentes. El método cromatografico fue
modificado al finalizar cada inyeccién tomando en cuenta la fuerza idnica que
permitia la elucion de distintos componentes. Debido a que en el método de
eluciéon de la Figura 17.A en los primeros 20 minutos no se detectd ningln
compuesto a 445 nm, se decidid reducir el tiempo y contenido del solvente A y
asi sucesivamente se realizaron los cambios en el método (Lough y Wainer,
1995, pp. 149-166).

Una vez obtenido un método de separacién eficiente se inyectaron distintas
diluciones del estandar de clorofila b para conocer el tiempo de retencion de este
pigmento especifico y realizar una curva de concentracion del mismo. En la
Figura 18 se presentan el cromatograma obtenido de la inyeccidn de estandar
de clorofila b y la curva estandar de concentracion de clorofila b vs el area
integrada del pico obtenido (en unidades de mAbs*min).
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Figura 18. Andlisis de estandar de clorofila b en HPLC mediante el método de elucién
estandarizado.

(A) Inyeccién de 10 pL del estdndar a la concentracién 0,0786 mM, con un tiempo de retencién
de 29,84 minutos a 445 nm.

{B) Curva de concentracién obtenida de la inyeccidén 10 pL del estéandar de clorofila b a distintas
concentraciones. Concentracion de clorofila b en unidades de molaridad (mM) y las unidades del
area integrada bajo la curva en unidades de mAU*s.

La curva que relaciona la concentracion del estandar de clorofila b con respecto
al area integrada bajo la curva del cromatograma obtenido presenté una fuerte
correlacion con un R? cercano a uno, por lo que indicé que la curva se podia
utilizar para las calibraciones. Durante este analisis se observo que al utilizar
soluciones con concentracién mayor a 0,0786 mM del estandar, la curva dejaba
de tener un comportamiento lineal. Debido a que las muestras analizadas
presentaban un area dentro de los limites de la curva construida, no se utilizaron

los datos obtenidos de soluciones mas concentradas de clorofila b. Este efecto
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de pérdida de linealidad es comun al trabajar con analitos a concentraciones muy
elevadas. Tanto en HPLC como en otros métodos analiticos existe un rango en
el cual existe proporcionalidad entre la concentracion del compuesto en analisis
y su seial medible. Por esta razén, es recomendable que siempre al momento
de validar un método analitico, se debe detectar este rango de proporcionalidad
(Lough y Wainer, 1995, pp. 43-59).

El siguiente paso luego de identificar el tiempo de retencién de la clorofila b y
realizar su curva de concentracién, fue analizar la proporcién entre peso de
planta — volumen de metanol necesarios para extraer la clorofila b de las hojas
de A. thaliana. Para este ensayo se pesaron 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg de hojas
de plantas de A. thaliana y se colocaron en 1 mL de metanol. Luego del proceso
de extraccién se inyectaron 10 uL de cada extracto y analiz6 el area bajo la curva
obtenida al tiempo de retencion de la clorofila b. Adicionalmente, se observo el
espectro de absorcion de este componente al tiempo de retencién establecido
para el andlisis de la pureza del pico. Los resultados del andlisis de proporcién
entre peso y volumen de solvente y la pureza del pico se presentan en la Figura
19.

mM Clorofila b por peso de hojas

5l 4,74

4,95
4,12
4
3,08
3
1,98
2
| 1 I I
il B I B . .S
5 10 15 20 30

25
mg de hojas utilizados para la extraccion

Valor relativo clorofila b

Figura 19. Andlisis del peso de hojas de Arabidopsis thaliana (en mg) utilizados para la extraccidn
de pigmentos fotosintéticos en 1 mL de metanol a 4 °C durante 16 horas. Valor representado con
cada barra representa el valor normalizado de la concentracion (en mM) de clorofila b con
respecto al valor obtenido con 5 mg de hojas como referencia.
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En esta figura se puede apreciar que existié una proporcionalidad entre los mg
de hojas utilizados con respecto a la concentracion de clorofila b, es decir que la
concentracién aumentd 2, 3 y 4 veces al utilizar 10, 15 y 20 mg de hojas,
respectivamente, con respecto al valor obtenido con 5 mg de hojas. Sin embargo,
al utilizar 25 y 30 mg de hojas esta proporcionalidad dejo de tener un
comportamiento lineal y, por ende, resulté ser un peso demasiado elevado para
utilizar en este proceso. En base a este resultado, la extraccién de clorofila b a
ser analizada en HPLC se realizé utilizando un valor menor a los 20 mg de hojas
de A. thaliana.

Una vez estandarizados los métodos de exiraccion y separacién cromatografica
de pigmentos fotosintéticos en HPLC, se procedid a analizar las muestras de A.
thaliana de cada tratamiento. Los valores promedio de concentracion de clorofila
b por peso de planta utilizados por tratamiento se presentan en la Tabla 8, con
el error estandar respectivo.
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Promedio de la concentracién de clorofila b obtenida mediante HPLC para cada tratamiento

analizado. Se presentan los valores normalizados con respecto al tratamiento control t;. Valores

representados con su error estandar. ty es el control del tiempo antes de induccién o control.

Promedio de
Horas concentracion
después . de clorofila b Error
de la Tratamiento por peso de | estandar
induccién hojas utilizado
(mg/mg})
Control 24 h 1.01 0.08
NaCl 100 mM 1.08 0.03
XGO 0,1 mg-L 1.19 0.01
24 h XGO 0,1 mg-L™! + NaCl 100 mM 1.11 0.02
Control 72 h 1.31 0.11
NaCl 100 mM 0.96 0.12
XGO 0,1 mg-L™ 1.46 0.35
72 h XGO 0,1 mg-L™! + NaCl 100 mM 1.29 0.15

El resultado de analisis estadistico para la prueba de normalidad de los datos

presentados en la Tabla 8 se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9.

Resultado de las pruebas estadisticas de normalidad Kelmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para

los valores de concentracién de clorofila a y b por peso de planta utilizado. Valores p con un

nivel de significancia del 5 %.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig. Estadistico Gl Sig.
Clorofila b HPLC 0,294 32 | 0,000 0,712 32 | 0,000

Las pruebas de normalidad demostraron, con un nivel de significancia del 5 %,

que los datos de concentracion de clorofila b obtenidos mediante HPLC no se

ajustaron a una distribucién paramétrica. En base a este resultado se realizaron
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comparaciones de medias utilizando pruebas estadisticas no paramétricas. La
prueba de comparacion de distribucién y de medias entre grupos estadisticos
Kruskal-Wallis (k=9 muestras) demostré diferencias significativas entre
tratamientos. En la Figura 20 se presentan los diagramas de barras de niveles
de clorofila b por tratamiento, con sus respectivos subgrupos estadisticos.

Clorofila b medida por HPLC
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Figura 20. Diagrama de barras representando mg de clorofila b por mg de hojas utilizado por
cada tratamiento analizados mediante HPLC. Subgrupo estadistico al que pertenece cada
tratamiento segtn la prueba estadistica Kruskal-Wallis para muestras no paramétricas, con un
nivel de significancia de p < 0,05.

Se pudieron apreciar resultados bastante similares de concentracion de clorofila
b analizados, tanto por el método espectrofotométrico como por HPLC, entre los
tratamientos. Existieron, sin embargo, algunas diferencias al analizar los
patrones de concentracion entre tratamientos. En los tratamientos que
contenian los XGO (tanto a 24 horas como a 72 horas posteriores a la induccion)
se pudo observar que la concentracién de clorofila b fue estadisticamente mayor
al resto de los tratamientos (al mismo tiempo luego de la induccién), diferencia
que no se pudo observar mediante el método espectrofotométrico. Asi mismo, el
tratamiento que contenia NaCl 100 mM a las 72 horas presentdé una
concentracion de clorofila b estadisticamente menor al resto de tratamientos,

igualmente no detectable por el metodo espectrofotométrico.
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La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una modalidad de
cromatografia que trabaja a altas presiones, lo cual le confiere alta precision en
comparacién con otras modalidades de cromatografia. A mas de esto, la
cromatografia en fase reversa, técnica empleada en el presente trabajo, se basa
en la diferencia de hidrofobicidad de las moléculas para su separacion, por ende
se pueden distinguir moléculas similares con pequenas diferencias en sus
arreglos atémicos (Lough y Wainer, 1995, pp. 215-272). Debido a esta precisién
de separacion e identificacion de moléculas, el uso de esta técnica analitica para
la determinacién de clorofilas resulta util en estudios de las rutas de degradacién
de estos pigmentos, de dafios enzimaticos en la ruta de biosintesis de clorofila o
simplemente es un analisis mas preciso de niveles de estos pigmentos en
organismos fotosintéticos (Harpaz-Saad et al., 2007, pp. 1007-1022; Hu,
Tanaka, y Tanaka, 2013b, pp. 9-19; Strelkov, Lamari, y Ballance, 1998, pp. 408—
413}).

Al analizar la diferencia entre los valores de clorofila b obtenidos mediante HPLC
y el método espectrofotométrico en el presente trabajo, es indudable que existen
moléculas similares a este pigmento que dificultan su andlisis sin un proceso de
separacion anterior a su deteccién. Es probable que esta diferencia se deba a
un proceso de degradacién no enzimatica de la clorofila b debido a dafios
ocasionados por la presencia de radicales libres. En la membrana del tilacoide
se generan constantemente ROS que pueden llegar a dafar moléculas
importantes dentro del cloroplasto. Sin embargo, la tasa de generacion de estas
ROS se ve estabilizada por algunos mecanismos propios de las plantas
(actividad de las enzimas superoxido dismutasa y ascorbato peroxidasa o
compuestos antioxidantes B carotenc y tocoferol). No obstante, cuando las
plantas se encuentran bajo condiciones de estrés salino se generan radicales
libres en exceso (entre ellos ROS) que no pueden ser controlados
eficientemente. Mediante este dafio oxidativo se podria explicar la reduccion
marcada de la concentracién de clorofila b en el tratamiento que contenia NaCl
100 mM a las 72 horas; sin embargo, el tratamiento que contenia sal y
bioestimulante no presentd la misma condicion, indicando un posible sistema de
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proteccion a este dafio oxidativo (Harpaz-Saad et al., 2007, pp. 1007-10022;
Sato et al., 2015, pp. 249-259; Sudhir y Murthy, 2004, pp. 481-486).

Adicionalmente, se pudo evidenciar que en el tratamiento que dnicamente
contenia los oligosacaridos de xiloglucanos, existid un efecto de aminorar la
degradacién de clorofila b, por ende la concentracion medida por HPLC fue
estadisticamente mayor que el resto de tratamientos, resultado similar al
obtenido por espectrofotometria. Estos resultados indican un posible mecanismo
de proteccién de los XGO a los pigmentos fotosintéticos a ser degradados, tanto
en condiciones con 0 sin estrés salino. Tomando en cuenta que en el tilacoide
se producen constantemente ROS y que el estrés salino contribuye a una mayor
tasa de acumulaciéon de estos compuestos, es altamente probable que la
presencia de los XGO contribuya a la sintesis de compuestos antioxidantes, tales
como B caroteno y tocoferol o a la sobreexpresion de genes, como la superoxido
dismutasa, ascorbato peroxidasa, entre otros involucrados en el proceso de
estabilizar radicales libres en las células. Estos efectos tienen concordancia con
los resultados obtenidos en otras investigaciones, en donde se ha evidenciado
que la aplicacion de los XGO en plantas de Nicotiana tabacum tuvo un efecto de
inhibicién e induccién de ciertas enzimas peroxidasas y que en plantas de A.
thaliana estimuld la acumulacién de antocianina, un compuesto antioxidante
(Acosta, Gonzalez, Valdés, Gonzalez, y Sanchez, 2007, pp. 47-54; Gonzalez-
Pérez et al., 2012, pp. 211-221).

Hasta la fecha no se encuentran publicadas investigaciones donde se analice el
efecto de la aplicacion de los XGO sobre los niveles de clorofila a y b, ni de su
tasa de sintesis o degradacién. Existen estudios donde se demuestra que la
aplicacion de ciertos oligosacéaridos (de alginatos y quitosano) mejora la tasa
fotosintética de las plantas y conducen a una mayor concentracion de pigmentos
fotosintéticos. Sin embargo, el mecanismo de cada bioestimulante es distinto
para cada formulacioén y por esta razén, se debe validar el efecto individual de
cada bioestimulante sobre las plantas para su aplicacién en la agricultura
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(Gonzalez, Castro, Vera, y Moenne, 2012, pp. 443—448; Katapodis et al., 2002,
pp- 1413-1416).

En el presente trabajo se demostré que la presencia de los XGO a la
concentracién de 0,1 mg.L™ en el medio de cultivo regulé negativamente la
expresion del gen CV y mantuvo elevados los valores de concentraciones de
clorofila a y b. De igual forma, se evidencié que es probable que exista una
relacion directa entre la regulacién negativa del gen CV con respecto a la
concentracion de clorofilas en las plantas, indicando que el mecanismo de
vesiculacion de cloroplastos es una de las principales vias de dafios en los
sistemas fotosintéticos de las plantas bajo condiciones de estrés salino. Los
resultados de este trabajo sugieren que la aplicacion de los XGO confieren cierto
nivel de tolerancia en plantas de A. thaliana a condiciones de estrés salino,

mediante mecanismos de proteccion del sistema fotosintético de las mismas.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. Conclusiones

La presencia de oligosacaridos de xiloglucanos a la concentracion 0,1 mg.L™
provocd la regulacién negativa del gen CV de plantas de Arabidopsis thaliana, lo
que sugiere que evita la degradacion de cloroplastos por la ruta de vesiculacion
en presencia 0 no de estrés salino.

El tratamiento con oligosacaridos de xiloglucanos a la concentracién 0,1 mg.L™
mantuvo los niveles de clorofila a y b elevados con y sin estrés salino, frente a
sus controles respectivos en plantas de Arabidopsis thaliana, lo que apunta a
una mayor tasa fotosintética.

Se estandariz6 un método cromatografico que permitié la identificacion de
clorofila b con un tiempo de retencién de 29,8 minutos.

Se determind un método cromatografico que permitid la separacion e
identificacion de clorofila b en un extracto de pigmentos fotosintéticos de hojas
de Arabidopsis thaliana.

El método de HPLC estandarizado permitid determinar la concentracion de
clorofila b en los diferentes tratamientos y diferenciarlo de compuestos analogos
de este pigmento fotosintético, no detectables por espectrofotometria.

La tasa de degradacion de clorofila b en condiciones salinas se vio reducida con
la presencia de oligosacéridos de xiloglucanos a la concentracion de 0,1 mg.L™
en plantas de Arabidopsis thaliana, lo que sugiere que le confieren a las plantas
mayor tolerancia a este tipo de estrés.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto apuntan a que la presencia de
oligosacéridos de xiloglucanos a la concentracion de 0,1 mg.L™! confieren
tolerancia a las plantas de Arabidopsis thaliana frente a estrés salino, al reducir



76

la tasa de vesiculacion de cloroplastos e inducir un aumento en la concentracion

de clorofilas a y b en sus tejidos foliares.

6.2. Recomendaciones

Realizar un analisis de niveles de expresién de genes involucrados en la sintesis
y degradacion de pigmentos fotosintéticos, tales como las clorofilas a y b cuando

han sido tratadas con XGO bajo condiciones salinas.

Realizar un estudio comparativo sobre distintos mecanismos de degradacién de
cloroplastos (entre ellos vesiculacion de cloroplastos, autofagia de cloroplastos
y vacuoclas asociadas a la senescencia) en plantas tras su tratamiento con XGO

en condiciones de estrés salino.

Medir la capacidad antioxidante y producciébn de compuestos fitoquimicos
antioxidantes especificos en las plantas al afiadir XGO, que puedan proteger la

maaquinaria fotosintética, como R caroteno y tocoferol.
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