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RESUMEN
Los &cidos omega son 4cidos grasos poliinsaturados se encuentran en las grasas y
los aceites tanto de animales como de vegetales. Los principales acidos que
destacan por su importancia nutricional son el acido eicosapentaenoico (EPA n-3)
omega-3, el &cido decosahexaenoico (DHA n-3) omega 3 y el araquidénico (ARA n-
6) omega-6, que son biosintetizados a partir del acido a-linoleico 18:3 (ALA). En la
estructura de los acidos grasos, cuando el primer doble enlace se ubica en el tercer
carbono del grupo metilo (CH3) se llama omega-3 y cuando el doble enlace se
encuentra en el sexto carbono de la cadena de la misma cadena. El radical se llama
omega-6. La fruta de fresa es una de las méas populares alrededor del mundo, y es
capaz de producir estos acidos grasos en bajas cantidades. Es un fruto agregado
con un alto nimero de aquenios. Ademas de su sabor, el alto valor nutritivo y fuente
de antioxidantes, la fruta de fresa contiene hasta 780 pg/g de ALA (omega 3) en los
aquenios; de 450 a 100 pg/100g de antocianinas y 567 pg/g de acido ascorbico
(vitamina C) entre otros antioxidantes. Con el propésito de incrementar los niveles
de ALA en el fruto de fresa, en este experimento se aplicaron doce tratamientos de
compuestos elicitores o bioestimulantes en forma de aspersion foliar en un disefio
completamente al azar dentro de un invernadero ubicado en Huachichil, Coahuila,
México.
La evaluaciéon de los resultados se realizé por medio de PCR en tiempo real
utilizando el gen ACO2 (encargado de la formacién de la acetil-CoA, enzima
involucrado en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados). De los resultados
obtenidos el tratamiento que obtuvo una mayor sobreexpresioén del gen ACO2 fue
la aplicacion de algas marinas [15 cm3 L-1], donde el gen ACO2 incrementé su
expresion 2.862 veces mas respecto al testigo. Otros tratamientos que destacaron
al superar al testigo fueron: Acidos hdmicos y fulvicos [20 cm3 L-1] con una
incremento de la expresion de 1.805 veces, melaza [20 cm3 L-1] 2.158 veces, acido
salicilico [1x10 -4 M L-1] 0.849 veces, acido glutamico [1.96 g/L] 2.901 veces, y
peréxido de hidrogeno 50% [30.014 x 10 “*M] 0.475 veces.
PALABRAS CLAVE: acido a-linoleico (ALA), PCR, gen ACO2, acetil-CoA.



ABSTRACT

Polyunsaturated fatty acids are found in fats and oils from both animals and
vegetables. The main acids that stand out for their nutritional importance are
eicosapentaenoic acid (EPA n-3) omega-3, decosahexaenoic acid (DHA n-3) omega
3 and arachidonic acid (ARA n-6) omega-6, which are biosynthesized from a-linoleic
acid 18: 3 (ALA). In the structure of fatty acids, when the first double bond is located
at the third carbon from the methyl group (CH3) it is called omega-3 and when the
double bond is at the sixth carbon of the chain from the same radical it is called
omega-6. Strawberry fruit is one of the most popular around the world, and is able
to produce these fatty acids in low amounts. It is an added fruit with a high number
of achenes. In addition to its flavor, high nutritional value and source of antioxidants,
strawberry fruit contains up to 780 ug / g of ALA (omega 3) in the achenes; of 450
to 100 pg / 100g of anthocyanins and 567 ug / g of ascorbic acid (vitamin C) among
other antioxidants. In order to increase ALA levels in the strawberry fruit, twelve
treatments were applied in the form of foliar spray in a completely randomized design
inside a greenhouse in Huachichil, Coahui-la, Mexico. The evaluation of the results
was carried out by real-time PCR using the ACO2 gene (involved in the biosynthesis
of polyunsaturated fatty acids). Of the results obtained, the treatment that obtained
the highest overexpression of the ACO2 gene was the application of marine algae
[15 cm3 L-1], where the ACO2 gene increased its expression 2,862 times more than
the witness. Other treatments that stood out when passing the control were: Humic
and fulvic acids [20 cm3 L-1] with an increase in the expression of 1,805 times,
molasses [20 cm3 L-1] 2,158 times, salicylic acid [1x10] -4 M L-1] 0.849 times,,
glutamic acid [1.96 g / L] 2,901 times, and hydrogen peroxide 50% [30.014 x 10 -
4M] 1.475 times.

KEY WORDS: a-linoleic acid (ALA), PCR, ACO2 gene, acetyl-CoA



INTRODUCCION

La produccion de fresa tiene una amplia distribucion en el mundo, siendo los
principales paises productores: China, Estados Unidos, México, Egipto y Turquia.
(Axayacatl, 2017). México es de los principales exportadores a nivel mundial con
una produccién anual de 468.25 mil toneladas de las cuales 52.20% son destinadas
para la exportacion. Se estima que para el 2030 la demanda mundial de fresa sea
aproximadamente 34.44% mayor a la actual, mientras que la produccion nacional
en un crecimiento acumulado tiene la capacidad de incrementarse hasta 26.44%
para el 2030 (Gallardo et al., 2017) Los cinco principales estados productores de
fresa en México son Michoacéan, Baja California, Guanajuato, Baja California Sury
Estado de México, en su conjunto, estas entidades aportan el 99% de la produccion
total (Martinez, 2017).

Los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFAs por sus siglas en
inglés) son sumamente importantes para la salud, ya que proveen proteccion contra
enfermedades cardiovasculares y favorecen el desarrollo del feto (NAPIER 2010;
Saravanan et al., 2010). El cuerpo humano sintetiza estos acidos grasos en nula o
pocas cantidades por lo que es imprescindible consumirlos en nuestra alimentacion
(NAPIER 2010). Los acidos grasos mas importantes para la salud son el acido
eicosapentaeonico (EPA; 20:5A) y el acido decosahexaenoico (DHA; 22:6), los
cuales se sintetizan en bajas cantidades a partir del acido a-linoleico (ALA; 18:3A)
(Ruiz-Lopez et al., 2014). En plantas, que a su vez también tiene aportes
nutricionales, tiene mayor presencia en los vegetales como semillas de soya,
nueces y aceite de canola (Pan et al., 2012).

El acetil-CoA proveniente de los fotosintatos producidos en la fotosintesis y es el
precursor de acidos grasos. La enzima del plastido piruvato dehidrogenasa provee
la mayoria del acetil CoA (Hardwood, 2005) que ingresa a los dos sistemas
enzimaticos encargados de la formacion ‘de novo’ de acidos grasos en plantas, los
cuales son la acetil CoA-carboxilasa (Gurr et al., 2002; Page et al., 1994) y acido
graso sintasa Hardwood, 1995; Hardwood, 2005). Estos sistemas producen los

acidos grasos de cadena larga “palmitato” y “estearato”. Posteriormente, estos



compuestos formaran cadenas de &cidos grasos de >18C como el ALA por medio
de desaturacién, elongacion y otras modificaciones (Ruiz-Lépez et al., 2014).

El incremento en la demanda de EPA y DHA proveniente de peces marinos
promueve la sobre-pesca, (Cressey, 2009) por lo que en conjunto con la
preocupacion ambiental se intensifico la busqueda de nuevas fuentes de omega-3
(Tocher 2009). Como la produccion de omega-3 en fresa esta presente en bajas
cantidades es posible incrementar su concentracion con estimulo de enzimas o
estrés oxidativo inducido para fomentar la produccién ALA (Pan et al., 2012). Se ha
demostrado que el contenido de ALA en hojas incrementa con la activacién de
genes de defensa, y que por medio de estrés oxidativo inducido y controlado las
especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas, ademas de causar estrés
oxidativo celular, también cumplen la funcién de sefializacion de estrés, asi como
segundos mensajeros en las sucesiones de transduccién de sefiales en respuesta
al estrés (Mittler 2002).

Con el uso de promotores de oxidacién controlada, inductores quimicos o naturales
qgue funcionan como sefializadores, asi como con el uso de acidos organicos,
hamicos y fulvicos se ha reportado recientemente que es posible manipular los
mecanismos de defensa de las plantas, los niveles de fitoquimicos especificos, de
antioxidantes y de vitaminas (Lester, 2006; Dietrich et al., 1999; Kocsy et al., 2001;
Benavides-Mendoza, 2002; Rosales-Veladzquez et al., 2006).



OBEJTIVO

Objetivo General

Analizar el cambio de expresion del gen ACO2 mediante PCR en tiempo real en
respuesta a la aplicacion de 12 compuestos elicitores o bioestimulantes con la
finalidad de determinar indirectamente el incremento de la concentracion de acidos

grasos poliinsaturados de cadena larga en plantas de fresa cv. “Albion”.

Objetivos Especificos
1. Establecer la técnica adecuada de extraccion de ARN en el fruto de fresa.
2. Validar la amplificacion del gen ACO2 mediante PCR en tiempo real
utilizando iniciadores especificos.
3. Cuantificar la expresion del gen ACO2 mediante PCR en tiempo real en las

plantas de fresa sometidas a los diferentes tratamientos.

Hipotesis
Al menos alguno de los tratamientos aplicados incrementara la expresion del gen
ACO2 y como consecuencia aumentara la concentracion de &cidos grasos

poliinsaturados de cadena larga en plantas de fresa, cv. “Albion”.



REVISION DE LITERATURA

La fruta de fresa es una de las més populares alrededor del mundo. Es un fruto
agregado compuesto de un receptaculo agrandado con un alto nimero de aquenios
gue son la fruta verdadera (Hancock, 1999). Ademas de su sabor contiene un alto
valor nutritivo y fuente de antioxidantes. La fruta de fresa contiene hasta 780 pg/g
de acido alfa linolenico (omega 3) en los aquenios; de 100-450 pg/100g de
antocianinas y 567 ug/g de acido ascorbico (vitamina C) entre otros antioxidantes
(Oregon Strawberry Comission, 2014).

Por medio de ingenieria molecular se ha tratado de incrementar los contenidos de
los &cidos grasos de interés (EPA y DHA) para la salud humana en vegetales a
niveles similares a aguellos en peces, pero se ha comprobado que téchicamente es
un gran reto (Ruiz-Lopez et al., 2014). En este sentido la modificacion por medio de
ingenieria genética no ha sido muy prometedora hasta ahora debido a que los
niveles obtenidos en plantas transgénicas han sido relativamente bajos, <5% del
total de acidos grasos (Damunde y Kinney, 2008; Cheng, 2009). Ademas de que los
productos genéticamente modificados requieren varios afios en producirse y son
costosos (Prado et al., 2014), ademas de que no son totalmente aceptados por una
gran parte de la poblacion a nivel mundial por los posibles riesgos que pudiesen

presentar a la salud humana y al medio ambiente (Riechmann, 2004).

Nutricion e Importancia de los Acidos Grasos Omega 3

Los acidos omega son acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en las
grasas Yy los aceites tanto de animales como de vegetales se clasifican en base a
Su estructura quimica, la cual indica la posicion de su primer doble enlace en
referencia al ultimo carbono, que se identifica con la letra griega omega (w) y el
namero de carbonos presentes en la molécula (Alicia et al., 2010; Oliva, 2013).

Los acidos grasos poliinsaturados representan entre un 7-10% de la energia
proveniente de la alimentacion diaria (Instituto Superior de Ciencias Médicas Villa
Clara 1997). Los principales acidos que destacan por su importancia nutricional son
el acido eicosapentaenoico (EPA n-3) omega-3, el &cido decosahexaenoico (DHA

n-3) omega 3y el araquidonico (ARA n-6) omega-6, que son biosintetizados a partir



del acido a-linoleico 18:3 (ALA) (Coronadoet al., 2006). EI consumos de estos
lipidos es de suma importancia debido a la incapacidad de cuerpo humano para
sintetizarlos (Alicia et al., 2010)

Se conocen dentro de los beneficios de los omega-3 una disminucién en la
viscosidad de la sangre al disminuir la cantidad de triglicéridos, esto trae en
consecuencia una estabilidad en la hipertension arterial, ademéas son componentes
estructurales del cerebro durante el embarazo (Isabel Castro-Gonzalez Biologa,
2002) Estudios realizados en roedores han demostrado que el consumo de acidos
grasos n-3 tienen un efecto en la disminucién en tumores cancerigenos (Coronado
Herrera et al., 2006) Asi mismo los omega 3 poseen efectos antiarritmicos y
antitrombicos que alarga en periodo de sangrado impidiendo la adherencia de
plaguetas en las arterias y disminuye la concentracion de colesterol en plasma

previniendo una arterosclerosis (Isabel Castro-Gonzalez Bidloga, 2002).

Biosintesis de Acidos Grasos

El primer paso en el proceso de biosintesis de acidos grasos sucede dentro de la
mitocondria (Figura 1), la enzima piruvato deshidrogenasa fracciona al piruvato para
obtener acetil-CoA, sin embargo, la membrana mitocondrial es selectivamente
permeable e impide la salida del acetil-CoA al citoplasma. Para salir, el acetil-CoA
entra a una fraccion del ciclo de Kreps para unirse con el oxaloacetato presente en
la mitocondria y convertirse en citrato con la ayuda de la enzima citrato sintasa. Una
vez en el citosol el citrato es dividido con la ayuda de la enzima citrato liasa para
liberar acetil-CoA (“Metabolismo de Llpidos,” 2010)

Esta reaccion es llevada a cabo con una molécula de ATP y se obtienen
nuevamente las dos moléculas constituyentes del citrato. En el citosol el
oxaloacetato es transformado en malato mediante una reduccion energizada por
NADH+H utilizando la malato deshidrogenasa. Una vez formado el malato, la
enzima malicay el NADP+ oxidado lo convierten en piruvato liberando en la reaccion
una molécula de CO2 como resultado de la descarboxilacién y una molécula de
NADPH+H que sera utilizada posteriormente en el proceso de biosintesis de acidos

grasos.(de la Luz Velazquez Monroy & Angel Ordorica Vargas, 2009)



Metabolismo de Lipidos

Membrana
Mitocondrial
Interna
Citrato = Citrato
CoA-S _;COA-SH
Acetil-CoA Acetil-CoA
Oxalacetato Oxalacetato
NADH NADH
co;” A NAD*
NADH= 2 Malato > Malato
NADP*
NAD* COz
ADPH
Piruvato == * Piruvato

Figura 1. Transferencia de Acil-SCoA desde el espacio intermembrana a la matriz

mitocondrial ( Velazquez et al,. 2009)

Para continuar con el proceso de formacion de &cidos grasos es necesario un
compuesto llamado malonil-CoA (Figura 2). Para fabricarlo entra en funcién un
compuesto enzimatico de gran importancia conocido como Acetil-CoA carboxilasa
(compuesto por biotina, biotina carboxilasa, una proteina acarreadora de
carboxibiotina, transcrboxilasa y un sitio alosterico regulador). La proteina
acarreadora sujeta a la biotina y la dispone a la enzima biotina carboxilasa que se
encarga de agregar un grupo carbonilo proveniente del bicarbonato utilizando ATP.
Una vez realizada esta reaccion la proteina acarreadora desplaza la biotina al sitio
de accion de la transcarboxilasa, esta enzima sirve transferir el CO2 a la acetil-CoA
y formar el malonil-CoA. La biotina sirve como un transportador temporal del grupo

carbonilo durante el proceso de fijacion del diéxido de carbono (De & Lefiero, 2009).

ATP ADP + Pi

1 - I
CH3;C-5-CoA 0-C-CH;C-S-CoA
Acetil-CoA co Malonil-CoA

2

Figura 2. Formacién del malonil-CoA (Velazquez et. al., 2009).



Es necesario activar las moléculas que serviran en los procesos subsecuentes de
la lipogénesis, para ello se utiliza una proteina llamada “proteina acarreadora del
acilo” (ACP) que se compone de 3 regiones, la primer parte es una proteina unida
de forma covalente a una region protética la cual no estd compuesta de aminoacidos
y finalmente una region de anclaje donde se unird la molécula a activar. En esta
reaccion la molécula de pierde la CoA-SH y recibe la proteina acarreadora del acilo.
Sucede de la misma forma para la acetil-CoA (Figura 3) y para la malonil-CoA
(Figura 4), lo que cambia es la enzima que se encarga de realizar el proceso. En el
caso de la fijacion del ACP a la molécula de malonil-CoA la enzima encargada es la
malonil-CoA ACP transacilasa, esta enzima es especifica para la molécula de
malonil mientras que la enzima que trabaja con el acetil-CoA es multienzimatica,
esto quiere decir que puede realizar la fijacion del ACP a diferentes moléculas
(“Metabolismo de Llpidos,” 2010).

ACP CoA-SH
? Q
CH;C-S-CoA CH;C-S-ACP
Acetil-CoA Acetil-ACP

Figura 3. Activacion del acetil-CoA con la proteina acarreadora del acilo (ACP)
(Velazquez et. al., 2009).

ACP CoA-SH
0] 0] O

=1l 1] ]| 1]
0O-C-CH;C-S-CoA 0-C-CH;C-S-ACP
Malonil-CoA Malonil-ACP

Figura 4. Activacion del acetil-CoA con la proteina acarreadora del acilo (Velazquez
et. al., 2009).

Una vez cargadas las moléculas que serviran para la biosintesis de acidos grasos
el complejo enzimatico acido graso sintetasa se encarga se formar Unicamente
palmitato también conocido como acido palmitico, un acido graso de 16 carbonos.
En primer lugar, se realiza un proceso de condensacion en el cual la acilmalonil ACP

sintasa se encarga de unir una molécula de acetil-CoA y una de malonil-CoA, en



esta reaccidn se elimina una molécula de diéxido de carbono y simultdneamente se
une el acetilo del ACP al C2 de la molécula de malonil. La molécula resultante,
acetoacetil-ACP, es reducida de forma estéreo especifica por la enzima 3-cetoacil-
ACP-recutasa que ocupa una molécula de NADPH™* para realizar la reduccion y
formar D-3-Hidroxibutiril. En la tercera reaccion, la deshidratacion, la enzima D-3-
hidrociacil-ACP-deshidratasa se encarga de eliminar una molécula de H20. La
molécula resultante se conoce como crotonil-ACP. Finalmente se realiza una
segunda reduccion energizada por NADPH+ con la accion de la enoil-ACP-
reductasa que se encarga de eliminar el doble enlace restante para formar un acil-
ACP saturado de 4 carbonos llamado butiril-ACP (Velazquez et. al., 2009).

Para formar el palmitato (Figura 5), la acido graso sintasa realiza 7 ciclos, para ello
requiere 8 moléculas de acetil-CoA de las cuales 7 son convertidas en malonil-CoA
utilizando una molécula de ATP para cada conversion. Ademas, son necesarias 14

moléculas de NADPH*, dos por cada ciclo que realiza el complejo enzimético.

Cco,
Acetil-CoA Malonil-CoA
ACP-S ACP-SH
CoA-SH CoA-SH
' Malonil-ACP
NADP AckaCP aon
Acetil-ACP
NADPH ACP-SH + CO,
Enoil-ACP 3-Cetoacil-ACP
NADPH
H,0 k /&
3-Hidroxiacil-ACP NADP*

Figura 5. Formacion del acido palmitico (Velazquez et. al., 2009).

Elongaciéon de Acidos Grasos: La acido graso sintetasa genera acido palmitico

(C16) en forma de palmitil- CoA. Los acidos grasos con cadenas mas grandes se
generan mediante dos sistemas de &cido graso elongasas independientes. En el

caso de los mamiferos se utiliza acetil-CoA como sustrato en el sistema de



elongacion mitocondrial que se lleva a cabo en la mitocondria (por reversion de la
B-oxidacion, cambiando el cofactor FADH2 por NADPH en la reduccion final). El
sustrato utilizado para la elongacion de acidos grados en los vegetales es malonil-
CoA en el sistema de elongacién microsomal (Figura 6) que tiene lugar en el reticulo
endoplasmatico, donde todos los intermediarios se encuentra unidos a coenzima A.
Este sistema es idéntico al de sintesis pero las enzimas son diferentes e

independientes (Velazquez Monroy & Ordorica Vargas, 2009).

NADP* Malonil-CoA

C18-CoA
C16-CoA
NADPH CoA-SH + CO,

Enoil-CoA 3-Cetoacil-CoA

NADPH
" k 4/(
3-Hidroxiacil-CoA

NADP*

Figura 6. Sistema de elongacién microsomal (Velazquez et. al., 2009).

Insaturacion de acidos grasos: Para la sintesis de acidos grasos insaturados, se usa

un sistema microsomal de transporte de electrones que depende de NADPH y O2z(de
la Luz Velazquez et al, 2009). Una caracteristica que poseen los vegetales es la
capacidad de insertar dobles enlaces en los &cidos grasos gracias a la accion de
las enzimas que presentan, entre el doble enlace del carbono 10 y el carbono metilo

terminal.

Los nuevos dobles enlaces que son incorporados a la cadena del &cido graso estan
separados entre si por un grupo metileno (interrumpidos por metileno). La enzima
A9 desaturasa presente en los mamiferos les permite sintetizar la familia de acidos
grasos insaturados w9 (acido oleico, &cido palmitoleico etc.) mediante una

combinacion de alargamiento e insaturacion de la cadena (De & Lefiero, 2009).



Mientras que los vegetales tienen la capacidad de insertar dobles enlaces en los
acidos grasos entre el doble enlace del carbono 10 y el carbono metilo terminal
debido a la accion de las enzimas que presentan (Metabolismo de los Lipidos.
Facultad d, no date). Gracias a ello las plantas son capaces de sintetizar acido
linoleico (A9,12 C18:2) y acido a-linolénico (A9,12,15 C18:3), necesarios para la

sintesis de los otros miembros de las familias w6 y w3 (Figura 7).

9 | Acido oleico —2» 18:2 1 » 20:2 -3 » 203 52234 5004
Familia 18:1 4
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24:1 «— 22:1 «— 20:1
, ) B 2 i 1 i 3 i 1 4 _
6 Acido linoleico — 18:3 —— 20:3 —» 204 ——» 224 —» 225
Familia 18:2 4
o
I
202/ @
3 Acido 1 3 1 4
1 —» 203 — 204 — > 224 — > 22:5
Familia -linolénico
18:3

Figura 7. Biosintesis de las familias w9, w3, w6 de acidos grasos poliinsaturados
(De & Leiiero, 2009).

Estrés

La productividad y la expansion territorial de los cultivos se ven constantemente
amenazados por el estrés ambiental. Estudios estiman que tan solo el 10% de la
tierra arable se encuentra libre de estrés, 20% presentan deficiencia o toxicidad
mineral, 26% se encuentra en condiciones de estrés hidrico y 15% bajo
condiciones de congelacion. (Blum, 1988)

El crecimiento, las interacciones con el medio ambiente y el desarrollo son algunas
de las funciones mas importantes que desempefan las especies reactivas al
oxigeno en las plantas. En el proceso de fotosintesis y en el de respiracion se
producen grandes cantidades de ERO’s (especies reactivas al oxigeno), no
obstante, se mantiene un control de sintesis y depuracion bajo un mecanismo de

homeostasis oxido-reduccion. Para mantenerse esta homeostasis existen dos



grupos de mecanismos antioxidantes: los mecanismos enzimaticos como es el
caso de la catalasa, la superoxido dimutasa y las peroxidasas, y los mecanismos
no enzimaticos como el glutation y el ascorbato. Al generarse un desequilibrio entre
la produccién y la eliminacion de las especies reactivas al oxigeno se genera el
fendmeno que conocemos como estrés oxidativo (Miranda-ham & Castro-concha,
2009).

Un factor constante es la sobre produccion de ERO’s en la totalidad de las
condiciones adversas independientemente de su naturaleza.(Inzé & Van Montagu,
1997). El estrés oxidativo es simplemente una alteracion de la homeostasis
REDOX intracelular, un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes. Debido a la
elevada actividad de las especies reactivas al oxigeno y la ausencia de
mecanismos que las depuren, las ERO’s provocan alteraciones en la funcién y en

la estructura de las células (Simontacchi M., 2001)

Especies reactivas de oxigeno: Uno de los gases mas importantes y abundantes
(21% de la atmaosfera) del planeta Tierra es el oxigeno molecular (O2), constituye
cerca del 89% del peso del agua de mary cerca del 47% de la corteza terrestre. Los
seres vivos han evolucionado en base a estas condiciones, utilizando el oxigeno
para respirar y obtener energia. Por otra parte, de esta molécula derivan las EROs.
Dada su funcion en la produccion de energia quimica, las mitocondria es
considerada la fuente principal de las especies reactivas al oxigeno (Macedo-
Marquez, 2012). Las especies reactivas al oxigeno se dividen en dos grupos: los
radicales de oxigeno como el hidroxilo (OH-), el superéxido (O2-), y el peroxilo, y
las moléculas no radicales como el peroxido de hidrégeno (H202) y el oxigeno
singulete (O2) Un radical libre es una especie cualquier con la capacidad de existir
de manera independiente y que posee uno 0 mas electrones no apareados
(electrones que se encuentran solos ocupando un orbital atbmico o molecular). Los
radicales se forman a través de diferentes mecanismos que incluyen la adicién de
un electrén a un no-radical. Un ejemplo de ello es el oxigeno molecular, no posee
un apareamiento completo de sus electrones. Sus dos electrones tienen el mismo

namero cuantico de spin, es decir, sus spins son paralelos; de aqui su gran



capacidad para reaccionar con la mayoria de las moléculas que no son radicales
(Halliwell, 2006)

Oxigeno singlete
|:0:0-1 0:0: |1
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Energia
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1-0:01 0:0: H:0:0:H -O:H H:O:H

Oxigeno Anion Perdxido de Radical Agua
superoxido hidrégeno hidroxilo

Figura 8. Principales especies reactivas de oxigeno.

Estrés oxidativo
El estrés oxidativo se genera bajo condiciones desfavorables para la planta, estas
condiciones bien pueden ser bibticas, por accion de otros seres vivos 0 abio6ticos,
por excesos o limitaciones en el medio ambiente fisico y quimicos que les rodea.
(Inzé & Van Montagu, 1997)

Estrés bidtico: en su mayoria causada por patégenos. Existe una reaccion

conocida como explosién oxidativa, es una de las respuestas mas rapidas de
defensa que se basa en la produccion de especies reactivas al oxigeno,
principalmente superdéxido y peréxido de hidrégeno en el lugar afectado por
el patdgeno. La relacion que existe entre la planta y el patdgeno puede ser
de compatible, donde el patdgeno infecta la planta provocandole una
enfermedad, o incompatible, en la que los mecanismos de defensa de la
planta impiden su entrada o establecimiento. En este Ultimo caso entra en
funcién un sistema llamado “resistencia sistémica adquirida” en el cual las

células afectadas por el patdgeno se comunican con las células y tejidos



adyacentes a través de sefiales que activan la produccion de compuestos
bioquimicos para evitar la diseminacion del patdgeno. Este sistema se
denomina resistencia sistémica adquirida (Cabrera-De la Fuente, et. al.,
2006)

Estrés abidtico: En condiciones normales la regulacion de sintesis y

degradacion de las especies reactivas del oxigeno se encuentra estrictamente
regulada, y se encuentran en constante produccion en los peroxisomas, la
mitocondria y el cloroplasto. No obstante, este equilibrio se puede ver alterado
por factores externos, como son los cambios fisicoquimicos del medio
ambiente que provocan déficit hidrico, altas temperaturas, la salinidad, un
aumento en la intensidad de la radiacién, o falta de oxigenacién en las raices
(anaerobiosis). Dentro de los factores mecénicos se pueden manifestar fuertes
vientos, compactacion del suelo y lesiones a los tejidos de las plantas, entre
otras. Por otro lado la deficiencia de los elementos macro y micro nutrientes,
la presencia de contaminantes inorganicos como los metales pesados, NOX,
03y SO2 y organicos como los compuestos bifenilos policlorados (BPC), los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) o los clorofluorocarbonados
(CFC), son conocidos como factores quimicos estresantes. Generalmente se
presentan combinaciones de mas de 2 condiciones a la vez (Cabrera-De la
Fuente, et. al., 2006)

Metabolitos

El metabolismo de las plantas es un sistema complejo de produccién y degradacion
de compuestos organicos. Estos compuesto son conocidos como metabolitos, y han
sido estudiados desde la segunda mitad del siglo XIX (Croteau, Kutchan, & Lewis,
2000). Esta diversidad bioquimica es el resultado de la co-evolucién entre plantas y
el medio ambiente en el que viven. (Rausher, 2001). En la actualidad no existe una
diferenciacion entre ellos, sin embargo hay una calificacion que se divide en:
metabolitos primarios (lipidos, carbohidratos y proteinas) y metabolitos secundarios
(terpenos, cumarinas, flavonoides, alcaloides, entre otros). Existe una amplia

variedad de metabolitos secundarios (80 mil aproximadamente) y contantemente se



caracterizan casi 4 mil al afio, debido a su basta diversidad los usos y aplicaciones
de estos compuestos tienen un aporte en diversas campos de estudio.(Theis &
Lerdau, 2003)

Produccion de Metabolitos La informacion genética se ve influenciada por el medio
ambiente y se encarga de la sintesis de metabolitos que en consecuencia modulan
el crecimiento, y desarrollo de las plantas. En la blsqueda por aumentar a
produccion de los compuestos metabdlicos se han implementado tecnologias de
mejoramiento genético como es el caso del aumento genotipico (heredable) y por
otro lado el aumento fenotipico (no heredable) que se implementa como el manejo
y manipulacion de los factores ambientales como la temperatura, la humedad, la
salinidad del suelo, la nutricion etc. Dentro de las tecnologias implementadas para
el aumento del fenotipico, se propone que se pueden inducir respuestas en el
crecimiento de las plantas y la sintesis de metabolitos, mediante la aplicacién
exdgena de compuestos, evocadores o precursores. (Benavides Mendoza, 2002)

Acidos orgéanicos

Los compuestos resultantes del metabolismo son productos carbonados, en su
mayoria organicos que se denominan acidos organicos. Dentro de esta clasificacion
de compuestos se encuentra el acido salicilico y su precursor el 4cido benzoico,
ambos actian como activadores o promotores de la oxidacion controlada (POC)
(Benavides Mendoza, 2002a). Aplicaciones de acido glutdminico parece jugar un
papel de precursor energético (Steer y Breves, 1966), incluso como sinergista que
en la combinacién con otros compuestos pueden aceleran la produccion y

concentracion de los metabolitos de interés (Sandoval y Kamara, 2002).

Acido Glutamico
El acido glutdmico (Figura 9). Se deriva del acido a-ceto glutarico en el ciclo de
Krebs, y a su vez es precursor de glutamina, sustrato de otros aminoacidos,

proteinas y acido delta-aminolevulinico que da origen a clorofila y fitocromos.



HO OH
NH; +Na

Figura 9. Estructura quimica del &cido glutamico

Una de las amidas mas importantes en las plantas es la glutamina (Figura 11), la
cual se forma gracias a la accion de la enzima glutamato sintetasa que se encarga
de la adicion de un grupo amino (NH2), derivado del amonio (NH4*), al grupo
carboxilo méas lejano del carbono alfa formando un enlace amida en la estructura
del acido glutamico (CsHoNO4). Posteriormente la glutamina sede su grupo amida
al carbono carbonilico del acido cetoglutarico obteniendo 2 moléculas de acido
glutamico, una de ellas es necesaria para mantener la reaccion mientras la otra
puede entrar directamente a la sintesis de otros compuestos, parte del glutamato
se trasporta hacia otros tejidos, en donde se utiliza de manera similar en procesos

de sintesis.
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Figura 10. Participacion del &cido glutamico en la sintesis de metabolitos o
fitoquimicos.

A demas la glutamina sirve como precursor de la asparagina (C4HsN203) al ceder
su grupo amina al acido aspartico por medio de la enzima asparagina sintetasa. La
glutamina es caracteristica por su alta capacidad para fijar nitrdgeno en los
vegetales debido a la alta relacion carbono:nitrogeno que posee. En hojas maduras,
la glutamina se forma a partir del acido glutamico y el amonio (NH**) iniciando por
la catalizacion de la molécula que posteriormente es transportada por medio del
floema hacia hojas jévenes, flores, frutos, raices, y semillas. Otros de los érganos
gue poseen altas cantidades de glutamina son los que desempefian la funcion de

reserva como los tubérculos (Salisbury et al., 1994).



El hierro en las plantas

El hierro forma parte estructural de los quelatos y fitoferritina., (Sanchez, 2007).

En condiciones de crecimiento controladas, aproximadamente el 80% del hierro
esta localizado en los cloroplastos en forma de ferredoxina, la ferredoxina actiia en
varios procesos metabdlicos como la fotosintesis y la reduccion del nitrdgeno
(Alegria, 2016). El hierro destaca del resto de los micronutrientes por ser el que se
requiere en mayor cantidad. Puede ser absorbido como Fe Ill-idn férrico y como
Fell- ion ferroso, esta ultima forma de hierro se absorbe mayor facilidad debido a su
solubilidad. El Fe se acumula en las hojas méas antiguas y es relativamente inmovil
en el floema por la formacion de 6xidos o fosfatos férricos, aunque esta cuestion no
esta suficiente- mente dilucidada (Azcén-Bieto & Talon, 2003).

En una amplia cantidad de organismos gran porcentaje del Fe esta asociado con
las porfirinas. En las plantas, los citocromos son las moléculas mas comunes que
contienen porfirinas. Los citocromos son fundamentales en los sistemas respiratorio
y fotosintético y su propiedad mas importante, la funcidén redox, se deriva de la
capacidad del Fe de ser oxidado de manera reversible de Fe (Il) a Fe (lll). Esta
capacidad permite realizar reacciones redox rapidas por transferencia de electrones
(Benavides Mendoza, 1999). Existe una serie de enzimas en las que el hierro actda
como un componente metalico redox o como un elemento de unién entre enzima y
sustrato. Un ejemplo de ello son las lipoxigenasas que regulan la peroxidacion de
lipidos, por lo que estan implicadas en la senescencia. El principal efecto de la
deficiencia de hierro en hojas se produce en los cloroplastos, se reduce el nimero
de tilacoides y granas, y se altera la estructura del tilacoide. La reduccion en la
membrana del tilacoide va acompafiada de una disminucién en todos los pigmentos
gue recogen la luz lo que en consecuencia provoca una reduccién en la capacidad
fotosintética de la planta que se traduce en una disminucion de azucares y almidon,
con la consiguiente alteracion en la sintesis de proteinas, y enriquecimiento de los
lipidos en acidos grasos insaturados. Al igual que las raices, en hojas y savia del
xilema se acumulan &cidos organicos, principalmente citrato y malato, y se
incrementa la actividad de PEPC y de distintos enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos como malato deshidrogenasa (MDH), citrato sintetasa, isocitrato



deshidrogenasa etc. El enzima PEPC cataliza la incorporacion de bicarbonato en
un acido organico C3, fosfoenol piruvato, generando oxalacetato, que es
trasformado a malato por malato deshidrogenasa. (Juarez et al., , 2015)

Dentro de las funciones de hierro en las plantas son tres las mas relevantes. Es un
componente estructural de las moléculas de porfirina: citocromos, hem, hematina,
ferricromo, hemoglobinas animales y vegetales. Involucrado en reacciones de
oxidacion-reduccion en la respiracion y la fotosintesis. En segundo lugar es un
componente estructural de moléculas no hem: ferredoxinas y proteinas. Y
finalmente forma parte de varios sistemas enzimaticos: citocromo oxidasa, catalasa,
peroxidasa, aconitasa, desaturasas de acidos grasos, sintesis de clorofila,

peptidilprolina hidrolasa, nitrogenasa, etc (Benavides-Mendoza, 1999).

El Cobre en las Plantas

El Cu es absorbido como cation divalente (Cu2*) en suelos oxigenados 0 como ion
cuproso (Cu*) en suelos con poca aireacion. La forma divalente facilmente forma
guelatos lo que pueden generar estados de toxicidad si no son tomados en cuenta
(Azcén-Bieto & Talon, 2003).

Azcdn-Bieto y Taldén (2003) explican que la esencialidad del Cu radica en su
presencia en diversas proteinas y enzimas implicadas en procesos de o6xido-
reduccion. Como la plastocianina, una proteina cloroplastica que interviene en la
transferencia de electrones del fotosistema | y Il. EI cobre también se encuentra en
la enzima respiratoria citocromo oxidasa que cataliza la transferencia de electrones
hasta el oxigeno en las crestas mitocondriales. EI Cu es un componente del
complejo polifenol oxidasas, que se involucra en la biosintesis de lignina y alcaloides
y en la formacién de sustancias melanoticas, que actian como fitoalexinas
inhibiendo la germinacion de esporas y el crecimiento de hongos” (Alegria 2016).
También es constituyente de ascorbato oxidasa, cresolasa, tirosinasa e interviene
en los procesos de, regulacion hormonal, fijacion de nitrégeno y el metabolismo de
compuestos secundarios (Sanchez, 2007).

En condiciones de deficiencia, disminuye la actividad enzimatica drasticamente que

se correlaciona con la acumulacion de fenoles y disminucién de la formacion de



sustancias melanoticas. En notable el desecamiento de las partes jovenes de la
planta debido a las dificultades en el transporte del agua por insuficiente lignificacion
del xilema. Disminuye la tasa fotosintéticas y en consecuencia bajan los niveles de
carbohidratos (Alegria, 2016).

Acido salicilico

El &cido salicilico (AS), también conocido como acido otoxibenzoico es derivado de
la fenilalanina, es un compuesto fendlico simple; su estructura quimica es el acido
2-hidroxibenzoico y su formula molecular: C7TH603 ( Cuéllar et al., 2008). Algunos
de sus derivados tienen aplicaciones médicas por sus propiedades analgésicas, un
claro ejemplo de ello es el acido acetil salicilico también conocido como aspirina. El
acido salicilico en las plantas tiene campo de accion reducido como regulador de
crecimiento. En ciertos casos actia en un efecto cadena al inhibir o estimular la
biosintesis de bioreguladores que se encuentran directamente relacionados con
algun proceso fisiologico en especifico. En el caso del etileno, la presencia de AS
interrumpe su sintesis de tal forma que la senescencia de las hojas se retrasa asi

como la induccién floral (Martinez et al. 2004).

Funciones del AS en las plantas
La funcién mas estudiada de este compuesto es como elicitor, es decir, como

sefalizador en la respuesta de las plantas para generar moléculas defensa y la
regulacion sistémica desencadenada por el ataque de algun patégeno (Dong 2004;
Shah 2003). Se ha determinado que es necesario un aumento en la cantidad de AS
en los tejidos para manifestar la sintomatologia de un ataque de hongos y bacterias
cuando estos invaden la planta, ademas, esto coincide con la expresién de los
genes que se tienen reconocidos como defensa, estos genes se encargan de
codificar las proteinas ligadas a la patogenicidad. Wildermuth demostro la
correlacion y funcion del AScon la aplicacion de agentes que bloquean la sintesis
de AS o la expresiéon de los genes que codifican enzimas para su degradacion
(Wildermuth, Dewdney, Wu, & Ausubel, 2001)

Por otra parte, las aplicaciones exdgenas de la hormona AS tienen la capacidad de
inducir el sistema de defensa proteico relacionado con la patogenicidad e incluso



fortalecer la resistencia contra patégenos. Cuando la concentracién de AS en el
area infectada es elevada se activa una sefial sistémica que se cree que puede ser
metil-salicilato, que funciona para provocar una respuesta sistémica adquirida ligada
a la expresion de genes de resistencia en sitios lejanos al infectado (Dempsey
1999).

Concentraciones de 10®° M generaron una actividad mayor de la enzima nitrato
reductasa en un estudio realizado en la produccion y parametros de cosecha del
cultivo de mostaza. El nitrdgeno es un elemento fundamental para la sintesis de
aminoécidos y sistemas enziméticos (Friedman, 2004). El nitrégeno participa en la
produccion de la clorofila, que es una molécula indispensable de la fotosintesis, una
mayor cantidad de este compuesto favorece el desarrollo vegetativo de las plantas
(Bartolini, 1989).

Un estudio realizado en plantas de chile jalapefio reporté una respuesta significativa
en la produccion de biomasa foliar y radicular con aplicaciones de AS en dosis
menores a 1x107 y 2x107 M (Sanchez, 2011). Yanexis (Carrazco, 2008) reporta
gue al aplicar AS también hubo un aumento generalizado de la biomasa de la planta
de tomate, asi como un mayor diametro ecuatorial de fruto, aumento en el nUmero
de flores y frutos por plantay en la produccién en kg/planta.

Anchondo et al., (2011) reporta que al realizar una aspersion por semana de AS,
durante ocho semanas, en concentraciones de 10, 10®, 101° M. Se registraron
cambios a los 40 dias en el crecimiento vertical de la planta y el aumento en el
namero de hojas en el cultivo de fresa.Por otro lado una investigacion en crisantemo
realizada por Villanueva et al. (2009) reporta que aplicaciones foliares de AS
asperjado en concentraciones de 10% y 10 M crisantemo da como resultado un

incremento en el diametro de tallo en referencia al testigo.

Melaza

La melaza es el término conocido del producto liquido obtenido de la elaboracion de
azucar. Es el resultado de la cristalizacion continua, la materia pasa por un proceso
de evaporacion seguido de la cristalizaciéon, generalmente se repite 3 veces hasta
que la viscosidad de las melazas y el azucar invertido (hidrolizarian de la sacarosa

en sus dos unidades de glucosa) no permitan una cristalizacion adicional de la



sacarosa (Swan, 1990) El producto conocido como melaza es una mezcla compleja
de carbohidratos, minerales y otros compuestos solubles en alcali, que se
encuentran en el extracto liquido de la cafia de azucar, adicionado a los productos
formados durante el proceso de elaboracion del aztcar. En una evaluacion realizada
en la utilizacion de melaza de cafia como sustrato para la produccion de
Saccharomyces cerevisiae se encontré que ademas de las azucares fermentables
de la melaza (sacarosa, glucosa, fructosa y rafinosa) también contiene sustancias
reductoras no fermentables ( Castillo et al.,,, 2007). Estos compuestos no
fermentables son principalmente carbohidratos libres de nitrégeno productos de las
altas termperaturas utilizadas en la manufactura del azicar mas las melanoidinas
ricas en nitrégeno que provienen de la condensacion del azldcar y amino

compuestos (Honig, 1969).

Cuadro 1. Composicion de la melaza de la cafia de azucar (Téllez, 2004).

COMPONENTES CONSTITUYENTES CONTENIDO
Materia seca 78%
Proteinas 3%
Sacarosa 60%-63%
Componentes Azlcares reductores 3-5%
mayores
S_ustanmas dlgueltas 4-8 %
(diferentes azucares)
Agua 16 %
Grasas 0.4%
Componentes Cenizas 9%
mayores
Calcio 0.74%
i 0,
Contenido de Magnesio 0.35%
minerales Fésforo 0.08%
Potasio 3.67%

Glicina 0.10%




Leucina 0.01%
Contenido de Lisina 0.01%
aminogcidos Treonina 0.06%
Valina 0.02%
Colina 600 ppm
Niacina 48.86 ppm
Contenido de Acido pantoténico 42.90 ppm
vitaminas Piridoxina 44.00ppm
Riboflavina 4.4 ppm
Tiamina 0.88 ppm

La incorporacion de melaza al suelo tiene un efecto repelente para el control de
hormigas, y existen indicios de que es una fuente de energia para las raices en
momentos de estrés (USAID, 2006). La funcién principal de la melaza es el aporte
energético que sirve para la activacion del metabolismo microbiol6gico del suelo,
potencializa la fermentacion y provee elementos en pequefias cantidades como
zinc, potasio, boro, magnesio, fosforo, calcio, y fierro (Restrepo Rivera, 2007).

Macias (2014) reporta, con diferencia estadisticamente significativa, que al aplicar
melaza a razén de 8 y 16 LY/ Ha'Y/semana, aumenta el peso de fruto de 17.6% a
24.6% respecto al testigo en el cultivo de chile habanero (Capsicum chinense). En
el cultivo de cebolla (Allium cepa) retarda la marchitez de parte aérea de planta que
sirve como indicador para su cosecha. La incorporacion de melaza en dosis de 0.5

a 10 ml/Kg de suelo reducen el ataque de nematodos (Sosa, 1973)

Sustancias Humicas

Desde hace tiempo se conocen los beneficios que aportan las sustancias humicas
al suelo siendo estas el componente principal de la materia organica en él. Ademas,
se han utilizado en distintas ramas de la ciencia aplicadas en la agricultura para

favorecer el crecimiento y desarrollo de las plantas (Tan, 1998).



Existe una clasificacion de las sustancias humicas realizada por Justus von Liebig
(1840) basada en su solubilidad en medios alcalinos, neutros y soluciones acidas.
Von Liebig descubrié que tanto los acidos humicos como las huminas no eran
completamente solubles en soluciones de tipo alcalino o acido, mientras un tercer
grupo era muy soluble en todos los medios de pH: alcalino, acido y neutro. A este
grupo lo llam6é AF. Las sustancias humicas provienen de la descomposicion
guimico-microbiana de animales y vegetales. Se caracterizan por su color oscuro,
pH bajo y elevado peso molecular. Hoy en dia la clasificacion mas utilizada para
estos compuestos se fundamenta en las diferentes solubilidades en agua en
diferentes rangos de pH. (Aiken et. al., 1985; Stevenson et. al., 1994)

1. Acidos humicos: Fraccion insoluble en medio acido, pero soluble en medio

alcalino.
2. Acidos Fulvicos: Fraccion soluble en medios acidos como en alcalinos.

3. Humina: Fraccién insoluble en cualquier valor de pH.

Composicion y Estructura
Las sustancias humicas poseen muchas estructuras aroméaticas en forma de anillos

gue se encuentran relacionadas entre si y otras cadenas alifaticas que dan origen
a moléculas de mayor tamafio y masa variable. Teniendo en cuenta la amplia
variedad de reacciones y combinaciones que se llevan a cabo en la formacién de
estas sustancias, resulta dificil definir con claridad su composicion (Hayes, 1997).
Por otra parte, existen estudios en suelos provenientes de distintas regiones con
diferentes climas que han demostrado que los acidos fllvicos contienen una
proporcién mayor de Oxigeno y Azufre, y en menor cantidad Nitrogeno, Carbono e
Hidrégeno respecto a los Acidos Hamicos (Senesi & Loffredo, 1999).

Los acidos humicos destacan por su alto y heterogéneo peso molecular, oscilan
entre 5,000 Da y 1,000,000 Da, mientras que los &cidos falvicos tienen un peso
molecular menor y homogéneo que varia entre 500 Da y 5000 Da. (Aiken, et, al,.
1985) Las estructuras de los AH son mas complejas que los AF (Calace et. al.,
2000). Gracias a su elevado contenido de los grupos carboxilicos (-COOH) e
hidroxilicos (-OH) los AF duplican la acidez total de los AH, pueden ir de 900-1400



cmol/Kg y de 500-870 cmol/Kg respectivamente. Estas diferencias se relacionan
con grupos funcionales oxigenados siendo la proporcion O:C 0,5 para AH y 0,7 para
AF, asi como la relacién H:C que indica el caracter alifatico para AHy AF de 1.0y
1.4 respectivamente (Steelink, 1985; Stevenson et. al., 1994).

Las estructuras de los AH y AF generalmente presentan grupos funcionales
alcohdlicos y fendlicos, ceténicos y quindnicos. A pesar de los efectos favorables
gue poseen tantos los AH como los AF para la planta y el suelo, sus diferentes
propiedades fisico-quimicas hacen que resulten unos mas eficientes para

determinadas situaciones que otros (Stevenson et. al., 1994)

Acidos Humicos y Fulvicos en las Plantas
Las sustancias humicas se han estudiado exhaustivamente y han demostrado tener

una capacidad de transporte y fijacion de minerales del suelo a las plantas. Los AF
tienen una mayor absorcion y capacidad de intercambio catiénico que los AH. Por
otro parte los AF son responsables de quelatar y movilizar iones metalicos,
incluyendo Fe y Al (Bocanegra et. al., 2006; Silva et. al., Navarrete et. al., 2004)
Narro (1987) menciona que los AH favorecen la permeabilidad de la membrana
celular permitiendo una mejor asimilacion de nutrimentos por parte de las raices y
de las hojas. También favorecen el movimiento de elementos mayores y elementos
menores en el interior de planta mejorando la nutricion de la misma; aumentan la
concentracion de clorofila acelerando el proceso fotosintético, lo que se ve relejado
en el crecimiento y la produccion (Narro, 1987).

Un estudio realizado en lechuga hidropoénica reporta que no se observaron cambios
en la calidad y el diametro de la planta al realizar aplicaciones de acidos humicos
Dias et al. (2009). Flores (1993) explica que los acidos humicos son activadores y
estabilizadores enziméaticos. Fortalecen la recuperacién de plantas jovenes recién
plantadas y estimula el crecimiento foliar y del sistema radical. Los AH presentan
efectos favorables en la planta como el traslado de nutrimentos desde las raices
hasta la parte aérea y del exterior de las hojas hasta los lugares de acumulacion.
Dado su pequefio tamafio molecular, los AF pueden pasar a través de microporos

de la membranay llegar hasta el plasmalema de las células, mientras que los acidos



hamicos solo se relacionan con la pared celular (Nardi et al. 2002). La capacidad
combinada de AF para moverse a través de las membranas ha sugerido que los AF
pueden desempefiar un papel similar a quelatos naturales para la movilizacion y
transporte de Fe y otros micronutrientes. También pueden permanecer en solucion
del suelo incluso a altas concentraciones de salinidad y en una amplia gama de pH.
Por lo tanto, tienen la ventaja de una larga duracion para interactuar con las raices
de las plantas (Bocanegra et al. 2006).

Magarfas (2015), reporto que la aplicacion de AH y AF en lechuga hidropdnicas para
aumentar niumero de hojas, nos dice que la calidad de la lechuga no se ve afectada
por dicha aplicacion. Por otra parte, Suh et al. (2014), quienes reportan que el
incremento de la concentracion de AH y AF, aplicados de manera foliar al tomate
afecta disminuyendo la altura de la planta y el rendimiento en el fruto. Por otra parte
Pimienta (2004) reporta que al realizar un estudio sobre la fertilizacion completa y
diferentes porcentajes de AH y AF su analisis de varianza muestra que para la
variable didametro de tallo en el cultivo de tomate en invernadero, existe diferencia
altamente significativa entre sus tratamientos, con un diametro promedio de 3.26

mm mas sobresaliente a diferencia del testigo.

Algas marinas
Las algas de mar son organismos que carecen de raiz, tallo y hojas, a este grupo
de pantas se le conoce como talofitas y pueden ser unicelulares o pluricelulares. Se
desarrollan en un medio acuoso, ya sea dulce o salino, y generalmente tienen
presentan actividad fotosintética. En el caso de los especimenes pluricelulares el
tallo se encuentra en forma de filamento y puede presentar ramificaciones
ramificado (Robledo, 1997).
Se clasica taxondémicamente en 3 grupos que se distinguen por color como
resultado de la concentracion de pigmentos vegetales como carotenoides,
ficobilinas y clorofilas (Quitral, Morales, Sepulveda, & Schwartz, 2012).

1. Verdes (Chlorophyceae)

2. Pardas (Phaeophyceae)

3. Rojas (Rhodophyceae



Representan un recurso de gran importancia para la alimentacion marina, humana
y animal. Ademés son utilizadas en diferentes industrias para la elaboracion de
fertilizantes y como una fuente de ficocoloides tales como agar, acido alginico y
carragenina (Sathya et al., 2010).

Las algas tienen la capacidad de adaptarse a una gran variedad de ambientes,
desde temperaturas estables hasta condiciones extremas, incluso en superficies
expuestas a la desecacion, como el caso de las rocas. Puedes sobrevivir a fuentes
termales, y la nieve. Es comun encontrarlas en lugares obscuros a grandes
profundidades gracias a su alta flexibilidad de adaptacién ( Erulanet al., 2009) La
mayoria de las algas marinas utilizan como materia prima el diéxido de carbono
para la formacion de sustancias ricas en carbono y compuestos inorganicos
hidrosolubles gracias al proceso de fotosintesis, donde la molécula de clorofila actia
como procesador de la energia luminica para la elaboracién de estos compuestos.
A diferencia de las plantas terrestres, no poseen tejidos de conduccion ni de sostén,
Su posicion erecta se debe a la baja accidn de la gravedad ejercida sobre ellas al

vivir en el agua (Abowei et al., 2013)

Extractos de algas marinas
Los extractos de algas marinas utilizados en la agricultura son materiales bioactivos

hidrosolubles, se utilizan como fertilizantes organicos que estimulan la germinacion,
el desarrollo y la produccién en las plantas. Ademas, contienen macro y micro
elementos indispensables para la nutricion, amino acidos, vitaminas, y reguladores
de crecimiento como Auxinas, Citocinas y ABA (Acido Abscisico) (Zhang, Ervin, &
Schmidt, 2003; Zhang & Schmidt, 2000). Los extractos de algas son un importante
recurso renovable para la fertilizacion, rico en reguladores de crecimiento naturales,
siendo esto un aspecto importante respecto a las practicas agricolas sostenibles
con el medio ambiente (Hong, 2007).

La incorporacién de extractos de algas al suelo favorece la produccién y la calidad
de frutos, no solo gracias a su aporte de todos los elementos mayores y menores
que requiere la planta, sino también por su contenido de compuestos naturales que

tienen un comportamiento similar a los promotores de crecimiento, dentro de los ya



identificados se encuentran algunos agentes quelatantes como acidos alginicos,
acidos fulvicos y manitol asi como vitaminas, enzimas y algunos compuestos
biosidas que ayudan al control de enfermedades y plagas de las plantas (Canales
Lépez, 2000; J. Crouch & van Staden, 1993).

Se han realizado experimentos con diferentes productos hechos a base de algas
marinas. Alberto Ramirez (2015) reporta que aplicando dosis menores a 5 ml/L! de
AlgaenzimsMR en un estudio realizado para analizar el comportamiento de Tomate
var. Rio Grande bajo condiciones de invernadero se produce un aumento en area
foliar, con un 18.28% superior al testigo. Romeo Guillen (Guillen Coutifio, 2011)
evalué diferentes concentraciones de los productos AlgaenzimsMR, AlgarootMR, y
TurboenzimsMR, encontrando una diferencia estadisticamente significativa respecto
al numero y diametro de tallos en el cultivo de Papa variedad Nortefia, donde el
tratamiento con mejores resultados fue el AlgaenzimsMR aplicados a una dosis de 2
LY/ Ha' durante la siembra mas 1 L aplicado de manera foliar a los 45 dias
después de siembra.

Algunos estudios reportan un desarrollo de tolerancia al estrés en las platas, mejor
absorcién nutrimental en el suelo y un aumento en la concentracion de propiedades
antioxidantes con la aplicacion de extractos de algas marinas. (N. Verkleij, 1992;
Turan & Koése, 2004).

El efecto benéfico que se consigue con la incorporacién de extractos de algas es
resultado de diversos compuestos que actlan de forma sinérgica en diferentes
concentraciones (Fornes, Sanchez-Perales, & L. Guardiola, 2002). La reciente
tendencia de los ultimos afios en la utilizacion de productos organicos ha hecho
notar un aumento en el uso de extractos de algas marina debido a su potencial de
ser utilizado en la agricultura como alternativa al uso de fertilizantes quimicos
contaminantes y para promover una mejor absorcion nutrimental por parte de la
planta. Ademas, son biodegradables, no toxicos ni contaminantes para personas y

animales (Dhargalkar & Pereira, 2004).



Expresién génica

El &cido ribonucleico es un polimero que se compone de un azlcar de cinco
carbonos conocido como ribosa, de uno a tres grupos fosfatos y un acido nucleico,
gue puede ser adenina, guanina, citosina o uracilo. A diferencia del ADN, el ARN
presenta una sola hélice en su estructura, esta caracteristica fisica le permite al
ARNm salir de la membrana nuclear a través de sus poros nucleares. Existen
principalmente 4 tipos de acidos ribonucleicos: el ARN-mensajero encargado de
codificar la informacion genética del ADN al exterior del nucleo, el ARN-
transferencia que funciona como facilitador de aminoacidos al complejo ribosomal,
ARN- ribosomal que ayuda al ARNm a situarse en el lugar especifico para
interpretar la secuencia y ARN-interferencia, conocidos también como no
codificantes, estos sirven como reguladores de la expresion génica y a pesar de que
no estan involucrados en la sintesis de proteinas, tienen una funcibn muy importante
en la formacion de tejidos. (Horowitz et al., 2004).

El ARN es un material susceptible a la degradacién debido a la accién de las ribo
nucleasas (ARNsas). Por esta razon, requiere de una adecuada toma de muestra,
condiciones de frio durante la manipulacion, conservacion y trabajo de meseta con
el objetivo de inhibir la degradacion enzimatica. En general, se obtiene muy poca
cantidad de este material por lo que cuantificarlo implica perder una parte
apreciable” (Diaz-Alonso et al., 2013)

Un gen es una cadena de nucleétidos que contiene una regién que codifica para
una molécula de ADN. Empieza con un promotor y termina en una regién de
terminacién, existen secuencias regulatorias dentro de los genes. La transcripcion
se lleva a cabo dentro del nucleo de la célula mientras que la traduccion se
desarrolla en el citoplasma. (“Manual de la OIE sobre animales terrestres 2008 ).

La transcripcion utiliza una region de ADN para formar una molécula de ARNm con
la ayuda de la ARN-polimerasa, este proceso se divide en 3 etapas: iniciacion,
elongacién y terminacion. En la iniciacion, donde se lleva a cabo la mayor parte de
la transcripcidén, la regién promotora sirve como un sitio de reconocimiento para la
enzima ARN-polimerasa. La primera funcion de esta enzima es la division de la

doble hélice del ADN, de tal forma que se pueda obtener un producto codificado de



la region en transcripcion. Durante la elongacion, la enzima se desplaza a lo largo
del gen uniendo las bases complementarias formando asi una molécula de ARNm
codificado. Una vez que la enzima llega a la region de terminacion se desprende del
gen. El producto, conocido como ARNm transcripto primario, contiene exones (los
cuales codifican las proteinas) e intrones (regiones no codificantes, que deben de
removerse mediante un complejo de proteinas y ARN’s denominados spliciosoma);
ademas se debe agregar el capuchdon en 5" y la cola Poli-A en 3" en un proceso
denominado “splicing”. El producto final es una hebra de ARNm maduro que puede
salir del nucleo a través de un poro nuclear hacia el citoplasma decodificada para la
sintesis de una proteina. La codificacion de bases nitrogenadas se agrupa en
segmentos de 3 denominados codones que son especificos para un aminoécido en
especifico, el cddigo genético incluye 64 codones). Existen 4 aminoacidos distintos,
1 que codifica para el inicio de la traduccién y 3 mas que indican su terminacion. El
proceso inicia con la unién de la subunidad ribosémica menor previo al codon de
iniciaciéon del ARNm. El ARNt, encargado de unir los aminoacidos a los codones
para formar anticodones, cada aminoacido esta determinado por la secuencia de
transferencia del anticodén del ARN de transferencia especifico. Luego de que el
primer ARNt se une al coddn de iniciacion, la subunidad ribos6mica mayor se asocia
para formar el complejo de traduccién el cual se divide en tres regiones llamadas E,
P y A. Durante la elongacion los aminoacidos son conducidos a la hebra de ARN
mensajero por un ARNt y se aparean las bases complementarias entre codones y
anticodones. Un ARNt cargado se posiciona en la region A formando un enlace
peptidico entre su aminodcido y el que se encuentra en el ARNt ubicado en la region
P. El complejo ribosomal se desplaza hacia la derecha y el ARNt sin carga se mueve
a laregion E para ser liberado al citoplasma de tal forma que la region A queda libre
para recibir la siguiente molécula de ARNt. El proceso se repite hasta que el
complejo ribosomal recibe un codon de terminacion, entonces un factor de
terminacion se une al complejo A para liberar del sitio P el polipéptido formado por
los aminoacidos unidos en el proceso de traduccion. (Nakagawa, Niimura, Miura, &
Gojobori, 2010) (J.L. Sanchez Gullen, 2003)



Regulacion de la Expresién Génica

La regulacion de la expresion génica hace referencia al control de la cantidad de
proteinas presentes en la célula en un momento determinado, esta regulacion se
manifiesta tanto en la sintesis como en la degradacion. Permite fabricar anicamente
las proteinas que necesita la célula y un ahorro vital energia para la sintesis de otros
compuestos (R. Silva, n.d.). La regulacion de genes puede manifestarse en forma
positiva y en forma negativa, en la regulacion positiva interviene un activador que
se adhiere al ADN para incrementar la expresion de la informacion genética de una
secuencia especifica, por otro lado en la regulacion negativa interviene un represor
genético que disminuye la expresion génica de determinada secuencia. La
regulacion de genes se lleva a cabo en diferentes niveles del proceso de expresion
génica. En el caso de las células eucariotas existen 4 niveles de regulacion: nivel
de transcripcion, nivel de post-transcripcion, nivel de translacion y nivel de post-

translacion.

Andlisis de expresion de genes

PCR

La reaccién en cadena polimerasa fue descubierta por Kary Mullis en 1986 con el
objetivo de obtener un gran niamero de fragmentos de ADN de tal forma que
pudiesen ser cuantificados. Usando como base las ADN polimerasas y su capacidad
de replicar el ADN en un proceso conocido como amplificacion, el profesor Mullis
descubrié que si se hacian repeticiones sucesivas con variantes de temperatura
especificas en tres pasos: Primero una temperatura elevada fragmentaria la doble
hélice del 4&cido desoxirribonucleico para convertirla en una estructura de una sola
hélice, el segundo paso consiste en el anillamiento de los polinucleétidos y
finalmente la polimerizacién donde entra en juego la ADN polimerasa para catalizar
la formacion de la doble cadena de ADN. Con ello la amplificacion del ADN se
convertia en cifras exponenciales abriendo la posibilidad de cuantificar su

concentracion a través de un espectrofotometro. (Diaz-Alonso et al., 2013).



Desde su creacion el método de Kary Mullis ha sufrido modificaciones, una de ellas
es la RT-PCR (transcripcién inversa de la reaccion en cadena de la polimerasa).
Debido a sus caracteristicas el acido ribonucleico no tiene la capacidad de
amplificarse directamente en PCR. Este problema se resolvio con la adicion de una
etapa previa a la PCR conocida como sintesis de ADNc, en ella se hace una
transcripcion inversa utilizando la muestra de ARN para formar un ADN
complementario de doble cadena. “Tradicionalmente, la reaccion de trascripcidon
inversa se realiza en un tubo aparte y el ADNc producido se transfiere después a
un tubo nuevo para la reaccion de la PCR. Sin embargo, ya se dispone de
polimerasas de ADN termoestables con actividad transcriptasa inversa y tampones
especificos en los cuales las polimerasas RT y ADN estan activas. Ambas permiten
una reaccion RT-PCR que tiene lugar en el mismo tubo en secuencia directa sin
manipulacion adicional y con menos probabilidad de seguir contaminando (OIE,
2008)

Reaccion en Cadena Polimerasa en Tiempo Real (QPCR)
La reaccién en cadena polimerasa en tiempo real, también conocida como gPCR,

es un método que permite cuantificar el acido nucleico en tiempo real. Gracias a
esta tecnologia es posible tener un monitoreo constante de la reaccion en cada ciclo
de amplificacién, en este procedimiento la deteccion se realiza de manera
simultanea. La deteccion es posible gracias a la fluorescencia emitida en cada ciclo
de amplificacién. Se produce gracias a la presencia de un fluoroforo. La gPCR se
divide en 4 etapas: 1.- Desnaturalizacion: en ella se crea una ruptura de la doble
hélice del ADN gracias a una elevacion en la temperatura a 95°C durante
30segundos. (OIE, 2008) 2.- Hibridacion: la temperatura disminuye a un rango que
varia dependiendo el tamafio, la composicion y la concentracion de los primers, los
cuales realizan un anillamiento de la secuencia especifica del ADN de interés para
su amplificacion (Kramer & Coen, 2002) 3.- Extension: en esta tercera etapa la
temperatura desciende a los 72°C para iniciar la accion de la polimerasa, que se
encarga de unir los nucleotidos complementarios en el orden especifico de la
secuencia (Kramer & Coen, 2002). Las estimaciones para la tasa de incorporacion

de nucledtidos a 2 °C varia de 35 a 100 nucleétidos por segundo dependiendo del



buffer, pH, concentracién de sales y la naturaleza de la hebra molde de ADN)
(Patricia & Candn, 2014). 4.- Numero de ciclos: Un ciclo constituye una
desnaturalizacion, una hibridacion y una extension. Al repetir esta secuencia unas
40 veces podemos obtener el experimento de ampliacion que contiene millones de
copias cuantificables del gen problema. La cantidad de ciclos necesarios esta ligado
principalmente a la cantidad inicial de las hebras molde del ADN. Pocos ciclos dan
como resultado bajo rendimiento del producto, mientras que una cantidad elevada
puede incrementar la cantidad y complejidad de productos no especificos (Patricia
& Canodn, 2014).



MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El experimento se llevo a cabo en el rancho “La Gloria” (Figura 13), a 2006 msnm,
ubicado a los 25°12'39.30" de Latitud Norte, 100°46'5.58" de Longitud Oeste en
Huachichil, Municipio de Arteaga, Coahuila, México. En el periodo del 5 de enero

2015 al 30 de marzo 2015. Se realiz6 sobre plantas de fresa (Fragaria x ananassa)

ya establecidas del cultivar Albién que poseian un namero similar de coronas. Las
plantas se cultivaron en bloques de fibra de coco como sustrato de crecimiento con
dimensiones de 12 x 8 x 100 centimetros de ancho, alto y longitud respectivamente.
La densidad de plantacién fue de 5 plantas por bloque de fibra de coco dentro de

un invernadero de produccion comercial.
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Figura 11. Localizacion del experimento

La distribucién del experimento se realizé con un disefio experimental en bloques al
azar. Se implementaron 12 tratamientos con 4 repeticiones cada uno. Cada
repeticion tuvo cuatro plantas, con un resultante de 16 plantas por tratamiento y 208

plantas en total por todo el experimento (Cuadro 2).



Cuadro 2. Distribucion de los tratamientos, adicionados a fresa, cv. “Albidon”.

Estrés Oxidativo

Tratamiento Producto Concentracion
T1 Peréxido de Hidrogeno 50% (34.0147) | 30.014 x 10 *M
T2 Peréxido de Hidrogeno 50% (34.0147) | 30.014 x 10 3 M
T3 Sulfato de Cobre (159.62) 159.62 x 10* M
T4 Acido Glutdmico 1.96 g/L
T5 Sulfato de Hierro (151.9) 151.9 x 10*M
T6 Sulfato de Hierro (151.9) 151.9 x 103 M

Estimulo enzimatico

Tratamiento Producto Concentracion
T7 Acido salicilico (138.12) 1x10 4 M L
T8 Acido salicilico (138.12) 1x10 3 M L1
T9 Melaza 20 cm3L?
T10 Acidos humicos y falvicos 20 cm3 Lt
T11 Algas Marinas 15 cm3L?
T12 Algas Marinas 30 cm3L?

Las aplicaciones (Figura 12) se realizaron con aspersiones foliares cada 2 semanas
por un tiempo de 2 meses sobre plantas con suficiente nimero de inflorescencias.
La primer y tercer cosecha de frutos inmaduros se realiz6 48 horas después de la
3ra y 6ta aplicacion de tratamientos; ya que el maximo efecto de los estimulantes
de enzimas, como el acido salicilico, se encuentra en su maxima expresion en este
periodo de tiempo después de una aplicacion foliar (A. Benavides, comunicacion
personal). La segunday cuarta cosecha se realiz6 en frutos maduros después de la

3ra y 6ta aplicacion de tratamientos.
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Figura 12. Aplicacion de tratamientos (triangulo blanco) y cosecha de fruta madura
(tridangulo rojo) en plantas de fresa cultivar Albion tratadas con 12 diferentes
inductores de estrés y cultivadas en un sistema hidroponico abierto bajo condiciones

de invernadero.

Las plantas recibieron la misma soluciéon nutritiva (Cuadro 3) mediante un sistema
abierto de fertirrigacion de acuerdo a la formulacion comercial del
productor la cual se aplicé por medio de espagueti de plastico con
un didmetro de 4 milimetros y una longitud de 70 centimetros conectados a la
tuberia secundaria de distribucion. La capacidad de emision de los goteros fue de 2
litros por minuto y la frecuencia de riego fue cada 2 horas con un tiempo suficiente

para lograr un volumen de drenaje del 15 al 25%.

Cuadro 3. Composicion de la solucion nutritiva utilizada comercialmente para el

cultivo de fresa cultivar “Albion”.

Nutriente Meg L / ppm
Nitrégeno
NO3-N 55
NH4-N 2
Fosforo H2PO4 1
Azufre SO4 3.5




Potasio K 2.5
Calcio Ca 3.5
Magnesio Mg 2
Hierro (ppm) 2.8
Boro (ppm) 0.6
Manganeso 0.04
Zinc 0.2
Cobre 0.1
Molibdeno 0.03
pH 55-6.0
Conductividad eléctrica(dSm-1) 10

Mediciones ambientales

Las muestras fueron tomadas en frutos maduros de fresa después de la 3ra y 6ta
aplicacion de los tratamientos usando guantes de nitrilo, la fruta fue cortada en 4
secciones para colocarse en frascos de plastico perfectamente identificados, y
finalmente las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido a -190°C. Una vez
finalizada la cosecha los frutos se trasladaron en una hielera con nitrégeno liquido
a un ultra congelador con temperatura controlada a -80°C en el laboratorio de
horticultura de la UAAAN.

Analisis de expresion de genes

Extraccion del ARN
La extraccion de ARN se hizo utilizando el método de Pillet (2017). Las muestras de

fruta fresca madura fueron almacenadas a -80°C en el Ultracongelador. Se
maceraro la muestra en un mortero de ceramica con nitrégeno liquido hasta obtener
un aspecto de polvo procurando cuidar la temperatura con adiciones de nitrdgeno
liquido en el proceso. Inmediatamente se pesaron 250 mg de la muestra en un tubo

de 2ml y se adicionaron 625 ul de solucién buffer de extraccion a 65°C (2% CTAB,



2% PVP (K30), 100mM Tris, 25mM EDTA, 2M NaCl, 2% [B-Mercaptoethanol) y se
agitd en el vortex hasta mezclar los componentes. Se incubd la muestra a 65°C
durante 10 min. Después se agregaron 625 ul de cloroformo y se homogeneizo en
el vortex a maxima potencia durante 1 min, en seguida las muestras se centrifugaron
a temperatura ambiente por 10 min a 8,000 g en una centrifuga. Una vez terminada
la centrifugacion se extrajo el sobrenadante de la muestra y se dispuso en un tubo
de 2 ml. Una vez mas se agregaron 625 ul de cloroformo y se llevé a agitacion en
el vortex. Las muestras fueron centrifugadas a temperatura ambiente por 10 min a
8,000 g, se obtuvo el sobrenadante para ponerlo en un tubo nuevo del mismo
volumen, a lo que se agrego LiCl hasta obtener una concentracion de 2M. Las
muestras fueron incubadas durante una noche a 4°C. Posteriormente se sacaron
del refrigerador y se llevaron directo a la centrifuga, previamente enfriada a 4°C, por
30 min a 10,000 g. Se decant6 el sobrenadante obtenido de la muestra en un tubo
nuevo y se resuspendido en 500 ul de soluciéon buffer SSTE (1M y 500ul de
cloroformo, se llevd a agitacion en el vortex y se extrajo el sobrenadante. El
sobrenadante fue puesto en un tubo nuevo y se adicionaron 2.5 vol de etanol frio al
100%. Después, se precipitdé el ARN a -80°C durante 30 min. Las muestras fueron
llevadas a la centrifuga con una temperatura de 4°C durante 30 min a 10,000 g para
formar la pastilla. Se decantd el sobrenadante y se adicionaron 500 ul de etanol al
76% y acetato de sodio [0.3M] para lavar, las muestras fueron llevadas nuevamente
a centrifugacion a la misma temperatura durante 30 min a 10,000 g. El sobrenadante
fue decantado y la pastilla de ARN se dej6 secar durante 15 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se resuspendio la muestra en un volumen de 30ul (10mM
Tris, 2.5mM EDTA) para la disolverla(Pillet et al., 2017).

Cuantificacién
Los acidos nucleicos obtenidos fueron cuantificados utilizando un espectrofotometro

en el método de RNA. En primer lugar, se midié el blanco utilizando agua milliQ y
enseguida se cuantificaron las muestras agregando 2ul de muestra mas 198ul de
agua milliQ con un volumen total de 200ul. Se registraron los datos y se realizaron

los calculos para determinar la concentracion del ARN (ug/ml) utilizando la féormula



siguiente: Concentracion=(A260)(100)(50), y finalmente se calculo la concentracion
en UgTotales con la formula UgTotales=(Ug/ml)(0.05).

Calidad del ARN
La calidad del ARN fue medida mediante una electroforesis desnaturalizante. Se

prepar6 un gel de agarosa al 1.3%, utilizando una parrilla magnética se calentaron
75 ml de agua de DEPC en un vaso de precipitado. Posteriormente fueron
agregados 1.56 g de agarosa y se dejo calentar y agitar hasta que se obtuvo un
color transparente. Se agregaron 24 ml de MOPS 5X y 21 ml de formaldehido
agitando constantemente por unos segundos e inmediatamente se agregd la
muestra al portagel cuidando que no hubiera burbujas se coloc6 un peine de 16
cavidades. Se dejé solidificar la muestra durante 30min. En tubos de 0.5ml se
prepararon las muestras utilizando ul de muestra (2ug totales), ul de agua de DEPC
hasta aforar a 5 ul y 5 ul de buffer de carga (buffer loading) sumando un volumen
total de 20 ul de la mezcla. Una vez mezcladas todas las muestras fueron incubadas
a 60°C durante 10 minutos en una parrilla eléctrica e inmediatamente se pasaron a
4°C para enfriarse. Una vez solidificado el gel de agarosa se sumergio en la camara
de electroforesis para ARN y se agreg6 solucion MOPS 1X a la camara hasta la
marca indicada dentro de ella, y se retiré el peine con precaucién. Posteriormente
se carg6 cada una de las muestras (10ul) en los pocillos y se registr6 el orden. La
camara fue conectada a una fuente eléctrica y se dejé correr a 70 Volts durante 1
hora con 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo el gel fue retirado

cuidadosamente y colocado en el transiluminador para observar las bandas.

Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA de las muestras de ARN obtenidas se utilizo
SensiFASTTM cDNA Synthesis Kit de la marca Bioline. Se prepard en hielo, en
tubos de 0.5 ml, una mezcla para cada muestra de 20ul que constaba de 1lul de
muestra, 4ul de 5x TransAmp Buffer, 1ul de Reverse Transcriptase, se afor6 a 20ul

con agua de grado biologia molecular y finalmente se mezclé cuidadosamente con



pipeteo. Las muestras fueron colocadas en la gradilla del termociclador (Marca

Labnet) y se configurd de la siguiente manera:
1. 25°C por 10 minutos

R

PCR

42°C por 15 minutos
48°C por 15 minutos
85°C por 15 minutos

4°C en espera

Las muestras fueron almacenadas a -20°C

Una vez sintetizado el cDNA se llevd a cabo la Reaccién en Cadena de Polimerasa

en tiempo real (QPCR) para el gen acetil CoA carboxilasa (ACO), ademas de incluir

el gen enddégeno de actina (ACT=. Se realiz6 un coctel en un tubo de 0.6ml con los

siguientes reactivos:

Cuadro 4. Coctel para gPCR

Concentracién ~ | Foward | Reverse
Gen ] MasterMix ) ) Agua °BM | Muestra Total
de primers Primer Primer
ACT 200uM 10ul 0.27ul 0.27ul 194.22ul 2ul 20pl
ACO 100uM 10 i 0.13pl 0.13pl 200.98ul 2ul 20pl
Cuadro 5. Secuencia de los Primers
Temp.anil
Gen Iniciador Foward Iniciador Reverse lamiento
(°C)
3- 3-
ACT | TGCTGAGCGGGAAATTGTCAG | ACCTGCCCATCAGGCAATTCAT 65°C
A-5 -5
5 >
ACO2 GAGAGGTAGGTGCGGGTTTG — 65°C
GGGGGTAGCTGGGGAGTTA-3’ 3




RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion

En el Cuadro 6 y 7 se muestran los resultados de la cuantificacion del ARN, el cual
se tiene que llevar a cabo ya que tenemos que ajustar la cantidad de ug para todas
las muestras. La absorbancia de 260 nm cuantifica la cantidad de acidos nucleicos,
la de 280 nm cuantifica las proteinas y la R es un valor de relacién 260/280, con el
cual podemos medir la pureza del acido nucleico, un valor de 3 es de un &cido
nucleico de una pureza del 100%.

Cuadro 6. Cuantificacion de ARN del primer muestreo.

MUESTRA | Abs260 Abs280 R
T1-R1 0.106 0.082 1.293
T1-R2 0.054 0.043 1.256
T1-R3 0.128 0.092 1.391
T1-R4 0.066 0.044 1.500
T4 -R1 0.081 0.067 1.209
T4 -R2 0.052 0.042 1.238
T4 -R3 0.098 0.08 1.225
T4 - R4 0.11 0.073 1.507
T5-R1 0.089 0.063 1.413
T5-R2 0.223 0.187 1.193
T5-R3 0.237 0.181 1.309
T5-R4 0.17 0.125 1.360
T6 -R1 0.196 0.152 1.289
T6 - R2 0.187 0.128 1.461
T6 - R3 0.186 0.147 1.265
T6 - R4 0.074 0.049 1.510
T9-R1 0.076 0.051 1.490
T9-R2 0.072 0.053 1.358
T9-R3 0.084 0.066 1.273
T9-R4 0.065 0.048 1.354
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Figura 13. Grafica de medias de los resultados de la cuantificacion del ARN del
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primer muestreo.

Cuadro 7. Cuantificacion de ARN del segundo muestreo.
Tratamiento | Abs260 | Abs280 R

T1-R1 0.092 0.064 | 1.438
T1-R2 0.1 0.057 |1.754
T1-R3 0.119 0.082 |1.451
T1-R4 0.132 0.085 | 1.553
T2-R1 0.102 0.062 | 1.645
T2 -R2 0.092 0.072 | 1.278
T2 -R3 0.082 0.055 | 1.491
T2 -R4 0.052 0.037 | 1.405
T3-R1 0.084 0.054 | 1.556
T3-R2 0.134 0.074 |1.811
T3-R3 0.043 0.031 | 1.387
T3-R4 0.133 0.092 | 1.446
T4 -R1 0.133 0.091 | 1.462
T4 - R2 0.161 0.107 | 1.505
T4 - R3 0.084 0.062 | 1.355
T4 -R4 0.057 0.05 |1.140




T5-R1 0.121 0.112 | 1.080
T5-R2 0.036 0.03 | 1.200
T5-R3 0.074 0.062 |1.194
T5-R4 0.08 0.066 |1.212
T6 -R1 0.096 0.085 |1.129
T6 - R2 0.083 0.071 |1.169
T6 - R3 0.061 0.043 | 1.419
T6 - R4 0.132 0.106 | 1.245
T7-R1 0.156 0.159 |1.019
T7-R2 0.161 0.131 |1.229
T7-R3 0.077 0.052 |1.481
T7-R4 0.06 0.049 |1.224
T8-R1 0.107 0.084 |1.274
T8 - R2 0.166 0.142 | 1.169
T8 - R3 0.118 0.091 | 1.297
T8 -R4 0.109 0.075 | 1.453
T9-R1 0.112 0.064 |1.750
T9 - R2 0.057 0.037 | 1.541
T9-R3 0.087 0.056 |1.554
T9-R4 0.114 0.081 | 1.407
T10-R 0.068 0.046 | 1.478
T10-R 0.107 0.088 | 1.216
T10-R 0.098 0.076 | 1.289
T10-R 0.085 0.046 | 1.848
T11-R1 0.132 0.097 |1.361
T11-R2 0.138 0.091 |1.516
T11-R3 0.104 0.067 | 1.552
T11-R4 0.113 0.075 | 1.507
T12-R1 0.127 0.087 | 1.460
T12 - R2 0.046 0.033 |1.394




T12 - R3 0.099 0.071 |1.394
T12 - R4 0.101 0.079 | 1.278
Testigo 1 0.067 0.058 |1.155
Testigo 2 0.087 0.071 |1.225
Testigo 3 0.101 0.071 | 1.423
Testigo 4 0.049 0.035 | 1.400
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Figura 14. Grafica de medias de los resultados de la cuantificacion del ARN del

primer muestreo



Calidad de ARN por Electroforesis

Para realizar un analisis de expresion de genes es necesario extraer ARN de buena
calidad, es decir, que no esté desnaturalizado. Para corroborar esto, se utiliza la
técnica de electroforesis desnaturalizante, donde en un ARN de buena calidad se
pueden apreciar 2 bandas intensas que pertenecen al ARN ribosomal (ARNr),
seguido de un barrido donde se encuentra el ARN mensajero (ARNm), ARN de
transferencia (ARNt) y el ARN de interferencia (ARNi). En las Figuras 14-17 se
observan las muestras de todos los tratamientos con caracteristicas de un ARN de

buena calidad.

Figura 15. Calidad del ARNm por medio electroforesis de los tratamientos T1,y T4

del primer muestreo.
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Figura 16. Calidad del ARNm por medio electroforesis de los tratamientos T5, y T6

del primer muestreo.
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Figura 18. Calidad del ARNm por medio electroforesis de los tratamientos T1, T2y

T3 del segundo muestreo.
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Figura 19. Calidad del ARNm por medio electroforesis de los tratamientos T4, TS5 y

T6 del segundo muestreo.
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Figura 20. Calidad del ARNm por medio electroforesis de los tratamientos T7, T8 y
T9 del segundo muestreo.
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Figura 21. Calidad del ARNm por medio electroforesis de los tratamientos T10, T11

y T12 del segundo muestreo.
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Figura 22. Calidad del ARNm por medio electroforesis del Testigo absoluto del

muestreo 2



PCR en Tiempo Real (QPCR)

En el andlisis de expresion del gen ACO2 en el muestreo 1 (muestreo realizado
posterior a 3 aplicaciones del tratamiento de manera foliar en intervalos de 15 dias),
el tratamiento T1, donde se efectuaron aplicaciones de peroxido de hidrogeno
(50%) [30.014 x 10 * M], se encontrd que el gen ACO2 se expres6 0.011 veces
respecto al testigo absoluto. El T4, donde se aplicé acido glutdmico [1.96 g/L]] el
gen ACO2 se expres6 1.901 veces mas, el T5 y el T6 donde se aplicé sulfato de
hierro en las concentraciones [151.9 x 10* M] y [151.9 x 103 M] el gen ACO2 se
expreso 0.594 y 0.461 veces menos que el testigo, finalmente el T9 donde se aplic
melaza [20 cm3 L] el gen ACO2 se expres6 1.158 veces mas en comparacion al

testigo. (Cuadro 8 y Figura 23)

Cuadro 8. Cuantificacion en gPCR de la expresion del Gen ACO2 para los

tratamientos del primer muestreo.

Muestreo 1

Tratamiento

CT (PCR | RQ (Relative
cycle) | quantification

To Testigo Absoluto 1

T1 Peréxido de Hidrogeno 50% [30.014 x 10 4 M] 24.849 1.011
T4 Acido glutdmico [1.96 g/L] 24.843 2.901
T5 Sulfato de hierro [151.9 x 10-4 M] 23.278 0.594
T6 Sulfato de hierro [151.9 x 10-3 M] 23.538 0.461
T9 Melaza [20 cm3 L-1] 24.694 2.158
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Figura 23. Respuesta de la expresion del gen ACO2 del primer muestreo en fresa
cultivar “Albion”, a la aplicacioén de: T1 (Peroxido de Hidrogeno 50% [30.014 x 10 -4
M]), T4 (Acido glutdmico [1.96 g/L]), T5 (Sulfato de hierro [151.9 x 10-3 M]), T6
(Sulfato de hierro [151.9 x 10-3 M]), y T9 (Melaza [20 cm3 L-1]).Los numeros en la
parte superior de las barras representan el RQ de la expresion del gen ACO2, en
namero de veces expresadas comparadas con un Testigo(T) = 1. La linea en la

parte superior de las barras representa el error estandar.

En el analisis de expresion del gen ACO2 en el muestreo 2 (muestreo realizado
posterior a 6 aplicaciones del tratamiento de manera foliar en intervalos de 15 dias).
En los tratamientos T1 y T2, donde se efectuaron aplicaciones de peréxido de
hidrogeno (50%) en las concentraciones [30.014 x 10 M] y [30.014 x 102 M] se
encontr6 que el gen ACO2 se expres6 0.475 veces mas y 0.652 menos
respectivamente en comparacion al testigo absoluto. El T3, donde se aplicd acido
Sulfato de Cobre [159.62 x 10* M] el gen ACO2 se expresé 0.183 veces menos, el
T4 donde se aplicd Acido glutamico [1.96 g/L] el gen ACO2 se expresd 0.8 veces
mas, los tratamientos T5 y el T6 donde se aplicd sulfato de hierro en las
concentraciones [151.9 x 10-4 M] y [151.9 x 10-3 M] el gen ACO2 se expreso 0.725
y 0.499 veces menos que el testigo, los tratamiento T7 y T8 donde se aplicé acido



salicilico en las concentraciones [1x10“4 M L] y [1x102 M L?] el gen ACO2 se

expreso 0.499 veces menos y 0.849 veces més respectivamente, el T9 donde se

aplicé melaza [20 cm3 L-1] el gen ACO2 se expresé 0.001 veces mas, en el T10

donde se aplicaron acidos himicos y fulvicos [20 cm3 L] el gen ACO2 se expreso

1.805 veces mas Yy finalmente en los tratamientos T11 y T12 donde se aplicaron

algas marinas en las concentraciones 15 cm?® Lty 30 cm® L el gen ACO2 se

expreso 2.862 y 0.086 veces mas en comparacion al testigo. (Cuadro 9y Figura 22)

Cuadro 9. Cuantificacion en qPCR de la expresion del Gen ACO2 para los

tratamientos del segundo muestreo.

Muestreo 2
Tratamiento CT (PCR | RQ (Relative
cycle) | quantification

To Testigo Absoluto 1
T1 Peréxido de Hidrogeno 50% [30.014 x 10 -4 M] 24.223 1.475
T2 Perdxido de Hidrogeno 50% [30.014 x 10 -3 M] 23.084 0.652
T3 Sulfato de Cobre [159.62 x 10-4 M] 23.209 0.183
T4 Acido glutamico [1.96 g/L] 23.787 1.8
T5 Sulfato de hierro [151.9 x 10-4 M] 26.696 0.725
T6 Sulfato de hierro [151.9 x 10-3 M] 24.267 0.499
T7 Acido salicilico [1x10 -4 M L-1] 24.851 1.849
T8 Acido salicilico [1x10 -3 M L-1] 24.576 1.188
T9 Melaza [20 cm3 L-1] 24.236 1.001
T10 Acidos himicos y falvicos [20 cm3 L-1] 24.086 2.805
T11 Algas Marinas [15 cm3 L-1] 25.877 3.862
T12 Algas Marinas [30 cm3 L-1] 27.766 1.086




Muestreo 2

b
"

3.862

2.805
1.8 1.849
1.475
1.188
: T 1.001 1086
0.652 0.725
0.499
N 0. 183
0

T4 T8 T9 Ti0 T11 T12

RQ - Gen ACO2 (veces)
= N w
[N n N ¥, w ¥, I

]

0.5 Tratamientos

Figura 24. Respuesta de la expresion del gen ACO2 del segundo muestreo en fresa
cultivar “Albién”, a la aplicacién de: T1 (Peréxido de Hidrogeno 50% [30.014 x 10 -4
M]), T2 (Per6xido de Hidrogeno 50% [30.014 x 10 -3 M]), T3 (Sulfato de Cobre
[159.62 x 10-4 M]), T4 (Acido glutamico [1.96 g/L]), T5 (Sulfato de hierro [151.9 x
10-3 M)), T6 (Sulfato de hierro [151.9 x 10-3 M]), T7 (Acido salicilico [1x10 -4 M L-
1]), T8 (Acido salicilico [1x10 -3 M L-1]), T9 (Melaza [20 cm3 L-1]), T10 (Acidos
hdmicos y falvicos [20 cm3 L-1]), T11 (Algas Marinas [15 cm3 L-1]), T12 (Algas
Marinas [30 cm3 L-1]). Los numeros en la parte superior de las barras representan
el RQ de la expresion del gen ACO2, en nimero de veces expresadas comparadas
con un Testigo (T) = 1. La linea en la parte superior de las barras representa el error

estandar.

Muestreo 1

Peroxido de hidrogeno (H202)
En el T1, donde se efectuaron aplicaciones de peréxido de hidrogeno (50%) [30.014

x 10 -4 M], se encontré que el gen ACO2 se expres6é 0.011 veces (Figura 23)

respecto al testigo absoluto, en fruta del primer muestreo realizado posterior a 3



aplicaciones del tratamiento de manera foliar en intervalos de 15 dias. Se mantuvo
practicamente igual al testigo con una ligera diferencia mayor de 0.011 veces en la

expresion del gen ACO2.

Acido Glutamico
En el muestreo 1, el T4 donde se efectuaron aplicaciones de acido glutaminico [1.96

g/L], fue el tratamiento que presento un resultado mas favorable en base al testigo,
en cuanto al estrés oxidativo inducido y controlado, logrando expresar el gen ACO2
1.901 veces mas en comparacion al testigo absoluto (Figura 23), en fruta del primer
muestreo realizado posterior a 3 aplicaciones del tratamiento de manera foliar en
intervalos de 15 dias. Esto indica que el AG aplicado de manera foliar, en una
concentracion de 1.96 g/L, favorece notablemente la expresion del gen ACO2,

logrando expresarlo casi 2 veces mas respecto al testigo.

Sulfato de hierro (FeSOa)
En el muestreo 1, los tratamientos T5 y T6, donde se efectuaron aplicaciones de

sulfato de hierro (FeS0Oa4) en las concentraciones 151.9 x 10*“My 151.9 x 103M, se
encontré que el gen ACO2 se expres6 0.594 y 0.461 veces menos respectivamente
en comparacién al testigo absoluto (Figura 23), en fruta del primer muestreo
realizado posterior a 3 aplicaciones de los tratamiento de manera foliar en intervalos
de 15 dias. Los resultados indican que existe relacién entre la concentracion de
FeSOas de las aplicaciones, 151.9 x 10*M (T5) y 151.9 x 103M (T6), y la expresion
del gen ACO2. A mayor concentracion de sulfato de hierro el gen se suprimié en
mayor proporcion, siendo el T6 con mayor contenido de FeSO4 el gen tan solo se
expreso 0.461 veces (Figura 23), menos del 50% respecto al testigo; mientras que
el T5 que contenia una menor cantidad de FeSO4 suprimio el gen 0.594 veces
(Figura 23). Dicho esto, podemos observar que en los tiempos de muestreo las

aplicaciones de sulfato de hierro inhiben la expresién del gen ACO2.

Melaza
En el muestreo 1, el T9 donde se efectuaron aplicaciones de melaza (20 cm? L),

se encontré que el gen ACO2 se expreso 2.158 veces (Figura 23) respecto al testigo

absoluto, en fruta del primer muestreo realizado posterior a 3 aplicaciones del



tratamiento de manera foliar en intervalos de 15 dias. Esto indica que las
aplicaciones de este compuesto en las primeras etapas de floracidén tienen un
impacto positivo en los sistemas enzimaticos encargados de la formacion de acidos
grasos polinsaturados de cadena larga, de tal forma que los contenidos de Omega-
3 en fresa pueden ser incrementados con aplicaciones de Melaza en dosis y etapas
especificas dentro del periodo de floracién en plantas de fresa.

Muestreo 2

Peroxido de hidrogeno (H202)
Los frutos para esta cuantificacion se obtuvieron del segundo muestreo en plantas

con 6 aplicaciones foliares en ambas concentraciones de H20:2. Las plantas del
tratamiento 1 [30.014 x 10* M] expresaron el gen ACO2 0.475 (Figura 24) veces
mas que el testigo, a diferencia del tratamiento 2 donde la concentracion de H202
fue mayor [30.014 x 102 M] y suprimié el gen ACO2, el cual se expresé 0.652 veces
(Figura 22) menos que el testigo.

En ambos tratamientos T1 [34.014 x 10-4 M]y T2 [34.014 x 10-3 M] no se obtuvieron
diferencias significativas para las variables de altura de planta, diametro de planta,
ndamero de coronas, y concentracion relativa de clorofila, se obtuvieron ligeras
diferencias numéricas mayores al testigo. Esta informacién concuerda con los
resultados que presentaron diferencia numérica en aumento frente al testigo. Sin
embargo, el tratamiento 1 presentd una diferencia significativa en el didmetro de
corona de 17.86% mayor al testigo y el T2 present6 una diferencia numérica de
14.25% mayor. El peroxido de hidrogeno ademas de ser sefializador de expresion
de genes relacionados con la tolerancia a estrés oxidativo (Orozco-Cardenas et. al.,
2001), el H202 también sirve como un mediador clave de la activacion de ABA
(Benezer et. al., 2008) , razon por la cual las plantas mostraron mayor diametro de
corona comparado con el testigo. EIl H202 es transportado desde el apoplasto hacia
el citosol a través de acuaporinas; si este transporte ocurriera a mayores distancias
el H202 podria ser considerado como un compuesto con accién hormonal

(Benavides Mendoza, 2002b). Gondim et. al., (2013) menciona que al presentarse



estrés oxidativo la planta lo reduce con glutamina reductasa y esta misma es

favorable para la sintesis de clorofila.

En el peso de fruto el T2 presentd una diferencia significativamente menor de
24.9% inferior al testigo, es probable que la deficiencia de oxigeno en el medio
radical produzca un efecto negativo en el crecimiento de las raices y en la absorcion
de nutrientes (Orihuela, Hernandez, & Tornos, 2013). En cuanto a la concentracion
de solidos solubles totales tampoco se presentd una diferencia significativa en
comparacion al testigo, sin embargo, hubo una diferencia numérica menor de 22.2%
y 14.32% para los tratamientos T1 y T2 respectivamente. La gréfica presento una
tendencia creciente en los sélidos solutos totales conforme la concentracion de
H202 aumentaba. En trabajos mas recientes se demostré que H202 en bajas
concentraciones menores a 20 x 102 M actla como sefial para la sintesis y
asimilacion de azucares solubles, incrementando el contenido de éstos en hojas y
frutos (Ozaki et al., 2009). Aplicaciones semanales de H202 5mM mostraron un
aumento significativo en la concentracion total de sélidos solubles y el contenido
total de azucar de los frutos de manzana de cera (Syzygium samarangense) (Ismalil
et al., 2015).

El T1, con menor concentracion de H20z, logré estimular la expresion del gen ACO2
a pesar de tener una concentracién mas baja en el contenido de sélidos solubles
totales. Parece ser que la moderada aplicacion de H20:2 estimulo la biosintesis de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga en cierto punto de la floracion en las
plantas de fresa utilizadas para este experimento. Se observé que la misma
concentracion de H202 [30.014 x 10 * M] estimulo en mayor proporcion la expresion
del gen ACO2 en la fruta obtenida del segundo muestreo. Es probable que la
asimilacion H202 haya tenido un efecto retardado o posiblemente desencadeno una
serie de procesos metabdlicos que dieron como resultado un aumento en expresion
del gen en la fruta del segundo muestreo. Ademas, la expresion del gen de interés
para este experimento disminuyo considerablemente al aumentar la concentracion

de H202a 30.014 x 10 3 M (T2) lo indica que en mayores concentraciones el H202



inhibe la produccion de &cidos grasos. El H202 es una molécula sefial y un regulador
de la expresion de algunos genes. Cuando se acumulan en las plantas, activa
factores de transcripcion que regulan diferentes procesos fisioldgicos y estimula los
mecanismos de defensa ante el estrés (Hung, Yu, & Lin, 2005; Pnueli, Liang,
Rozenberg, & Mittler, 2003; Yu, Murphy, & Lin, 2003) organismos evolutivamente
desarrollaron sistemas de defensa antioxidante que retarda o previene la oxidacion
de un sustrato oxidable, ya sean lipidos, proteinas, ADN etc. neutralizando a las
ROS (Constanza, Maria, & Ariza, 2012) La interaccion de NO y H202 en las
plantulas de trigo alivio el estrés del zinc mediante el aumento del sistema
antioxidante, disminuyendo la per oxidacion de lipidos y la expresion de genes de

resistencia (Ortega-Villasante, Aro, Carter, Liao, & Niu, 2016)

Sulfato de Cobre (CuS0O4)
El tratamiento 3 (T3) fue el tratamiento que suprimié en mayor cantidad de veces el

gen ACO2. En las plantas asperjadas con Sulfato de Cobre [159.62 x 10-4 M] la

expresion de el gen fue 0.183 veces menor al testigo absoluto (TO) (Figura 24). En
este tratamiento no se obtuvieron diferencias significativas en relacion al testigo
para las variables de altura de planta, diametro de planta, nimero de coronas,
sélidos solubles totales, peso de fruto ni contenido relativo de clorofila. Fulford
(1970) explica que el sulfato de cobre disminuye la concentracién del acido
indolacético (AIA) y aumenta el etileno ocasionando una disminucién en el

crecimiento.

Azcén-Bieto y Talén (2003) hace mencion de que la esencialidad del Cu radica en
su presencia en diversas proteinas y enzimas implicadas en procesos de éxido-
reduccion. El T3 presento una diferencia significativa en la variable del diametro de
corona. Varias proteinas que contienen Cu desempefian un papel fundamental en
procesos fisioldgicos tales como la desintoxicacion de radicales superéxido y
lignificacion. EI Cu es un componente del complejo Polifenol oxidasas, que se
involucra en la biosintesis de lignina y alcaloides. (Alegria, 2016). Ademas es un

componente de muchas métalo-enzimas como la citocromo oxidasa, que cumple



una funcion de activador de procesos metabdlicos basales, y la fenolasa,
responsable de la lignificacion (Dell, Malajczuk, & Grove, 1995).

La aplicacion de CuSOa4 afecto el contenido relativo de clorofila dando como
resultado una diferencia numérica mayor en comparacion al testigo de 6.17%.
Alegria (2016) explica que el Cu forma parte de la plastocianina, una proteina
cloroplastica que interviene en la transferencia de electrones del fotosistema 1 y I,
asi como con la ferredoxina inhibiendo la foto-reduccion del NADP™* (Shioi, Tamali,
& Sasa, 1978). Como consecuencia de menores contenidos de plastocianina,
disminuye la tasa de fijacibn de CO2 de modo que el contenido de almidon y de
carbohidratos solubles también se reduce (Kirkby, Romheld, & Parte, 2009) Esto
también explica la diferencia numérica menor en relacidén al testigo (17.62%) en

cuanto al contenido de sélidos solubles totales.

La funcion de los fotosistemas se encuentra estrechamente ligada con el contenido
de carbohidratos, un cambio en estos sistemas metabdlicos representan
alteraciones en la biosintesis de acidos grasos (Maksymiec et al., 2006) Por otra
parte Quartacci et al., (2003) explica que el cobre en exceso afecta la composicion
y la fluidez de los lipidos. Esto, aunado al desequilibrio fotosintético afecta
negativamente la expresion del gen ACO2 que forma parte de la formacion de
acidos grasos de cadena larga afectando el contenido final del compuesto de

nuestro interés, el omega-3.

Acido Glutamico
En el muestreo 2, elT4 donde se aplico acido glutamico [1.96 g/L] en 6 ocasiones

con intervalos de 15 dias, expreso el gen ACO2 0.8 veces mas que el testigo (Figura
24). En ambos muestreos el resultado fue favorable para los intereses de este
experimento. Entre ambos muestreos existe una diferencia de 1.101 veces de
expresion en comparacion al testigo (Figura 24). Podemos afirmar que las
aplicaciones de acido glutamico favorecen la expresiéon del gen ACO2, involucrado

en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, de tal manera



que los frutos obtenidos de estas plantas tenian un mayor contenido nutricional de
omega-3.

Se obtuvo una diferencia significativa menor en comparacion al testigo en las
variables de peso de fruto (69.5%), diametro de corona (23.4%), y altura de planta
(31.22%) En cuanto a la produccién; una planta con mayor biomasa potencialmente
es mas productiva, algunos estudios hacen mencion de la funcién que el acido
glutdmico cumple sobre la germinacién del grano de polen y la viabilidad de frutos
formados posterior a la fecundacién de las flores (Baker & Baker, 1973). Esta
informacion sustenta el bajo rendimiento obtenido en el T4, la biomasa de la planta
no tenia la capacidad de producir lo que una de mayor tamafo si. Es importante
tomar esta informacion en cuenta: se obtuvieron frutos de peso mas bajo pero con
un mayor contenido de Omega-3. Pereyra (2001) sugirié que el glutamato aplicado
foliarmente se traslada a la raiz y hacia los plastidos para generar nitrdgeno amidico,
por otra parte, también es aprovechado por los cloroplastos de los tallos para
asimilar el amonio producido por la foto-respiracion, de ser asi las células vegetales
evitan la toxicidad del amonio incorporandolo rapidamente en los esqueletos
carbonados para formar aminoacidos. Tomando en cuenta los resultados de la
altura de planta es posible que el acido glutdmico se haya traslocado a otras rutas
metabdlicas razén por la cual en didmetro de corona no fue superior comparado con

plantas testigo.

Para las variables: diametro de planta, numero de coronas, contenido de soélidos
solubles totales y contenido relativo de clorofila no se obtuvieron diferencias
significativas en base al testigo. Sin embargo, se obtuvieron diferencias numéricas
mayores en comparacion al mismo de 7.24% en el diametro de planta y 14.12% en
el numero de coronas. Los aminoacidos intervienen en el crecimiento y desarrollo
vegetal, especialmente cuando se presenta algun tipo de estrés en las planta
(Arjona et al., , 2004). Las plantas tienen la capacidad de biosintetizar aminoacidos,

sin embargo requiere un proceso complejo que demanda un gasto energético muy



elevado, por lo que la aplicacién de aminoacidos permite un ahorro de energia y un

mejor desempefio de la planta (Angulo Rodriguez, 2009).

Las variables de sélidos solubles totales y contenido relativo de clorofila obtuvieron
diferencia numérica menor en comparacion a testigo de 18.33% y 0.1%
respectivamente. Estas variables difieren de los resultados sobre la expresion del
gen ACO2. Se esperaria una mayor concentracion de clorofila y de sélidos solubles
totales, debido a su importancia en el aporte en carbohidratos y su productividad
energeética, sin embargo, los resultados mostraron que la expresion del gen ACO2
que fue de 1.901 (muestreo 1) y 0.8 (muestreo 2) veces mayor en relacion al testigo
(Figuras 23 y 24). Es probable que la interaccion del acido glutdmico con los
aminoacidos y proteinas hayan estimulado rutas metabdlicas especificas para la
biosintesis de acidos grasos, mientras que las variables fisiolégicas no
necesariamente se vieron favorecidas significativamente por las aplicaciones de Ac.

Glutamico.

Sulfato de hierro (FeSOa)
El muestreo 2 se realiz6é posterior a 6 aplicaciones de sulfato de hierro (FeSQa) y

los resultados demostraron que ambas concentraciones de (FeSOa4) suprimieron el
gen ACO2, el T5 (FeSOa4[151.9 x 10* M]) y el T6 (FeS04 [151.9 x 102 M),
expresaron 0.725 y 0.499 veces menos el gen ACO2 (Figura 24), respectivamente
comparado con el testigo. Tomando en cuenta los resultados del muestreo anterior
es posible afirmar que las aplicaciones de FeSO4 no son favorables para la

estimulacion de la expresion del gen de interés para este experimento.

El TS5 no obtuvo diferencias significativas en las variables de altura de planta,
diametro de planta, diametro de corona, niumero de coronas, contenido de sdlidos
solubles totales, peso de fruto y contenido relativo de clorofila; mostro diferencias
numericas ligeramente mayores al testigo. En lo que respecta al tratamiento 6 de
FeSOa4 concentrado a 151.9 x 102 M fue significativamente diferente mayor en

comparacion al testigo en didmetro de planta (15.83%), diametro de corona



(19.51%), nimero de coronas (30.21%), soélidos solubles totales (1.7%) y en la
variable peso de fruto resultd significativamente menor (27.77%). Esta
concentracion de sulfato de hierro muestra diferencia numérica de 11.8% mayor al
testigo en altura de planta y 6.53% mayor en contenido relativo de clorofila. Los
citocromos son las moléculas mas comunes que contienen porfirinas, que estan
compuestas por Fe. Los citocromos son fundamentales en los sistemas respiratorio
y fotosintético y su propiedad mas importante, la funcion REDOX. Esta capacidad
permite realizar reacciones REDOX rapidas por transferencia de electrones. Asi
mismo forma parte de varios sistemas enziméticos como: citocromo oxidasa,
catalasa, peroxidasa, desaturasas de &acidos grasos, sintesis de clorofila,

peptidilprolina hidrolasa, nitrogenasa, etc. (Benavides Mendoza, 1999).

Los resultado indican que las variables relacionadas con el desarrollo y crecimiento
se vieron favorecidas con las aplicaciones de FeSOa4, notablemente en ambas
concentraciones, la concentracion mas elevada de FeSO4 [151.9 x 102 M] (T6) tuvo
un mayor impacto en dichas variables. Sin embargo, en cuanto a la expresion del
gen de nuestro interés (ACO2)], ambas concentraciones no estimularon
favorablemente el gen relacionado con la biosintesis de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga para mejorar la calidad nutricional de la fresa. Asi
mismo pudimos observar que la supresion del gen ACO2 tuvo un comportamiento
constante entre ambos muestreos donde sucedié en mayor severidad en relacion a

la concentracion aplicada.

Acido salicilico
La cosecha para estos tratamientos se realizd0 exclusivamente en el segundo

muestreo, donde se realizaron 6 aplicaciones de acido salicilico en 2
concentraciones en intervalos de 15 dias, previos al corte de la fruta evaluada. Se
realizaron aplicaciones de acido salicilico en concentraciones de [1x10 *M L] y de
[1x10 * M Y1] para los tratamiento T7 y T8 respectivamente. El T7, de menor
concentracion, presento un aumento considerable frente al testigo en la expresion

del gen ACO2, el cual se expreso6 0.849 veces (Figura 24) mas con las aplicaciones



de &cido salicilico a [1x10 M L], acercandose bastante a duplicar la expresion de
dicho gen ligado a la formacion de acidos grasos de cadena larga. En el caso del
T8 [1x10 3 M 1] la expresion del gen ACO2 incremento ligeramente respecto al
testigo, siendo de 0.188 veces mayor a este (Figura 24). Esto bien podria deberse
a la concentracion mas elevada que se utilizé para el segundo tratamiento de &cido
salicilico (T8). Podemos afirmar que este compuesto quimico tiene la capacidad de

modificar la expresion del gen ACO2.

En cuanto a las variables fisiologicas evaluadas los resultados no obtuvieron
diferencia significativa, pero si un pequefio decremento numeérico en las variables
de: altura de planta, diametro de planta, numero de corona, y peso de fruto el cual
disminuy6 notablemente al testigo 41.8% en la dosis mas baja de acido salicilico y
39.2% en el T8. Probablemente la planta respondi6 a las aplicaciones de manera
negativa debido a la concentracion elevada. El diametro de corona y contenido
relativo de clorofila tampoco obtuvieron una diferencia significativa, sin embargo,
mostraron un aumento en comparacion al testigo en la dosis de [1x10 “# M L],
posiblemente se deba a que en esta variable si es favorable al aplicar dosis mas
bajas. Martinez et al., (2004) menciona que el acido salicilico afecta la sintesis de
algunos reguladores de crecimiento que afectan directamente los procesos
fisiologicos. En contribucién a esto, Sanchez et al., (2011) reportan que aplicar dosis
mas bajas de 1x107 y 2x10’M a plantas de chile jalapefio aumentd
significativamente la produccion de biomasa foliar y radicular, indicando que a dosis

mas bajas el AS provee cierto beneficio.

En el contenido de sélidos solubles totales fue mayor en aquellas que fueron
tratadas con acido salicilico 1x10 -4 M L-1 (T7) superando 14.8% al testigo (T), por
el contrario, el T8 mostro una disminucion de 5.8 % en comparacion al testigo.
Teniendo una diferencia en total de 19.8 % entre ambas aplicaciones. Estas
variables se vieron afectadas en similar proporcién a la expresion del gen ACO. El
T7, que posee mayor contenido de solidos solubles totales, asi como una mayor

estimulacion de la expresion del ACO2 asociado a la formacion de acidos grasos



poliinsaturados de cadena larga, fue el tratamiento con concentracion mas baja.
Estos resultados confirman que el AS juega un papel en la formacion de &cidos
grasos, y propone gue las dosis de menor concentracion tienen un impacto positivo
frente a las concentraciones mas elevadas de dicho compuesto. La funcién mas
estudiada del AS es como elicitor, que sirve como sefalizador en la respuesta de
las plantas para generar moléculas defensa (Dong, 2004; Shah, 2003). Dempsey
(1999) explica que las aplicaciones exdgenas de acido salicilico tienen la capacidad

de inducir el sistema de defensa proteico.

Melaza
En el segundo muestreo las plantas contaban con 6 aplicaciones de melaza a una

concentracion de 20 cm? L y el experimento no obtuvo resultados positivos ni
negativos respecto a la expresion del gen ACO2. Se mantuvo practicamente igual
al testigo con un muy ligero incremento de 0.001 veces en comparacion a éste
(Figura 24). Los resultados indican que las aplicaciones de melaza modifican la
expresion del gen ACO2 positivamente en plantas de fresa en la dosis aplicada [20
cm3 L-1], pero su constante aplicacion interactda con la planta de una manera
posiblemente antagonica, o por otro lado su acumulacion en los tejidos genera una
migracion de las moléculas de AS a otros 6rganos no involucrados en la formacion

de acidos grados.

En cuanto a las variables fisiol6gicas de altura de planta, peso de fruto y contenido
relativo de clorofila tuvieron una diferencia numérica menor respecto al testigo de
23.45%, 13.8% y 2.3% respectivamente. En cuanto al didmetro de corona y nimero
de coronas los resultados indicaron que las aplicaciones de melaza a esta
concentracion no influyen para la modificacion positiva o negativa de estos
pardmetros ya que se mantuvieron practicamente iguales frente al testigo. Por otro
lado, este tratamiento (T9) parece afectar negativamente el diametro de planta
debido a que mostro una diferencia significativa menor en comparacion al testigo de
20.89% al igual que el contenido de solidos solubles totales que fue menor

significativamente frente al testigo.



Restrepo ( 2007) menciona que la funcion principal de la melaza es el aporte
energético para la activacion del metabolismo microbiologico del suelo, potencializa
la fermentacion y provee elementos en pequefias cantidades como zinc, potasio,
boro, magnesio, fosforo, calcio, y fierro. Los resultados obtenidos posiblemente se
consecuencia de un exceso en las dosis aplicadas, con las aplicaciones foliares las
hojas se tornaron oscuras afectando el proceso fotosintético al disminuir la
incidencia de luz sobre la lamina foliar, de tal forma que no se desarrollaron
adecuadamente los azucares dafiando el proceso fisioldgico del fruto; por eso existe
un decremento en el peso de los frutos y en la expresion del gen ACO2. En relacion
a esto Guillermo (2009) menciona que la fotosintesis es el proceso por el cual
mediante la intercepcion de luz fotosintéticamente activan las plantas transforman
la materia inorgéanica de su medio externo en materia organica que utilizaran para

su crecimiento y desarrollo.

Acidos himicos y fulvicos
La cosecha para este tratamiento se realiz6 exclusivamente en el segundo

muestreo, donde se realizaron 6 aplicaciones de &cidos humicos y fulvicos en
intervalos de 15 dias previos al corte de la fruta evaluada. El T10, en el cual se
realizaron aplicaciones en forma foliar de acidos humicos y falvicos a una
concentracion de [20 cm3 L-1], demostré tener influencia sobre la expresion del
gen ACO2, el cual se expreso6 2.805 veces mas respecto al testigo (Figura 24). Tuvo

un gran resultado en comparacion al resto de tratamientos.

No se encontré diferencia significativa en cuanto al diametro de corona y nimero de
coronas, al igual que en contenido relativo de clorofila, y altura de planta, sin
embargo, en estas dos Ultimas variables se presentd un incremento del 7.75% vy el
11% respectivamente. En el peso de fruto hubo un decremento de 49.4% en
comparacion al testigo, mientras que en el contenido de los sélidos solubles totales
si hay diferencia significativa, ya que disminuyo 24.6 %. Posiblemente se pudo

haber generado un estrés en respuesta a las dosis de aplicacién. En



complementacion a los resultados obtenidos, Vaughan & Malcom (1985) reportan
que los beneficios de AH y AF se presentan de manera mas general en la parte
radicular que en la aérea lo que justificaria algunos de los decrementos obtenidos

en las variables fisiolégicas.

Las diferentes propiedades fisico-quimicas entre las acidos humicos y los acidos
falvicos hacen que resulten unos mas eficientes para determinadas situaciones que
otros (Stevenson et al., 1994). Estas caracteristicas les permiten resistir altas
concentraciones de salinidad y en una amplia gama de pH, de esta forma se
prolonga su duracion en el suelo para interactuar con las raices de las plantas

(Bocanegra et al., 2006).

En este tratamiento se notd in incremento considerable en la expresion del gen
ACO2 que esta relacionado con la biosintesis de &cidos grasos poliinsaturados de
cadena larga. Indudablemente los resultados muestran que efectivamente las
aplicaciones AH y AF modifican favorablemente la expresion del gen involucrado en
la formacion de omegas. Sin embargo, es dificil explicar con precision el papel que
juegan estos compuestos en la formacién de acidos grasos. Flores (1993) explica
que los AH presentan efectos favorables en la planta como el traslado de
nutrimentos desde las raices hasta la parte aérea y del exterior de las hojas hasta
los lugares de acumulacién. Otros autores destacan que los AF tienen una mayor
absorcién y capacidad de intercambio catiénico que los AH, y son responsables de
quelatar y movilizar iones metalicos, incluyendo Fe y Al (Bocanegra et al., 2006; da
Silva et al., 2009; Navarrete et al., 2004). Como podemos observar se le atribuyen
diferentes caracteristicas a cada grupo (AH y AF). Narro (1987) menciona que los
AH favorecen la permeabilidad de la membrana celular permitiendo una mejor
asimilacion de nutrimentos por parte de las raices y de las hojas; lo que a su vez
sugiere que no solo es una funcién directa la que desempefian los AH y AF para la
biosintesis de ALA, su funcién como guelatantes y facilitadores de la translocacion

de nutrimentos eficientiza los procesos metabdlicos de las planta, favoreciendo su



crecimiento, desarrollo y calidad de fruto, que para interés de este experimento se

traduce en un mayor contenido de omega-3.

Algas Marinas
La cosecha para estos tratamientos se realizd6 exclusivamente en el segundo

muestreo, donde se realizaron 6 aplicaciones de algas marinas, en 2
concentraciones en intervalos de 15 dias, previas al corte de la fruta evaluada. En
los tratamientos 11 y 12 se realizaron aplicaciones de algas marinas en
concentraciones de 15 cm?® Lty 30 cm?® L, respectivamente. El tratamiento con la
dosis mas baja de 15 cm® L? sobresalié notablemente de todos los tratamientos,
incluyendo a los tratamientos que se realizaron para generar estrés oxidativo
inducido y controlado. El tratamiento 11 expreso el gen ACO2 3.862 veces mas en
comparacion al testigo (Figura 24), casi logré cuadruplicar la expresion del mismo.
En cuanto a la concentracién mas levada de algas marinas en el T12 (30 cm® L) la
alta concentracion afecto la expresion del gen ACO2, confirmando que las algas
marinas tienen un efecto sobre la expresion de este gen. En el T12 las plantas de
fresa se expresaron 1.086 veces respecto al testigo (Figura 24). Practicamente
fueron iguales con un ligero incremento. El efecto benéfico que se consigue al
aplicar extractos de algas es resultado de diversos compuestos que interactian de
forma sinérgica en diferentes concentraciones (Fornes et al., 2002). En algunos
estudios se reportan un aumento en la concentracion de propiedades antioxidantes
con la aplicacion de extractos de algas marinas (N. Verkleij, 1992; Turan & Kose,
2004).

En lo que respecta a las variables fisiolégicas, el T11 (15 cm® L) superd
numeéricamente 20% al testigo en diametro de corona, y 15.58% en el diametro de
planta. En los resultados se encontré que el contenido relativo de clorofila logro
superar al testigo significativamente en los tratamientos T11y T12, 3.2% y 3.8 %
respectivamente. Lépez (2015) realiz6 un experimento sobre el efecto a la
aplicacion del extracto de alga marina al suelo y foliar en una plantacion de vid (Cv.
Siras), donde obtuvieron un incremento de los pigmentos de clorofila de las hojas

de 2.68% en comparacion al testigo. Shehata y El-yazied (2015) reportan que el



aumento de clorofila probablemente se deba que el extracto de alga marina contiene
elementos como el hierro y el nitrégeno, que se requieren en la sintesis de clorofila
en las hojas ya que por eso el contenido de clorofila aumenta. La variable altura de
planta tuvo diferencia significativa inferior al testigo en ambos tratamientos. De igual
forma las variables de peso de fruto y contenido de sélidos solubles totales se vieron
afectadas por las aplicaciones de algas marinas en ambas concentraciones,
encontrandose una diferencia significativa menor de 37.4% (T11) y 44 % (T12) en
el peso de fruto, de 23.2% (T11) y 8.7% (T12) en el contenido de sélidos solubles
totales. Estos resultados posiblemente son consecuencia de un exceso en las dosis
aplicadas en forma foliar, las cuales tornaron las hojas de color obscuro

disminuyendo la incidencia luminica sobre la lamina foliar.

Las aplicaciones de algas marinas en ambas dosis presentan comportamientos
similares superiores o inferiores al testigo, el T11, donde la concentracion fue de 15
cm? L1 se obtuvieron mejores resultados en la mayoria de las variables en
comparacioén al T12. Esta informacion indica que las algas marinas actdan en varios
procesos metabdlicos de las plantas, afectando diferentes 6rganos en proporcion
variable. Los extractos de algas marinas estimulan la germinacion, el desarrollo y la
produccion en las plantas. Ademas, contienen macro y micro elementos
indispensables para la nutricién, asi como amino acidos, y vitaminas (Zhang et al.,
2003; Zhang & Schmidt, 2000) Ademas, la expresion del gen ACO2, en el T11
destaca sobresalientemente de cualquier otro tratamiento. Mas estudios sobre el
comportamiento de las algas marinas en bajas concentraciones podran esclarecer
algunas de las incognitas respecto a su influencia en la biosintesis de &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga en vegetales. Canales y Crouch (2000; 1993),
mencionan que los extractos de algas marinas son ricos en compuestos naturales
con comportamiento similar a los promotores de crecimiento, como es el caso de
algunos agentes quelatantes como &cidos alginicos y acidos fulvicos (Canales
Lépez, 2000; J. Crouch & van Staden, 1993). Una gran ventaja del uso de algas
marinas en la agricultura es que los extractos de algas marinas son un importante

recurso renovable y una alternativa al uso de fertilizantes quimicos, gracias a su



contenido de reguladores de crecimiento naturales y aminoacidos, sirven para
promover una mejor absorcién nutrimental por parte de la planta, y ademas, son
biodegradables, no toxicos ni contaminantes para personas y animales (Dhargalkar
& Pereira, 2004; Hong, 2007)

CONCLUSIONES

> Las aplicaciones de H202 [30.014 x 10 -4 M], &cido glutadmico [1.96g/L] y acido
salicilico [1x10* M L] mejoraron la calidad nutricional de la fruta de fresa al
favorecer positivamente la formacién de LC-PUFAs (Omegas-3), considerados
indispensables debido a la incapacidad de cuerpo humano de sintetizarlos

> La aplicacion de algas marinas, en una concentracion de 15 cm? L*,obtuvo
una destacada respuesta destacada en la biosintesis de Omega 3 en plantas
de fresa respecto al resto de los tratamientos, logrando estimular casi 3 veces

mas el gen encargado de la formacion de acetil-coA.

» Las aplicaciones de melaza y de acidos humicos y fulvicos, ambos aplicados
en dosis de 20 cm? L, mostraron tener influencia positiva en la nutricién de la
fresa acercandose a duplicar el contenido de Omega-3 en comparacion al

control.

> Los compuestos: perdxido de hidrégeno [30.014 x 103 M, sulfato de cobre
[159.62 x 10“M], y sulfato de hierro en concentraciones de 151.9 x 10“*M vy
151.9 x 10°M afectan negativamente la formacién de Omega-3 en la plantas

de fresa.

» Ningun tratamiento organico inhibi6 la expresion del gen ACO2.

» Latécnica de extraccién de ARN en el fruto de fresa fue exitosa para los fines

de esta investigacion
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