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RESUMEN

Las plantas durante su crecimiento y desarrollo constantemente se encuentran
expuestas a condiciones de estrés. Ante estas condiciones las plantas cuentan con
diversas defensas que pueden ser constitutivas o inducibles con la finalidad de limitar
y hacer frente al estrés. Se conocen tres tipos de respuestas de defensa en las
plantas, en las cuales se encuentran la resistencia sistémica inducida (RSI), la
resistencia sistémica adquirida (RSA) y la resistencia mediada por acido abscisico
(ABA). Las fitohormonas &cido salicilico (AS) y acido jasmonico (AJ), han sido de
relevancia, pues se sabe que el AS es el principal mediador de la RSA activando
genes como PR1. Y la respuesta mediada por AJ se atribuye a la defensa de la RSI.
El tiempo en generar la respuesta de defensa es esencial para lograr limitar la
invasion y el dafio de los diferentes patdgenos y sus diferentes formas de ataque.
Por lo tanto, se ha realizado la busqueda e identificaciébn de inductores capaces de

activar la sefalizacion de defensa, estos inductores son llamados elicitores.

El siguiente estudio tuvo como objetivo estudiar la expresion de genes
relacionados con la resistencia al estrés bidtico mediados por la via del AS y AJ
relacionados a la RSA y RSI, respectivamente, en una cinética de tiempo, a través de
la inoculacion de Fusarium oxysporum (FOL)y la aplicacién de dos elicitores. Los
tratamientos evaluados fueron: (FOL) inoculacion con FOL, (E1) inoculacion con FOL
mas la aplicacion del elicitor 1. (E2) inoculacién con FOL mas la aplicacién del elicitor
2 y (TA) tratamiento testigo absoluto. La expresion de genes se evaluo a los 15, 57 y
60 ddt (dias después de trasplante). La aplicacion de los elicitores activé la expresion
de los genes, asi como también la inoculacion con FOL. La mayor expresion del gen
PR1 alos 15y 57 ddt se presento en el tratamiento E2 (9.39 y 27.07 veces mas que
el TA), a los 60 ddt el tratamiento FOL presento la mayor expresion (8.04 veces mas
gue el TA). La mayor expresion del gen JA a los 15 ddt se presenté en el tratamiento
E2 (0.38 veces mas que el TA) y a los 57 y 60 ddt el tratamiento FOL fue el de mayor
expresion (6.48 y 23.69 veces mas que el TA). La aplicacion del elicitor E2 (extracto
natural) sobreexpreso el gen PR1 activando el sistema de defensa de la RSA.



INTRODUCCION

El cultivo de tomate es de suma importancia tanto a nivel nacional como
internacional, en México en el 2017 la produccion de tomate fue de 3.47 millones de
toneladas, segun Fideicomisos Instituidos en Relacién con la Agricultura (FIRA
2019).

La produccion de tomate en México se realiza principalmente bajo dos
sistemas de produccion, a cielo abierto y bajo invernaderos. El sistema
implementado influye fuertemente en el rendimiento de la produccion. En invernadero
la produccion ofrece grandes ventajas debido a que permite minimizar los dafios por
fendbmenos meteoroldgicos, sin embargo, no solo el sistema implementando influira
sobre la produccion, por otro lado, la presencia y presion de factores bibticos y
abioticos también es de gran importancia en el éxito del sistema de produccion (De
Alba et al. 2015; Torres 2017).

Al conjunto de factores tanto abidticos como biodticos que afectan los cultivos y
gue tienen efecto negativo sobre el crecimiento de las plantas, se le conoce como
estrés, ya que son condiciones no Optimas para el crecimiento y desarrollo de las

plantas (Squeo y Cademil 2007).

El estrés puede dividirse en abidtico y bibtico, el primero se manifiesta debido
a factores como la luz, la radiacion, bajas y altas temperaturas, altas condiciones de
salinidad, pH etc. De forma opuesta el estrés bidtico se manifiesta por accion de

seres vivos como nematodos, insectos, bacterias y hongos (Benavides 2002).

Uno de los hongos de mayor importancia que afecta los cultivos es Fusarium
oxysporum, ya que se conocen mas de 78 especies, ademas de tener una amplia
distribucion geogréfica y efectos devastadores en los cultivos logrando reducir la

produccion o en casos extremos tener perdidas totales (Torres 2000).

En el cultivo de tomate Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) es un
hongo responsable de causar la enfermedad de la marchitez vascular, considerada

una de las mas devastadoras, ocasionando pérdidas mayores del 50%, ademas que



su control se ve limitado debido a las pocas opciones para su manejo y las razas

presentes de FOL cada vez mas agresivas (Norvienyeku et al. 2019).

Las plantas cuentan con diferentes mecanismos de defensa para enfrentarse
a los diversos tipos de estrés, este tipo de defensa se puede dividir en: defensa
pasiva y defensa activa. La defensa pasiva actia como la primera linea de defensa,
donde se encuentra la defensa preexistente buscando evitar la entrada o la invasion
de organismos patogénicos, se encuentra conformada por defensas estructurales y

biogquimicas (Agrios 2005).

La defensa activa, recibe el nombre debido a que es necesario la interaccién
de un estimulo hacia la planta, para que manifieste una respuesta de defensa,
debido al reconocimiento esta puede activar sus defensas estructurales o

bioquimicas (Dotor y Cabezas 2014).

En la defensa activa bioquimica destacan dos mecanismos de defensa
llamados resistencia sistémica inducida (RSI) y resistencia sistémica adquirida (RSA)

(Camarenay De La Torre 2007; Samaniego et al. 2017).

La RSA es un mecanismo de defensa reconocido por actuar sobre el estrés de
tipo bidtico, actia sobre una amplia gama de organismos y realiza una defensa
localizada que luego se extiende al resto de la planta y puede mantenerse activa. Es
necesario el estimulo de moléculas llamadas elicitores para dar inicio a este sistema
controlado por vias de sefializacién, que activaran la expresién de genes de defensa
por los cuales se llevara la sintesis de proteinas relacionadas a la patogenicidad (Li
et al. 2019a).

Se ha determinado que fitohormonas como el acido jasmonico, el etileno y el
acido salicilico desempefian un papel importante en la respuesta de defensa de las

planta mediante la resistencia sistémica (Laredo et al. 2017).

La restricciobn del uso de fungicidas convencionales y la resistencia que
ocasiona por el uso indiscriminado de estos productos contribuyen a la limitacion de

opciones para el control de FOL, por lo tanto el uso de la activacion de mecanismos



de resistencia sistémicos es una prometedora alternativa para su control (Akkopruy
Demir 2005).



Objetivo

Estudiar la expresion de genes relacionados con la resistencia al estrés biotico

(Fusarium oxysporum) en plantas de tomate.

Objetivos especificos

1. Analizar la expresion de genes relacionados con la resistencia sistémica
adquirida (via acido salicilico) en plantas de tomate en una cinética de tiempo.
2. Analizar la expresion de genes relacionados con la resistencia sistémica

inducida (via acido jasmonico) en plantas de tomate en una cinética de
tiempo.

Hipodtesis

Las plantas de tomate bajo estrés bidtico por Fusarium oxysporum y con la aplicacion
de elicitores causara una expresion diferencial de los genes relacionados con la

resistencia al estrés bidtico.



REVISION DE LITERATURA

Importancia econémica del tomate

El tomate es una hortaliza de suma importancia a nivel mundial, debido a su
elevada aportacion alimenticia, ya que posee una mezcla de minerales, vitamina C y

E, carotenos y flavonoides (Luna y Delgado 2014).

A nivel mundial ocupo el primer lugar en la produccién de hortalizas en el afio
2017. En este mismo afio China fue el primer pais productor de tomate, seguido por
la India y Estados Unidos, México se encontré posicionado en el noveno lugar
obteniendo una produccion aproximada de 2.3 millones de toneladas (Figura 1)
(FIRA 2019).
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Figura 1. Principales paises productores de tomate en el afio 2017 (Participacién porcentual)
(FIRA 2019).



En el afio 2017, se registrdo una comercializacién de 7.3 millones de toneladas
de tomate rojo, donde México para este mismo afio se posicion6 en el primer lugar
como exportador, con una cantidad de 1.7 millones de toneladas (SAGARPA, 2017;
CIMA 2019).

De acuerdo con el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP),
en México en el mes de febrero de 2018, la produccién de tomate fue de 3 millones
186 mil toneladas, obteniendo un incremento del 8% en contraste de lo que se
obtuvo en el mes de febrero del afio 2017, con la cosecha acumulada en una

superficie de casi 48 mil hectareas (SIAP, 2018).

Los precios de esta hortaliza en el mercado nacional difieren
significativamente respecto a las variedades de tomate, durante el afio del 2015 las
variedades saladette y bola, producidos bajo un sistema de cielo abierto registraron
en promedio de $5,245 y $3,685 pesos por tonelada respectivamente, sin embargo
los precios del tomate no solo difieren en la variedad, si no también bajo el sistema
de produccion, dichas variedades obtuvieron incrementos del 29 y 44%
respectivamente por tonelada en el mismo afio, bajo un sistema de produccion en
invernadero (FIRA 2016).

Sistemas de produccién en tomate

En México la agricultura protegida ha contribuido significativamente a la
produccion de alimentos, de tal forma que en los Ultimos afios este sistema se ha
desarrollado en forma acelerada, permitiendo obtener productos de calidad para

mercado nacional como de exportacion (Lopez et al., 2011).

La agricultura protegida es un sistema de produccion llevado a cabo a partir de
estructuras con la finalidad de proteger los cultivos, buscando minimizar los efectos
que imponen los fenomenos climaticos, por lo que es considerado un sistema
tecnolégico que permite mejorar las condiciones para el desarrollo de las plantas

(Moreno et al., 2011), obteniendo como resultado un incremento en la productividad,



calidad de la cosecha, asi como una oportunidad en el mercado, por mencionar
algunas de sus multiples ventajas.

Entre las principales especies cultivadas bajo este sistema se encuentra
principalmente hortalizas como tomate, pimiento morron, melén, pepino, lechuga y

plantas ornamentales.

En México para el afio 2014, bajo este sistema se logr6 cosechar a 350
toneladas por hectarea en el cultivo de tomate, para el mismo afio bajo un sistema de

cielo abierto se cosecho6 aproximadamente de 30 a 40 toneladas por hectéarea.

La produccion de tomate se verd influenciada sobre los sistemas de
produccién aplicados asi como el manejo del cultivo frente a factores ambientales
adversos, debido al gran impacto que tienen sobre las fases de desarrollo del cultivo,

estos diferentes factores son conocidos como estrés (Santiago y Borrego 2016).

Estrés en plantas

Larcher en 1995 define al estrés como una desviacidén significativa de las
condiciones Optimas para la vida. Condiciones responsables de ocasionar cambios
en todos los niveles funcionales de los organismos. Por lo tanto, en el estado
fisiologico de las plantas el estrés se podria explicar como un conjunto de respuestas
quimicas o fisiolégicas estableciendo un estado del organismo diferente al
observado bajo en condiciones éptimas (Basurto et al. 2008).

Una planta en condiciones 6ptimas presentaria un estrés 0, esto implicaria
que todos los factores donde se desarrolla serian los ideales, lo cual seria
improbable por las condiciones en las que se desarrolla la planta (Schulze et al.
2002). Ya que las plantas cultivadas en alguna fase de su desarrollo se veran
sometidas a distintos tipos de estrés ya sea por un factor ambiental bi6tico o abiético
afectando negativamente al organismo, sin embargo, la desviacién de algun factor
optimo no implica un estrés, ya que el estrés es la limitacion o fluctuacién impuesta al
organismo ocasionando lesiones, enfermedades o una fisiologia inusual en la planta,

7



viéndose expuestas a algunas tenciones como: bajas y altas temperaturas, sequia,
salinidad, estrés oxidativo, toxicidad de metales pesados y estrés bidtico durante su
desarrollo (Jaleel et al. 2009). Incluso cuando el cultivo se desarrolla bajo un sistema
de produccion de agricultura protegida se presenta el estrés abiotico y bidtico

disminuyendo su produccion (Febres 2019).

Tipos de estrés

Diversos agentes o factores son los que inducen el estrés en las plantas, por
lo tanto, dichos factores son categorizados en dos grandes grupos de estrés: abiotico
y bidtico.

Estos grupos son categorizados de acuerdo al agente causante del estrés
(Larcher 2003), es decir el estrés abibtico es aquel ocasionado por factores fisicos —
quimicos, entre ellos se encuentran el estrés hidrico, por alta y baja temperatura, alta
y baja irradiacién, por alta y baja radiacion ultravioleta (UV), estrés por salinidad, por
encharcamiento (anaerobiosis), por toxicidad de metales pesados asi como por

deficiencias nutricionales (Tambussi 2004).

Tales estimulos ambientales no favorables para la planta han sido
responsables de grandes pérdidas para la agricultura en todo el mundo, debido a la
limitante de recursos en la actualidad a nivel mundial; la falta de recursos hidricos y
el constante incremento de salinizacion en el agua como en los suelos, han
representado ser el estrés de mayor importancia dentro del estrés abidtico (Vinocur y
Altman 2005).

Dichas condiciones causan restricciones en el rendimiento y la productividad
de la planta, consecuentemente siendo responsables de pérdidas agricolas
representadas econdmicamente de $ 14-19 millones aproximadamente cada afio en

todo el mundo (Martinez et al; 2018).

Estas pérdidas en el rendimiento son resultado a que cuando la planta se

encuentra sometida a un estrés hidrico, la excesiva evaporacion inhibira la



fotosintesis y se vera limitada la funcidn estomatica viéndose afectado el crecimiento
de la planta (Brodribb y Holbrook 2003). Un ejemplo de ello es lo ocurrido bajo
condiciones de estrés salino, viéndose reducida la fotosintesis, la respiracion, la
sintesis de proteinas (perturba los &cidos nucleicos), también disminuira la absorcion
de elementos como: K, Mg, Ca y consecuente causara la inhibicién de crecimiento y

desarrollo de los cultivos (Sairam et al. 2002).

Estrés Biotico

El estrés bidtico es causado por la accién de otros seres vivos: animales,
(herbivoros; vertebrados e invertebrados), otras plantas (por competencia, alelopatia,
parasitas, etc.), y microorganismos fitopatbgenos como nematodos, bacterias, virus y
hongos (Montoliu 2010).

Dichos organismos se encuentren dentro o fuera de las plantas, viven de ellas
para poder obtener su alimento, reproducirse o desarrollase. Generalmente en la
etapa de inoculacién estos organismos entran en contacto con el hospedero ya sea
por penetracion directa por medio de estructuras especializadas para realizar dicha
accion o indirectamente por aberturas naturales (estomas, hidatodos, lenticelas,

nectarios), incluso por heridas.

A continuacién, ocurre la etapa de infeccion en la cual el patégeno se
encuentra en contacto con las células del hospedero o tejidos susceptibles del
mismo. Los patdégenos se alimentan, se reproducen o se desarrollan de su

hospedero causando una invasion (Agrios 2005).

Como consecuencia se provocaran alteraciones en las funciones sistémicas
en la planta, limitando el desarrollo y crecimiento. En algunos casos puede llegar a
ocasionar la muerte de la planta, dependiendo de la severidad y patogenicidad del

organismo.

Los principales agentes que causan estrés bibtico en el cultivo de tomate son:



Bactericera cockerelli: Este insecto es responsable de causar dos tipos de
dafios, el dafo directo se ve relacionado a las ninfas ya que estas inyectan toxinas
cuando se alimentan de la planta ocasionando un amarillamiento en las hojas,
mientras que el dafio indirecto, esta relacionado con la trasmision de fitoplasmas
ocasionando en cultivo la enfermedad del permanente de tomate asociada a
Candidatus Liberibacter solanacearum (OIRSA 2015).

Mosca Blanca: Bemisia tabaci causa un dafio directo debido a que se
alimenta del floema de la planta y un dafio indirecto debido a que se considera que
es transmisor del virus del rizado amarillo (TYLCV), que afecta el rendimiento de la

planta como la calidad de los frutos (Basu 1995).

Por otro lado, larvas del orden lepiddptero son responsables de causar
severos dafios en la planta de tomate, principalmente organismos del género
Heliothis, Helicoperva, Spodoptera y Tuta, ya sea porque algunas especies se
alimentan de tejidos vegetales como brotes, ramas y hojas, siendo 0 no especificos
en etapas fenoldgicas dependiendo de la especie, de tal manera que logran
ocasionar severos dafios a la planta, ademas de afectar significativamente la calidad
del fruto (Urretabizkaya et al. 2010).

Las bacterias fitopatégenas en las plantas de tomate ocasionan sintomas
vasculares como pudriciones, marchitez y finalizan con el colapso, para este caso,
algunas de las responsables son Clavibacter michiganennis y Ralstonia
solanacerum. También pueden provocar sintomas foliares como manchas, pustulas o
lesiones superficiales como lo hace Pseudomas syringae y Xhantomonas vesicatoria
(Cai et al. 2019; Morcillo et al. 2019).

Los hongos fitopatégenos son organismos que en su mayoria pasan parte de
su ciclo biolégico en las plantas, ya que estas les sirven como hospedero. Diferentes
hongos son los que crecen en las plantas de tomate causando un estrés en las
mismas y con ello ocasionando altas perdidas en rendimiento y calidad del cultivo

(Martinez et al. 2016). Su reproduccion puede ser de forma sexual y asexual, por
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medio de esporas o fragmentos de los mismos, su supervivencia se ve afectada por

las condiciones del ambiente como la temperatura y humedad.

Dentro de los agentes fungosos responsables de las grandes pérdidas se

encuentran:

Phytophthora infestans es responsable de ocasionar en el cultivo de tomate la
enfermedad conocida como tizén tardio, es una enfermedad devastadora por el gran
impacto que tiene sobre el cultivo, debido a que logra infectar a toda la parte aérea
de la planta. Su sintomatologia inicia en los bordes de las hojas creando un aspecto
de color verde — oscuro que cambiard a una tonalidad café conforme la infeccion de
la enfermedad esté avanzando. Este hongo se desarrolla en condiciones en una
temperatura Optima de un rango de 18 a 22°C y a una humedad relativa de 91 a
100% (Cardona et al. 2016).

Alternaria solani es responsable de causar la enfermedad llamada tizén
temprano, afecta de manera significativa al cultivo del tomate como de la papa. Los
conidios y micelios se pueden encontrar en el suelo, asi como en residuos del cultivo
para después en las condiciones ideales afectar la parte aérea de las plantas, la
temperatura ideal para el desarrollo del hongo es alrededor de 15 a 28°C y de una
humedad relativa superior al 90%. Se producen lesiones en las hojas de una
coloracién negra a un negro parduzco, es visible la formacion de anillos de color
amarillo. Conforme avanza la severidad de sintomas en el area foliar, se puede llegar
a ocasionar la defoliacion de la planta. En el fruto también puede presentar un dafio
considerable, principalmente en el caliz, ademas puede notarse de una lesion

hundida, la cual se puede presentar incluso en el almacenaje del fruto (Soto 2017).

La antracnosis es producida por los hongos del género Colletotrichum, los
cuales afectan a diversos cultivos entre ellos el tomate. Tienen la capacidad de
infectar hojas, tallos, frutos y raices, estas Ultimas se veran altamente dafadas. En
los frutos puede estar presente pero sus dafios se mostraran cuando este se
encuentre maduro, se puede observar una lesion circular ligeramente inmersa con la

formacion de anillos. En la parte foliar se mostraran lesiones de coloracién café
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rodeadas de halos amarillos. En las raices afectadas se muestra una coloracion
marrén en conjunto de micro esclerocios en las partes superficiales, este sintoma es

conocido como podredumbre negra de raiz (Blancard et al. 2011).

La marchitez causada por Fusarium se considera una enfermedad de
importancia mundial, debido a la severidad y por la deficiencia de acciones para

poder contrarrestar su infeccién (Vasquez y Castafio 2017).

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (marchitez vascular)

Dentro de los factores que limitan el crecimiento y desarrollo del cultivo de
tomate se encuentran los agentes infecciosos, lo cuales son responsables de
ocasionar importantes enfermedades en el cultivo afectando sus rendimientos y su
rentabilidad, en su mayoria estas enfermedades son ocasionadas por hongos
(Martinez et al. 2016).

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) es el agente patdégeno
responsable de ocasionar la marchitez vascular en el cultivo de tomate, la
enfermedad fue reportada por primera vez en Inglaterra en 1895 (Millas y France
2017), y fue considerada una de las enfermedades de mayor importancia, debido a
lo devastadora que puede llegar a ser.

Se considera que puede llegar a ocasionar perdidas a un porcentaje mayor al
50% (Apodaca etal. 2004) y estas pérdidas pueden ser ocasionadas en los
diferentes sistemas de produccion de tomate, afectando el cultivo a campo abierto,

en invernaderos y cultivos hidropénicos (Garcia 2012).

FOL al pertenecer al grupo de Fusarium oxysporum cumple con las
caracteristica de esta comunidad al ser un hongo que se trasmite por el suelo (Turlier
et al. 1994).

Es un organismo hemibiotréfico con la capacidad de sobrevivir durante largos
periodos en la materia organica que se encuentra en el suelo o en la rizosfera de
algunas plantas (Nufiez 2011). ElI hongo produce tres tipos de esporas distintas:
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microconidias, macroconidias y clamidosporas (Cardona y Castafio 2019). Katan,
Shlevin y Katan (1977) atribuyen que las macroconidias son estructuras
relacionadas a la diseminacion aérea en las plantas, Sin embargo, las
clamidosporas también representan ser estructuras de suma importancia debido a
gue son responsables de dar la habilidad de supervivencia al hongo por un largo
tiempo (Torres 2000).

Estas estructuras se forman a partir de una transformacion de las células de
las hifas o de las células conidiales, con el atributo de tener paredes
extremadamente gruesas, teniendo la capacidad de resistencia a condiciones
desfavorables en el medio ambiente en el que se encuentren, incluso a la falta de un
hospedero. Cuando se encuentran en condiciones que le favorecen comienza la

germinacion del hongo (Hutson y Smith 1980; Torres 2000).

En la actualidad, se reconoce que la enfermedad corresponde a tres tipos de
razas: 1, 2 y 3 que son distinguidas por su grado de virulencia ante las variedades de
tomate que infectan, lo cual ocasiona que su manejo se considere extremadamente
dificil (Lagopodi et al; 2001).

Cuando comienza la aparicion de los sintomas causados por FOL, el principal
sintoma de la enfermedad se observa en las hojas, es notable la presencia de una
clorosis principalmente en las hojas mas viejas de la planta (Cardenas, 2000).
Posteriormente las lesiones comienzan a obscurecerse y terminan secandose, asi
continua la infecciéon en el resto de la planta, amarillando el resto de las hojas,
presentando en algunas ocasiones una clorosis que se observa en un solo lado de

las hojas o de un solo lado de la planta (Vasquez et al 2017).

En ocasiones se puede observar un oscurecimiento en la zona cercana al
peciolo, sin embargo, en la misma hoja al lado opuesto no se observan sintomas de
marchitez (Sanchez, 1998).

En el tallo como en los peciolos se muestra una necrosis, al realizar un corte
transversal es notable un anillamiento color café extendiéndose al resto de la planta,

dicho sintoma dependera de la severidad de la enfermedad en la planta.
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Respuesta de defensa en las plantas

Durante el crecimiento y desarrollo de la planta, continuamente se vera
afectada de factores exteriores o debido a la presencia de organismos patogénicos
gue se encuentran en el medio ambiente en que estas se desarrollan. A pesar de ello
en ocasiones las plantas logran mantener un equilibrio y mostrarse sanas, dado a
gue las plantas por si mismas tienen la capacitad de defenderse, ya que disponen de
mecanismos de defensa, lo que les brinda la habilidad de contrarrestar, obstaculizar

o detener el ataque de organismos patdégenos (Mittler et al. 1997; Ruz et al. 2004).

El mecanismo de defensa constitutivo o prexistente, que se caracteriza por ser
la primera linea de defensa, se ubica generalmente en la superficie de la planta, ésta
defensa se encuentra de forma permanente de manera que estos mecanismos estan

activos en todo el ciclo biologico de la planta (Guest y Brown 1997; Agrios 2005).

Sistema de defensa constitutivo o pasivo estructural

Pertenecientes a este grupo se encuentran las defensas estructurales, las
cuales desempefian la funcién de barrera a la entrada de patdégenos, entre estas
estructuras destacan las ceras cuticulares, cuticula, estomas, tricomas y algunas

células especializadas como la esclerénquima y lignificada (Riveros, 2010).

La primera linea de defensa desempefia un papel importante debido a que el
patégeno tiene que penetrar a la planta para iniciar con la fase de infeccién. El grosor
de la cuticula puede presentar una resistencia a aquellos organismos que necesitan
penetrar directamente a través de ella, de igual manera la cantidad de la cera
cuticular y la calidad de la misma, debido a que tiene una reaccién de tipo hidrofoba,
por lo tanto, no permite la acumulacion de agua en la superficie de la planta y
disminuird o evitara ofrecer las condiciones ideales para el desarrollo de agentes

fitopatdgenos como hongos y bacterias (Serrano et al. 2014).

Sin embargo, es importante mencionar que esto dependera de una especie de

plantas a otras. La dificultad de la entrada de los organismos también se vera afecta
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por la conformacién de las células especializadas; es decir, células de tipo
esclerénquima daran como resultado paredes mas gruesas, asi como células

lignificadas (Vandana et al. 2019).

Algunos organismos patogénicos usan aberturas naturales para lograr
penetrar a la planta e iniciar su fase de infeccion. La forma y el tamafio de estomas y
lenticelas pueden interactuar para dificultar o de forma opuesta facilitar la entrada,
esto debido a que si se mantienen abiertas y se encuentra una pelicula de agua
facilitara la entrada de bacterias. Sin embargo, éstas se pueden mantener cerradas
en cierto tiempo para evitar la entrada de organismos no benéficos (Preuss Da Cruz
et al. 2019).

Sistema de defensa bioquimico constitutivo o pasivo

En la defensa pasiva, ademas de su defensa estructural se une el grupo de la
defensa bioquimica prexistente, debido a que las plantas de manera natural en su
ambiente constantemente liberan exudados a través de sus diferentes Organos.

Dichas sustancias pueden estar almacenadas o encontrarse de manera activa.

Se habla de compuestos téxicos para organismos patdégenos, un ejemplo de estos
compuestos son los péptidos y las proteinas, reconocidos por actuar contra
organismos invasores, principalmente por su efecto antimicrobiano (Pelegrini y
Franco, 2005), en esta categoria también se incluyen a algunos metabolitos

secundarios.

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos que produce la planta, no
tienen una funcion primaria en el crecimiento y desarrollo de las mismas, mas sin

embargo, desempeifian un papel importante en la defensa (Wianowska y Gil 2019).

Estos pueden estar clasificados en cuatro grupos: terpenos, compuestos fendlicos,
glicosidos y alcaloides. Por sus diversas funciones en la defensa pueden interactuar

en la defensa prexistente cuando se encuentran almacenados en los diferentes
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organos, pero en la interaccion de la planta con patdgenos pueden producir mayores
concentraciones y de algunas sustancias en especifico como las fitoalexinas, que

destacaran por su rol en la defensa inducida (Pérez y Avalos 2009).

En sus funciones de forma general, estos compuestos se caracterizan por funcionar

como antimicrobianos y como antifungicos (Verpoorte et al. 1999).

Sistema de defensa inducida

El mecanismo de defensa inducida, opuesto al constitutivo, actia en relacién
del reconocimiento del patégeno por la planta. Por lo tanto, en este mecanismo es
necesario cambios claros en el metabolismo consecuente a la expresion diferencial
de genes. Este mecanismo actia en la intervencion de reconocimiento especifico, a
través de ello la planta es capaz de reconocer la presencia del patégeno (Hutcheson
1998).

Dangl y Jones (2001) plantean que esta red de sefiales otorga la activacion de
toda una bateria de mecanismos de defensa; en las que se incluye desde barreras
fisicas y bioquimicas, con la finalidad de activar sustancias y compuestos téxicos,
buscando inhibir la penetracion, infeccion y colonizacion del organismo patdgeno en

la planta.

Para activar este mecanismo de defensa algunas sustancias como
carbohidratos, proteinas y pequefias moléculas son responsables de interactuar

como inductores de defensa (Hutcheson 1998).

La induccion de la reaccién de defensa de una manera especifica ha sido
observada en las interacciones del tipo raza-cultivar, donde el proceso de
reconocimiento del patdégeno por parte de la planta parece estar determinado por

genes correspondientes y presentes tanto en el patbgeno como en la planta.

16



Sistemas de defensa estructurales inducidos o activos

Los mecanismos preexistentes ayudan a evitar y retardar la entrada o la
proliferacion de los agentes patogénicos, sin embargo, es posible que logren burlar
dichos mecanismos de defensa, por lo cual, la planta para contrarrestar el ataque, se
ve obligada a inducir otros mecanismos de defensa, las respuestas estructurales
forman tejidos para la defensa y son llamadas estructuras histolégicas de defensa
(Horsfall 2012).

En la estructura histologica de defensa se encuentran la formacién de capas
de corcho, donde, a partir de la infeccion de los patégenos, se lleva a cabo la
formacion de varias capas de células, con el propésito de evitar la invasion del
agente a otras células, ademas de inhibir las sustancias producidas por el patégeno,
privando al organismo de nutrientes y agua, limitando de nutricion al patégeno
(Agrios 2005).

Otras estructuras de este mismo tipo son la formacién de capas de abscisién
que se forma en las células foliares, se trata de la formacién de dos capas alrededor
del foco de infeccidbn donde gradualmente esta zona se secara hasta llegar a la

muerte, al finalizar ésta caera junto al invasor (Maataoui et al. 1990).

En los vasos xilematicos, la formacion de las estructuras de defensa es por
medio de la formacion de tilides, donde ocurre una formacion excesiva de
protoplastos en la célula del parénquima, de esta manera las formaciones se
encontraran dirigidas hacia el centro de los vasos, donde se obstruird parcial o
completamente el transporte del patdégeno a través de los vasos. También se conoce
el depdsito de sustancias gomosas formando una barrera impermeable a los

patogenos (Hutson y Smith 1980).

Sistema de defensa bioquimico inducido o activo

Con el proposito de contrarrestar la invasion, la defensa bioquimica inducida

producira condiciones adversas para los organismos fitopatdogenos. Puede iniciar de
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manera local y dependiendo del tipo de respuesta puede asignarse una defensa en

la totalidad de la planta (Garcion et al. 2014).

La formacién de compuestos fendlicos se mantiene presente en la planta
cuando inicia la interaccion planta-patdgeno o ante algunos factores de estrés
abidtico como altas radiaciones, cambios de temperatura o heridas (Gonzalez et al.
2017).

Las fitoalexinas comienzan a sintetizarse en las células sanas cercanas a las
células dafiadas, cuando su acumulacién es abundante trabajaran para poder inhibir
al invasor. Son conocidas por actuar como sustancias toxicas para bacterias,
nematodos, hongos entre otros (Garcia y Pérez 2003). Pueden ser reprimidas por
sustancias formuladas por los patégenos, ocasionando un resultado no favorable
(Ahuja et al. 2012)

La respuesta hipersensible en las plantas funciona para limitar la invasion por
patdgenos, las plantas en sus diferentes mecanismos activos muestran la muerte
celular programada, ésta actla después de un reconocimiento especifico de
moléculas asociadas a patdgenos también conocidas como (Avr), para después
desencadenar una respuesta de hipersensibilidad (HR). La respuesta es local,
aumentando la respiracion, dando lugar a la oxidacién y alta acumulaciones de
compuestos fenodlicos. Las células infectadas presentan una sintomatologia
necrética, de tal forma que los organismos patogénicos se veran limitados para
continuar la infeccion. Este mecanismo de respuesta protege a las células cercanas
gue se encuentren sanas, con el inconveniente de sacrificar células del hospedero
(Del Pozo y Lam 1998).

Ademas de las respuestas de defensa mencionadas, las plantas cuentan con
mecanismos de defensa sumamente complejos y especializados, donde es
indispensable la interaccion de factores externos para la estimulacion de respuesta
de defensas y asi dar aviso que la planta esta siendo atacada dando respuesta a la

resistencia sistémica inducida y adquirida (Ryals et al. 1996b)
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Inducciodn de resistencia en plantas

Como se ha mencionado anteriormente, las plantas han desarrollado diversas
formas de defensa, desde las barreras estructurales, mecanismos bioquimicos y
algunos méas complejos como la activacion de defensas. A lo largo de los afios se
han estudiado los mecanismos de defensa como la resistencia sistémica inducida y
la resistencia sistémica adquirida. Gracias a herramientas tecnolégicas, bioquimicas
y genomicas, en los ultimos afios fue posible el desarrollo de distintas metodologias
para llevar acabo el conocimiento de genes que son responsables de codificar y
activar los reguladores de resistencia para la tolerancia de enfermedades y el

proceso que se lleva a cabo durante la activacion de la defensas (Li et al. 2019b).

Resistencia sistémica inducida (RSI)

La RSI es un tipo de defensa activa y requiere una estimulacion para ser
activada y dar respuesta en su sefalizacion. De forma general se conoce que la
activacion de la RSI es activada principalmente por cepas bacterianas
correspondientes a rizobacterias, las cuales se desarrollan en el suelo colonizando
las raices de las plantas. De tal forma que se ha tratado de estimular la RSI por
medio de distintos géneros de rizobacterias como Pseudomonas, Bacillus,

Azozpirillum y Azotobacter (Ochoa et al. 2010; Pieterse et al. 2014).

Estos inductores conformados por compuestos bacterianos como de flagelos,
restos de la pared celular y metabolitos que seran responsables de desencadenar de
manera prolongada una inmunidad a ciertos organismos que generan dafios en las
plantas, esto dependiendo estrechamente de una interaccion de la relacion del

reconocimiento de bacterias y la planta huésped (Kloepper et al. 2004).

En este proceso se manifiesta de manera significativa con la interaccion del
etileno y acido jasmonico, cuando se encuentra acumulacion de estas moléculas

dara lugar a una respuesta de defensa.
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El etileno (ET) es un compuesto quimico organico, su estructura quimica se
caracteriza por la union de dos carbonos en un doble enlace (CH2CH2),y pertenece a

la familia de los hidrocarburos insaturados.

El ET se produce de forma natural en las plantas, y forma parte del grupo de
las fitohormonas, estas son moléculas que son sintetizadas por las plantas y son
responsables de regular algunos procesos fisioldgicos y bioquimicos en las plantas
(Evans 1984). Esta molécula puede ser producida en cualquier parte de la planta, su
efecto en procesos fisioldgicos es efectuando la maduracién de los frutos, en la
senescencia de los Organos, participa en la tigmomorfogénesis, estimula la
germinacion y promueve la floracion. Por otra parte, este también desempefia un rol

importante en la RSI al ser activada su ruta de sefalizacion.

Los receptores de ET logran activar las quinasas, por lo tanto, esta sefal sera
trasmitida al gen de Et-2 (EIN2) dando lugar a la transcripcion de respuesta de
ERF1, responsable de responder al ataque de patdgenos por medio de la regulacién

de genes (Lorenzo et al. 2003).

Las vias de sefializacion de acido jasmonico (AJ) y ET pueden ser activadas
por un inductor de tipo abidtico, en contraste al &cido salicilico (AS), que
generalmente es activado por inductores de tipo biético. Asi mismo, el AS esta
altamente relacionado con la acumulacion de proteinas relacionadas con la

patogénesis (PR) en cambio AJy ET no lo estan (Xu et al. 1994).

El AJ es una fitohormona que interviene en la senescencia y la defensa en
plantas, pertenece al grupo de Ilos jasmonatos y correspondiente a los
octadecanoides, la cual es derivada de lipidos presentes en el desarrollo y respuesta
de estrés. Se ha mostrado que bajo estrés el AJ interacciona en dicho suceso
aumentando sus niveles endbgenos en las plantas. Esta reaccion puede ser
desencadenada por la infeccion de organismos fitopatdgenos necrotroficos,

infestacion de herbivoros o dafios mecanicos (Koo y Howe 2009).

La biosintesis de AJ, llamada ruta de los octadecanoides inicia en los

cloroplastos por la liberacion mediada por la enzima lipasa de acido a-linolénico (a-
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LeA) de galactolipidosl. Teniendo lugar principalmente en las hojas de las plantas,

pero puede sintetizarse en toda la planta (Wasternack y Hause 2019).

En la ruta de sefializacion de AJ se encuentran dos ramificaciones las cuales
son antagonicas en la regulacion transcripcional. Estas ramificaciones corresponden
a MYC. La cual puede llegar a ser activada durante la alimentacion de herbivoros
debido al dafio ocasionado. Y la rama ERF la cual es activada por medio de una
infeccion de patégenos necrotréficos (Chico et al. 2008).

Los factores de transcripcion de ERF activaran a genes regulados por AJ, para
la expresion de la rama ERF es necesario la actividad conjunta de las vias de
sefializacion de AJ y ET (Wasternack y Hause 2013).

Resistencia sistémica adquirida

La resistencia sistémica adquirida (RSA) es una defensa inducida (Walters
et al. 2013) y actia como respuesta de resistencia por parte de la planta hacia el
patégeno. Tiene como objetivo proteger y contrarrestar el ataque de este, por lo
tanto su mecanismo inicia de manera local y luego sera extendido al resto de la
planta otorgando inmunidad, ademas puede proteger de un ataque secundario
(Ryals et al. 1996a; Camarena y De La Torre 2007).

La RSA es un tipo de defensa con una reconocida funcion sobre el estrés
bidtico, actuando contra una amplia gama de patdégenos al ser activada y
permanecer asi durante un largo plazo, otorgando una respuesta a la planta para que
pueda protegerse ante patdgenos e insectos. Esto debido a que activa proteinas
responsables de regular la expresion de genes para la defensa (Diaz et al. 2018).

No obstante, en la actualidad se reconoce que la RSA puede ser estimulada
por la infeccidon de organismos patégenos, sino también por la interaccion de agentes
no patogénicos, organismos simbiontes y saprofitos, por metabolitos microbianos,

incluso por inductores de tipo abidtico, lo que permite estimular a la planta para su
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defensa contra patdégenos, este tipo de moléculas son llamadas elicitores (Conrath
2006a).

El &cido salicilico (AS) es un compuesto fendlico que se manifiesta
ampliamente en las plantas, esta molécula es de importancia dentro de la agricultura
debido a sus propiedades y a la participacion en diferentes procesos fenologicos de

las plantas.

Desempefia un papel importante en la termogénesis, la apertura y cierre de
estomas, sobre la induccion de floracién, desarrollo de raiz y en la absorcion de
nutrimentos, asi como a la tolerancia de sequia y en la resistencia de enfermedades.
Aunque su interaccion en estos proceso puede ser de forma directa o indirecta
(Squeo y Cademil 2007; Alcantara et al. 2019).

En el cultivo de tomate, se propone su uso debido a que es un biorregulador
importante ya que se le atribuye participar para obtener altos rendimientos, el

incremento de fenoles y antioxidantes (Vazquez et al. 2016).

Ademas de sus benéficos como hormona vegetal, el AS desempefia un papel
importante en la RSA, puesto que, como otras moléculas como el AJ, ET y el &cido
abscisico tienen una funcion de transductor de sefiales. EI AS se caracteriza por
ejercer como un regulador principal en la expresion de genes altamente relacionados

con la respuesta al estrés biotico de las plantas (Ding et al. 2018).

En diferentes estudios se revel6 que la concentracién del AS se encuentra
estrechamente relacionada con la induccion de la RSA. Puesto que dicha molécula
desempefia un papel importante para la activaciéon de las vias de sefializacion
mediante la proteina PR-1 (NPR1) (Li et al. 2019a).

NPR1 se sitda en el citoplasma y cuando se encuentra presente el AS, NPR1
se monomeriza de tal forma que puede transportarse para concentrarse en el nacleo,
en donde NPR1 promoverd la concentracibn de diversos factores de tipo
transcripcion que corresponderan a promotores del AA, asi como el ordenamiento de

la expresion de genes PR (Castell6 et al. 2018).
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La interaccion del AS con las diferentes hormonas y sus rutas de sefializacion
es complejo, debido a que conllevan una participacion estrecha en la defensa de las
plantas causada por estrés de tipo bidtico o abidtico, ya sea que estas diferentes
hormonas trabajen en conjunto o totalmente de manera opuesta siendo unas

antagonistas de otras (Rangel Sanchez et al. 2010).

De manera general se considera que el AS participa de manera primaria ante
el ataque de patdgenos de tipo de biotréficos y hemibiétroficos. Y ante al ataque de
organismos necroticos se considera que se tiende a tener una respuesta principal de
AJy ET (Bigeard et al. 2015).

Elicitores

Los elicitores o moléculas sefializadoras, desarrollan un papel importante para
la proteccion de las plantas contra una amplia gama de patégenos, ya que tienen la
capacidad de desencadenar mecanismos defensivos en las plantas. Se pueden
clasificar en tres grupos: Bidticos, abidticos y hormonas vegetales (Nurnberger et al.
2004; Sabater 2013).

Los elicitores bidticos son producidos de forma natural por organismos. Como
ejemplo son los polisacaridos que componen la pectina y la celulosa; lipolisacaridos,
quitina, oligosacaridos, extractos de levaduras, proteinas, ademas de los compuestos
de las estructuras de los organismos patogénicos como esporas, micelio de hongos
o la pared microbiana (Enriquez et al. 2010). Entre ellos pueden destacarse los que
estan considerados como los patrones moleculares asociados, es decir compuestos
gue se encuentran asociados a microbios (MAP) y que son liberados por organismos
benéficos, como rizobacterias (PGPR) y hongos (PGPF) promotores de crecimiento
de las plantas.

Los elicitores de naturaleza abibtica pueden responder a estimulos de factores
ambientales; radiacion UV, temperaturas extremas, estrés por salinidad, y estrés por

sequia. Las sustancias que trabajan como elicitores para estos estimulos pueden ser
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las sales organicas como el cloruro de calcio, sulfato de cobre, cloruro de mercurio,
algunos productos quimicos como el acido acético, el silicio, selenio etc. (Castellanos
et al. 2009; Castafio Monsalve et al. 2015; Rivera 2015).

Dentro de las hormonas vegetales que cumplen la funcion como elicitores
destacan el acido jasmonico, metil jasmonato, acido salicilico, metil salicilato,

etilenos, citocininas y giberelinas (Angelova et al. 2006).

Los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMs) son liberados por
los propios agentes patdégenos. Las plantas por si mismas cuentan con patrones
moleculares enddgenos los cuales se encuentran asociados al dafio o al peligro
(DAMP) (Castro y Garcia 2009).

Dentro de la membrana celular se lleva a cabo el reconocimiento de los patrones
moleculares (PAMP, DAMs, entre otros). Ya que en ella se encuentran los receptores
de reconocimiento de patrones (PRR). Los PRR al detectar los patrones asociados,
inician la acumulacion de proteinas de estos y son responsables de iniciar una
respuesta al ser reconocidos. Iniciando la activacion de cascadas de respuestas con
la funcién de defensa (Qjito y Portal 2010; Zipfel 2014).

Los PRR al ser activados, liberan la quinasa, la cual activa a los factores de
transcripcion, los cuales viajan hasta llegar al nucleo para poder desencadenar la
programacion de la transcripcion de genes de respuesta. Por lo tanto, los PRR estan
basados en mecanismos de sefializacion para iniciar la respuesta de defensa. Donde
puede dar inicio a diferentes reacciones como el incremento de flujo de Ca?, la
activacion de ROS, genes de defensa, produccion de compuestos antimicrobianos o
la activacion de cascadas de MAPKs (Jones y Dangl 2006).

Cuando se efectla la respuesta de defensa de estos elementos, se produce
una respuesta de hipersensibilidad, con la finalidad de interrumpir el crecimiento,
reproduccion o la invasion del patégeno generando una muerte celular localizada,
resultado de una interaccién incompatible de un patégeno avirulento — planta
resistente (Chern et al. 2005).
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De forma opuesta cuando se establece una interaccion compatible de un
patdgeno virulento — planta susceptible. La planta por medio de otros tipos de
mecanismos logra percibir a los organismos invasivos, como lo son el reconocimiento
de evocadores; el cual consiste en el reconocimiento por parte de la planta ante
exudados y compuestos quimicos, por ejemplo, oligosacaridos, glicoproteinas,
lipidos y proteinas de patron exdégeno o enddgeno. Sin embargo, este mecanismo a

pesar de lograr una resistencia, no es de tipo especifico (Bray Speth et al. 2007).

Otro tipo de mecanismo es el modelo gen por gen, este tipo de mecanismo es
sumamente especifico, en el cual la interaccion es de un producto codificado de un
gen avirulento y un producto codificado por un gen de resistencia (Keen 1990; Van
Der Biezen y Jones 1998).

Las MAPKs son proteinas especificas durante la sefalizacion en células
eucaridticas, responsables de realizar la transduccion de los estimulos reconocidos
por los PRR, aunque para lograr ser activados influyen elementos secundarios.
Siendo imprescindible reacciones de fosforilacion, de tal forma que la MAPK puede
fosforilar las proteinas de forma directa. Siendo la fosforilacion del sustrato
efectuandose en el citoplasma o en el nlcleo. Esta sefializacion sera responsable de
la expresion de genes para la defensa de la planta, ademas de amplificar la

induccion de resistencia (Morrison 2012; Chen et al. 2019).

En los estudios realizados para el conocimiento del desarrollo de la RSA se ha
definido que durante la transduccién de sefiales por reguladores especificos inicia

una acumulacion de proteinas de tipo PR, por medio del AS (Spoel 2019).

En respuesta al reconocimiento del patdgeno se encuentra la acumulacion de
proteinas relacionas a la patogénesis (PR), que son responsables de liberar
moléculas, también inducen la defensa de la planta. Las PR se encuentran en el
espacio intracelular como en las vacuolas. Dentro de ellas se consideran diez, las
cuales estan divididas en cinco grupos principales: PR1, PR2, PR3, PR4, PR5 (Sels
et al. 2008).
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La concentracion de una proteina PR en especifico dependera de la especie,
es decir en especies como Nicotiana tabacum y Solanum lycopersicum la proteina

PR1 es la mas abundante.

Expresién génica en eucariotas

Las eucariotas se caracterizan por poseer un nucleo definido del cual en su
interior contiene el material genético del organismo, por otra parte, en las procariotas

su material genético se encuentra disperso en el citoplasma (Pettinari 2010).

En los organismos eucariontes los genes comprenden un sistema sumamente
complejo, donde la organizacién y la regulacion tratan de una actividad muy

organizada (Cabrejos et al. 2001).

La regulacion génica juega un papel importante en este punto, ya que esta
responde a la forma en que la célula lleva el control sobre que gen estara activo. Sin
embargo, son diversos los factores que pueden interactuar para la activacion de
genes en las células. La expresion génica puede ser influenciada por medio de dos
condiciones de informacion, la interna y exterior. En la primera serd heredada de la
célula madre. En la exterior correspondera por medio de sefiales quimicas o fisicas

de otras células (Lugo y Trijillo 2009; Pierce 2009).

La expresion de genes consiste en una serie de pasos; iniciando por la
accesibilidad a la cromatina (Targa 2002). La cromatina es responsable de
compactar al ADN y ordenarlo de tal forma que este pueda integrar al nucleo de la
célula (Martinez Frias 2010). Después se iniciara la transcripcion, el cual es un
proceso clave para poder llegar posteriormente a la produccion de proteinas, dicho
proceso sucede por medio de la sintesis de &cido ribonucleico mensajero (ARNmM)
dado a partir de ADN, es decir se transcribe una secuencia de ADN de un gen a una
molécula de ARN. Esto contribuye a que si un gen es transcrito es posible sea usado
para formar una proteina (Gomez 2009).
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Durante el proceso de transcripcion estan implicados los factores de
transcripcion, estos son proteinas que se encargar de unirse a secuencias de ADN
especificas, regulando la expresion génica en el nacleo. Estas proteinas pueden
estimular o reprimir al unirse a regiones promotoras especificas incluso pueden

activar o desactivar vias de sefalizacion (Garcia et al. 2013).

A pesar que la transcripcion es un paso importante para la expresion génica,
esta dependera también de otras fases como el procesamiento de ARN (Burdisso
2013).

Posteriormente de la transcripcion, se obtendra un ARNm primario, por lo que
requiere pasar por ciertas modificaciones para poder transformarse en un ARNm
maduro (Frechtel 2005).

El ARNm pasa por un proceso de corte y empalme alternativo, debido a que el
ADN esta conformado por exones (parte codificante del ADN) y de intrones, estos
altimos no son capaces de codificar la proteina. De tal forma que se elimina los
intrones, lo que permite usar diferentes fracciones de exones, permitiendo hacer el
ARNmM maduro (Ramirez et al. 2013).

El ARNm sale del nucleo, buscando poder ser traducido, sin embrago, esto
dependera de otros factores como su afinidad con el proceso de traduccién, asi
como el tiempo que pasa la molécula de ARNm en el citosol. En los diferentes ARN
se han encontrado unos con la capacidad de silenciar genes, por ejemplo los
microARNSs, éstos desarrollan un papel importante en reducir la expresién de genes
blancos (Ambros 2004).

La viabilidad del ARNm, asi como su estabilidad es importante para poder
iniciar con la traduccidn. La traduccion es la etapa donde el ARNm es traducido para

asi poder formar una proteina (Molero y Utate 2020).

La forma en que el ARN es decodificado por las células es por codones, un
coddn es la secuencia de tres nucleétidos, dando 64 posibilidades y en su mayoria
estos corresponden a un aminoacido especifico de 20 que de forma general se

encuentran en las proteinas. Por lo tanto, la secuencia de codones podra determinar
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el orden de los aminoéacidos de las proteinas. Como codon de inicio es AUG y servira

para sefializar el comienzo la formacion de la proteina (Pierce 2009).

El cédigo genético son las instrucciones de como se formard una proteina,
debido a que a partir de los nucleotidos que conforman el ARNm sera traducido a los
aminoacidos que conformaran una proteina especifica. Los nucledtidos estan
compuestos de cuatro bases nitrogenadas: citosina (C), adenina (A), uracilo (U) y
guanina (G) en ARN. Para ADN se encuentra: citosina (C), adenina (A), timina (T) y
guanina (G) (Martinez Frias 2010; Herraez 2012).

El avance en la ciencia y la tecnologia ha permitido que se conozca el cédigo
genético de las plantas, los procesos y mecanismos que la planta realiza para crecer,
desarrollarse y defenderse en el medio en que se desarrolla, el entendimiento y uso
de esta informacion ha permitido lograr un incremento de los rendimientos en los
cultivos al dar herramientas de manejo ante las diferentes condiciones de estrés que

se presentan en las plantas.

Ademas, de que a traveés de los afios se han realizado diversos estudios para
controlar el estrés bibtico en las plantas, debido a que el uso convencional de
plaguicidas de un modo irracional ha tenido efectos sobre el medio ambiente y la
salud humana, asi mismo el aumento de la resistencia de plagas y enfermedades.
Sin embargo, para algunos casos como en FOL los recursos para su control son
limitados. En la blsqueda de otras alternativas se encuentra la aplicacion de
elicitores exdgenos que han mostrado ser efectivos para activacion de defensa de las

plantas mediante la expresién de genes (Garcia et al. 2018).

28



MATERIALES Y METODOS

Localizacion del sitio experimental

El presente estudio se realizé en las instalaciones del Departamento de
Horticultura ubicado dentro del campus de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro, situada en Buenavista, Saltillo, Coahuila. Con coordenadas 25°21°21.6” de

latitud norte y 101°02°10.3” longitud oeste con una altura de 1742 msnm.

La investigacion fue dividida en dos etapas para su realizacion. La primera
etapa del estudio consistié en la instalacion del experimento en el invernadero para la
obtencion del material vegetal. La segunda etapa consistié en la realizaciéon del

andlisis de expresion génica.

Etapa 1

Material vegetal

La primera etapa de este experimento fue realizada en un invernadero tipo
tunel de mediana tecnologia, perteneciente al Departamento de Horticultura, en el
cual se llevé a cabo la siembra de semillas de tomate de la variedad Rio grande en
charolas de 200 cavidades. El llenado de las charolas se implementé usando
sustrato tipo peat-moss en combinacion del sustrato perlita, tal mezcla tuvo una
relacion de 1:1 (v/v). Se coloc6 una semilla por cavidad y las charolas se dejaron en
la camara biocliméatica para su germinacion con una temperatura de 23°C y un
fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas de oscuridad. A los 25 dias después fueron
trasladadas al invernadero para su acondicionamiento y posterior trasplante a bolsas
negras de polietileno de 10 L con mezcla de peat moss- perlita (1:1 v/v). La nutricion
fue provista a través de una solucion Steiner (Steiner 1984), de acuerdo a la etapa
fenoldgica.
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Descripcion de los tratamientos

El estudio consistio en la evaluacion de cuatro tratamientos designados de la
siguiente manera: Testigo absoluto (TA), que fueron plantas crecidas bajo
condiciones normales; testigo de FOL (FOL), plantas inoculadas con el patégeno F.
oxysporum; Elicitor 1 (E1), plantas inoculadas con FOL y tratadas con un elicitor
formulado a partir de extractos de algas. Elicitor 2 (E2), plantas inoculadas con FOL y

la aplicacion de un elicitor a base de extractos de plantas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos aplicados.

Nombre del tratamiento Descripcién
TA Testigo absoluto
El Extracto de algas + inoculacién con FOL
E2 Extracto de plantas + inoculacién con FOL
FOL Inoculacion con FOL

La aplicacién de los elicitores se realiz6 a los 7 y 14 dias después del
trasplante (ddt) (previo a la inoculacién del patdégeno) y a los 56 ddt (posterior a la
inoculacion del patdgeno) para lo cual dichos elicitores se prepararon en solucion

acuosa y fueron asperjados a las hojas de las plantas.

Las dosis usadas fueron de 3.75 mL L para E1 y de 1.5 mL L para E2, los
productos evaluados son formulaciones prototipo de la empresa Arysta LifeScience y

las dosis aplicadas son las recomendadas por la empresa.
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Inoculaciéon de FOL

La cepa de F. oxysporum f. sp. lycopersici, se aislo de raices de plantas de
tomate con sintomas de marchitez vascular. El aislado se propagé en medio sélido
papa dextrosa agar (PDA) y se dejé crecer por 10 dias. Para la obtencion del inoculo
se llevé a cabo la reproduccién del patégeno en cultivo sumergido, usando como
medio de cultivo el medio papa dextrosa. La inoculacion del medio se realizé
tomando con un asa un poco del crecimiento del hongo del medio solido. EI medio
inoculado se coloco en un agitador orbital a una temperatura de 28°C, agitacion de
200 rpm vy sin presencia de luz. Después de 14 dias de que se inocul6 el medio se
determind la concentracion de esporas usando una camara de Neubauer. La
concentracion de esporas se estandarizo en 1x108 esporas mL1. Posteriormente el
indculo se llevo al invernadero, donde se realizaron heridas a las raices de las
plantas con ayuda de unas tijeras. Se midieron 50 mL del in6culo y se agregaron

sobre el sustrato. La inoculacién del patégeno se realiz6 a los 19 ddt.

Tomay almacenamiento de muestras

La colecta de muestras fue una actividad esencial para poder continuar con la
segunda etapa del estudio, la toma de muestra se realizé tomando tejido foliar de la
tercera hoja fisiologicamente madura debajo del apice, llevandose a cabo con el uso

de guantes.

Previamente fueron elaborados sobres de aluminio, rotulados con datos sobre
el tratamiento, repeticibn y nimero de muestreo, en donde fueron colocadas las
muestras. Enseguida de tomar cada muestra, el sobre fue colocado en nitrégeno
liguido. Al término de la colecta, las muestras fueron llevadas a almacenar al ultra
congelador (-80°C) hasta su procesamiento. Las muestras fueron colectadas a los 15
ddt (24 hrs después de la segunda aplicacion de los elicitores), 57 ddt (cuando las
plantas presentaron sintomas claros de la marchitez por FOL) y a los 59 ddt (24 hrs
posteriores a la tercera aplicacion de los elicitores) (Figura2). Finalizando la fase 1,
del experimento, e iniciando la fase 2 (Figura 3).
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Figura 2. Calendario de actividades de la prueba en plantas de tomate.

Etapa 2

Extraccion de ARN

La extraccién de ARN se llevé acabo con la metodologia de Chomczynski et
al., (1973). La cual se dio inicio tomando las muestras de tejido vegetal y macerando
en un mortero con nitrégeno liquido. Tubos de 2 mL fueron enfriados en nitrégeno
liguido para pesar 100 mg de muestra, posteriormente se le agregé 1 mL de Trizol
(Tri reagent ®) agitdndolo suavemente con la mano para homogenizar. La mezcla se
dejo incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se anadié 200 pL de
cloroformo y se agito vigorosamente con ayuda de un vortex hasta que mostrd

aspecto lechoso.

32




La mezcla obtenida se llevé a centrifugar a 12,000 rpm durante 15 minutos a
temperatura de 4°C. Al finalizar la centrifugacion fue removida la fase acuosa, la cual
fue colocada en un nuevo tubo de 2 mL. En seguida fueron agregados 500 pL de
isopropanol frio y se dej6é incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
continuacion, se sometié a una centrifugacion de 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Al terminar este proceso fue removido el sobrenadante y fue lavada la pastilla de
ARN con 1 mL de etanol frio al 70% realizando inmersiones suaves. Nuevamente se
sometidé a una centrifugacion a 7,500 rpm por 5 minutos a 4°C. Posteriormente fue
removido el sobrenadante dejando secar la pastilla por 15 minutos a temperatura
ambiente. Las gotas de etanol que quedaron fueron removidas cuidadosamente con
papel secante. La pastilla de ARN se resuspendié con 50 yL de agua DEPC a 60°C
durante 15 minutos para después llevar a almacenar las muestras a una temperatura
de - 80°C.

Tratamiento con DNasa

Para evitar la contaminacion de las muestras de ARN con ADN se realizdé un
tratamiento con una DNasa. Para lo cual en un tubo estéril se agregé 1 yL de DNasa
I, 1 yL de buffer de reaccion 10x y 8 yL de ARN, posteriormente se mezclé
suavemente y se dej6é incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Al
término se agregd 1 uL de solucién stop para unir los iones de Ca y Mg e inactivar la
DNasa. La mezcla fue sometida a una temperatura de 70°C durante 10 minutos para

desnaturalizar la DNasa. Por ultimo, se dej6 enfriar en hielo.

Cuantificacion de ARN

Para determinar la cuantificacion de ARN se utilizd un espectrofotometro
(marca Thermo), en este proceso se midio un blanco donde se coloco agua DEPC en

una microceldilla tomandolo como referencia. A cada muestra se agregé 2 uL de
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ARN mas 198 uL de agua DEPC, mezclando suavemente. Se tomaron lecturas de

absorbancia a 260 nm y 280 nm, asi como el valor de R.
Para calcular la concentracion de ARN se utilizaron las siguientes formulas:

ug/mL= (A260) (100) (50) ug totales= (ug/mL) (0.05)

Concentracion de ADN en ug/mL = A260 corregido x 100 (factor de dilucién) x 50
(factor de conversion).

Calidad ARN

Para determinar la calidad del ARN extraido se llevé a cabo una electroforesis
desnaturalizante con gel de agarosa. Para preparar el gel de agarosa al 1.3% se
utilizaron 1.04 g de agarosa y 50 mL de agua DEPC. La mezcla se colocé a 240°C
con agitacion y se dejé hervir hasta que la agarosa se disolvi6 (mezcla

completamente cristalina).

La agarosa disuelta se llevd a la campana de extraccion, donde se le
afadieron 16 mL de MOPS 5X y 14 mL de formaldehido. Inmediatamente se colocé
la mezcla en el portagel donde ya estaba ubicado el peine, durante el vaciado se

tuvo cuidado de no formar burbujas en el gel.

Para llevar a cabo la solidificacion del gel, se dejo reposar por 30 minutos sin

utilizar el flujo de extraccion.

El gel solidificado se sumergi6é en la camara de electroforesis para ARN y se
agrego solucion MOPS 1X hasta la marca. Se retiro el peine para cargar las
muestras en los pozos formados. Las muestras antes de ser colocadas en el pocillo
del gel primero fueron preparadas, para lo cual se utilizaron tubos de 0.6 mL en el
cual se anadieron 2 mg de muestra, 5 uL de buffer de carga (1900 pyL de formamida,
0.0025 g de azul de bromofenol, 2 yL de EDTA (0.5 M), 0.0050 g de SDS, 5 pL de
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bromuro de etidio, 93 puL de agua grado BM) y agua DEPC para aforar a 10 L. Las
muestras se llevaron a un proceso de incubacién de 60°C durante 10 minutos, al
termind se dio lugar a un enfriamiento a 4°C y posteriormente fueron colocadas en
cada uno de los pocillos. Después se conecto la camara de electroforesis a la fuente

de poder, y se dejo correr a 70 volts por 1 hora.

Al finalizar la corrida, se sacé el portagel de la camara y fue colocado en el
transiluminador donde se tomé la fotografia del gel para apreciar las bandas de ARN

con la aplicacion de luz UV.

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realizé utilizado un kit comercial de marca Bioline,
donde la preparacion del master mix se realizé en hielo. La mezcla fue elaborada
agregando 1 ug de ARN, 4 uL de TransAmp Buffer 5x, 1 yL de transcriptasa inversa
y completando a 20 uL con agua grado biologia molecular, se mezclé por medio de

pipeteo.

Cada una de las mezclas se coloc6 en termociclador, el cual fue programado

con las condiciones mostradas en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Programacion del termociclador para la sintesis de cDNA de las muestras.

Temperatura Tiempo
25°C 10 minutos
42°C 15 minutos
48°C 15 minutos
85°C 5 minutos
4°C Hold
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La muestra obtenida se almacend en el congelador a -20°C hasta su uso.

Hidratacion de iniciadores y preparacion de soluciones de trabajo

Se realizé el analisis de expresion de dos genes de estudio (PR1 y JA),
utilizando un gen enddgeno (Actinal). Los iniciadores fueron disefiados en los
softwares AMPLIFIX, OLIGOANALIZER y PRIMERS BLAST como se describen en el
Cuadro 3.

Cuadro 3. Descripcion de los iniciadores utilizados.

Nombre ACTINA PR1 JA
Secuencia CCCAGGCACACAGGTGTTAT AAGTAGTCTGGCGCAACTCA TGGTTCGTCGACTTCGTCAT
forward
Secuencia CAGGAGCAACTCGAAGCTCA GTCCGATCCAGTTGCCTACA CTCGGCCTTGAGAGAGTTCA
reverse
Temperatura de 60°C 60°C 60°C
anillamiento
Producto de 150 108 109

amplificacion (pb)

Prueba de temperatura de anillamiento

Para determinar la temperatura de anillamiento de cada par de iniciadores se
implementé una prueba de PCR punto final con un barrido de temperaturas.
Tomando las temperaturas cercanas a las recomendadas en la ficha técnica del
proveedor para cada iniciador. Se prepard un coctel de reaccién en un tubo de 0.6
mL, tomando los reactivos y considerando las cantidades necesarias para la PCR
punto final (Cuadro 4), las muestras fueron colocadas en el termociclador punto final

con gradientes (marca Axygene) usando el programa mostrado en el Cuadro 5.
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Cuadro 4. Mezcla de reaccion de PCR para la prueba de temperatura de anillamiento.

Reactivo

Cantidad (1 muestra)

Agua DEPC

Buffer para PCR 10X

MgCl, (25 mM)

dNTPS (25 mM)

Primer 5’-3’ (15 pM)

Primer 3’-5’ (15 pM)

Enzima Taqg-Polimerasa (5 U/mL)

Total

18 pL

2.5 uL

1.5 pL

0.2 uL

0.83 pL

0.83 L

0.2 uL

24 uL

Cuadro 5. Programa del termociclador para la prueba de temperatura de anillamiento de los

iniciadores.
TEMPERATURA TIEMPO
95°C 10 min
30 CICLOS:

95°C 30 seg
60°C 30 seg (temperatura de anillamiento del primer)
72°C 1 min
72°C 10 min

4° HOLD
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Prueba de concentracién de iniciadores para qPCR

Al finalizar la determinacion de la temperatura de anillamiento adecuada para
los iniciadores, se dio continuidad a realizar las pruebas de concentracion de primers
para la qPCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa, la q es de cuantitativa,
también se le llama PCR en tiempo real). Dichas pruebas se realizaron a partir de
una concentracion equimolar 100 nM, segun los resultados obtenidos se probaron
concentraciones equimolares menores o0 el ajuste en concentracion del iniciador

forward o reverse.

De tal forma que se seleccionaron aquellas concentraciones donde se mostr6 tener
un buen producto de amplificacion sin tener la formacion de estructuras inespecificas

(dimeros u horquillas).

Validacién de genes

Esta actividad se realizé para probar que los productos de PCR a medir (gen
endoégeno y genes problema) mostraran tener una amplificacion con la misma
eficiencia, de tal forma conocer la eficiencia de amplificacibn con diferentes
cantidades de cDNA (diluciones seriales 1:5 a partir de un stock). Por lo tanto, se
llevé a cabo la preparacion de estandares donde se rotularon 5 microtubos para cada
una de las concentraciones. En las cuales se agregaron 32 pyL de agua y 8 uL de
cDNA esto para el primer estandar. Después se mezclé para obtener 8 pL y asi
formar el siguiente estandar, este proceso se repitié hasta obtener los 5 estandares
requeridos. Luego fue preparado un coctel mix el cual no se incluyé el cDNA. Se
tomaron tres réplicas para cada estandar y control negativo para cada gen. El coctel
mix fue fraccionado en 5 microtubos de la siguiente manera: se utilizd 46 uL de coctel
mix para 3 reacciones incluyendo un poco de exceso (1 pL) se adicionaron 15 uL de
cDNA por cada estandar, se tomo el sobrante del coctel y fue usado para formar los
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NTC (control negativo sin cDNA). Por ultimo, se dispensaron 20 uL de la mezcla a
cada pozo de la placa de reaccion para correr la qPCR en las condiciones ya
seleccionadas para cada gen en un Termociclador de tiempo real (marca Applied
Biosystem, modelo Step One).

Cuantificacion de expresion de genes

La evaluacion de expresion de genes fue mediante el método de curva relativa
estandar, de esta forma para cada andlisis de cuantificacion se realizé una curva
estandar por gen. Se elabor6 un coctel mix para cada uno de los genes, previamente
se prepardé una curva estandar a continuacion fueron aplicadas las muestras a
evaluar se dio inicio a correr la prueba qPCR aplicando la siguiente programacion del
termociclador mostrado en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Programacion del termociclador para prueba qPCR para la cuantificacion de la
expresion de genes.

Etapa Temperatura Tiempo
HOT STAR 95°C 10 min
40 ciclos
PCR 95°C
Temperatura del iniciador 15 seg
60 seg
MELTING 95°C 15 seg
60°C 1 min
95°C 15 seg

39



Extraccion de
ARN por el
método Trnzol

L

-~

Tratamuento con

DNasa

Cuantificacion de
ARN v Cahdad

Prueba de
temperatura de
anillamiento

==

Hidratacion de
primers v
preparacion de
soluciones de
trabajo

Sintesis de c-DNA

-

-

Prueba de

concentracion de
primers PCR

Valhidacion de
genes

Cuantificacion de
la expresion de
genes
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RESULTADOS

Rendimiento de ARN

En los resultados obtenidos de rendimiento de ARN de tejido foliar de plantas
de tomate del primer muestreo a los 15 ddt (Cuadro 7), se encontré que la extraccion
de ARN de las muestras fue exitosa. La evaluacion de las muestras dio como
resultado una relacién de pureza (R) de 2.343 a 3.945, con rendimientos de 52.8 a
349.8 ug totales de ARN.

Cuadro 7. Rendimiento de ARN de tejido foliar de plantas de tomate a los 15 ddt.

Tratamiento Repeticidon A260 A280 R ug/mL ug totales
TA 1 0.610 0.196 3.112 3050 152.5
TA 2 0.748 0.266 2.812 3740 187.0
TA 3 0.616 0.214 2.879 3080 154.0
TA 4 1.010 0.387 2.587 5050 252.5
TA 5 0.211 0.007 3.014 1055 52.8
E1l 1 0.833 0.299 2.786 4165 208.3
E1l 2 0.903 0.349 2.587 4515 225.8
El 3 0.522 0.154 3.390 2610 130.5
E1l 4 0.736 0.258 2.853 3680 184.0
E1l 5 0.714 0.244 2.926 3570 178.5
E2 1 1.007 0.391 2.575 5035 251.8
E2 2 0.584 0.198 2.949 2920 146.0
E2 3 1.399 0.597 2.343 6995 349.8
E2 4 0.642 0.217 2.959 3210 160.5
E2 5 0.458 0.163 2.810 2290 1145
FOL 1 0.823 0.307 2.681 4115 205.8
FOL 2 0.554 0.178 3.112 2770 138.5
FOL 3 0.869 0.327 2.657 4345 217.3
FOL 4 0.432 0.125 3.456 2160 108.0
FOL 5 0.434 0.110 3.945 2170 108.5
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Para el segundo muestreo, realizado a los 57 ddt (Cuadro 8), se obtuvo que la
extraccion de ARN de las muestras fue exitosa. El analisis de las muestras dio como
resultado una relacion de pureza (R) de 1.493 a 2.015, presentando rendimientos de
29.75 a 74.25 ug totales de ARN.

Cuadro 8. Rendimiento de ARN de tejido foliar de plantas de tomate a los 57 ddt.

Tratamiento Repeticién A260 A280 R ug/mL ug totales
TA 1 0.222 0.117 1.897 1110 55.5
TA 2 0.252 0.160 1.575 1260 63
TA 3 0.269 0.153 1.758 1345 67.25
TA 4 0.220 0.124 1.774 1100 55
TA 5 0.166 0.095 1.747 830 41.5
El 1 0.119 0.075 1.587 595 29.75
El 2 0.200 0.134 1.493 1000 50
El 3 0.161 0.091 1.769 805 40.25
El 4 0.202 0.110 1.836 1010 50.5
El 5 0.208 0.125 1.824 1040 52
E2 1 0.215 0.129 1.667 1075 53.75
E2 2 0.135 0.067 2.015 675 33.75
E2 3 0.253 0.146 1.733 1265 63.25
E2 4 0.297 0.171 1.737 1485 74.25
E2 5 0.207 0.113 1.832 1035 51.75
FOL 1 0.206 0.124 1.661 1030 51.5
FOL 2 0.188 0.112 1.679 940 47
FOL 3 0.133 0.062 1.823 665 33.25
FOL 4 0.255 0.161 1.584 1275 63.75
FOL 5 0.205 0.117 1.752 1025 51.25

En el tercer muestreo (Cuadro 9), la extraccion de la mayoria de las muestras
fue exitosa dando como resultado una relacion de pureza (R) de 1.500 a 4.000, con
rendimientos de 24.8 a 83.8 ug totales de ARN. Para la muestra 4 del tratamiento TA
no se observd una buena cuantificacion de ARN, por lo que se realizé una segunda

extraccién obteniéndose nuevamente una baja cuantificacion.
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Cuadro 9. Rendimiento de ARN de tejido foliar de plantas de tomate a los 60 ddt.

Tratamiento Repeticion A260 A280 R ug/mL ug totales
TA 1 0.236 0.116 2.034 1180 59.0
TA 2 0.335 0.060 2.550 1675 83.8
TA 3 0.123 0.035 3.514 615 30.8
TA 4 0.072 0.050 1.440 360 18
TA 5 0.103 0.057 1.807 515 25.8
El 1 0.254 0.100 2.540 1270 63.5
El 2 0.200 0.069 2.899 1000 50.0
El 3 0.174 0.100 1.740 870 435
El 4 0.208 0.086 2.419 1040 52.0
El 5 0.185 0.077 2.403 925 46.3
E2 1 0.240 0.117 2.051 1200 60.0
E2 2 0.208 0.138 1.507 1040 52.0
E2 3 0.250 0.044 1.500 1250 62.5
E2 4 0.204 0.108 1.889 1020 51.0
E2 5 0.108 0.027 4.000 540 27.0
FOL 1 0.174 0.098 1.776 870 435
FOL 2 0.099 0.049 2.020 495 24.8
FOL 3 0.173 0.094 1.840 865 43.3
FOL 4 0.263 0.148 1.777 1315 65.8
FOL 5 0.279 0.162 1.722 1395 69.8

Calidad de ARN

De acuerdo con el andlisis electroforético realizado a las muestras de ARN a
los 15 ddt se observé una buena calidad de ARN, por la separacién de las bandas de

los diferentes ARN’s en todos los tratamientos (Figura 4).
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Figura 4. Analisis electroforético de ARN de tejido foliar de plantas de tomate a los 15 ddt.

En el segundo analisis electroforético de ARN para la mayoria de las muestras
se obtuvo una buena calidad del ARN, en las muestras 1 y 2 del tratamiento E1, la
muestra 5 del tratamiento E2 y las muestras 1 y 4 del tratamiento FOL no
presentaron integridad de ARN, por lo que se repitieron los andlisis de extraccion,
cuantificacion y calidad de ARN. Para este segundo andlisis se observé buena
calidad de ARN (Figura 5).
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Figura 5. Andlisis electroforético de ARN de tejido foliar de plantas de tomate a los 57 ddt.

En el tercer muestro a los 60 ddt, se observo buena calidad de ARN en las
muestras (Figura 6), a excepcion de las muestras 1 y 2 del tratamiento E1, la
muestra 5 del tratamiento E2 y en el tratamiento FOL las muestras 1 y 4, que
presentaron baja calidad de ARN, por lo tanto se repitié los analisis de extraccion,
cuantificacion y calidad de ARN, en este segundo analisis la muestra 4 del
tratamiento TA sigui®é mostrando tener baja integracion de ARN por lo cual esta

muestra fue descartada.

Una vez que se verifico la calidad de ARN de todas las muestras, fueron utilizadas

para realizar la sintesis de c-ADN.
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Figura 6. Analisis electroforético de ARN de tejido foliar de plantas de tomate a los 60 ddt.

Iniciadores

El gen endégeno a utilizar fue el gen actina y los genes problemas fueron PR1 y JA.
En la prueba de temperatura de anillamiento se obtuvo que el gen endégeno actina y

los genes problema PR1 y JA amplificaron a todas las temperaturas probadas.

Por lo cual se decidié que la temperatura a utilizar para gPCR fuera a 60°C, ya
gue a esta temperatura se observé una buena amplificacion para los 3 genes (Figura
7).
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Figura 7. Prueba de temperaturas de anillamiento para los genes actina, PR1 y JA.

Una vez elegida la temperatura de anillamiento se procedié a realizar la
prueba de concentracion de iniciadores que nos permiti6 estandarizar la
concentracion de los iniciadores forward y reverse a utilizar en la gPCR (Cuadro 10),
dado que en estas condiciones no se presentdé la formacién de productos

inespecificos (Figura 8). Por lo que se prosigui6 a realizar la validacion de los genes.

Cuadro 10. Parametros utilizados para la cuantificacion de genes PR1 y JA.

Gen Concentracion Concentracion Temperatura DNA
primer Foward primer Reverse
ACTINA 72 nM 60 nM 58-62° 4.ul
PR1 20 nM 40 nM 60° 4.ul
JA 40 nM 60 nM 60° 4.ul
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Figura 8. Curvas de fusion de productos de PCR. a) gen PR1, b) JA.

Validacion de genes

De acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba de validacion de genes,

se eligio el método de curva relativa estandar (Figura 9) para realizar la cuantificacion

de los genes, obteniéndose la grafica de expresion de genes y los valores de R?,

para cada uno los genes estudiados.
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Figura 9. Curva relativa estandar para los genes PR1, JA y Actina.

Expresion del gen PR1

La aplicacion de los elicitores naturales a plantas de tomate, asi como la inoculacion
de FOL indujo una sobre expresion del gen PR1. Después de realizar la aplicacion
de los elicitores en el analisis de expresion del gen PRL1 realizado a los 15 ddt, se
observd que este gen se sobreexpresé 0.35 veces mas en las plantas que fueron
tratadas con E1 y en las plantas tratadas con el E2 la sobreexpresiéon del gen fue de

9.39 veces mas en comparacion con el testigo absoluto (Figura 10).
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Figura 10. Analisis de expresion de gen PR1 en plantas de tomate a los 15 ddt.

Cuadro 11 . Resumen del andlisis de expresion de gen PR1 en plantas de tomate a los 15
ddt.

Sample Target CT Mean RQ RQ Min RQ Max
Testigo PR1 16.925 1 0.35 2.858
Elicitor 1 PR1 16.484 1.351 0.5 3.652
Elicitor 2 PR1 13.452 10.394 6.145 17.581

Se sabe gque algunas fitohormonas como el acido salicilico (AS), acido
jasmonico (AJ), etileno (ET) y acido abscisico (ABA) desempefian un papel muy

importante en las vias de sefializacion del estrés bidtico y abiético (Fujita et al. 2006).
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Las plantas al encontrarse en condiciones adversas para su desarrollo y
crecimiento han desarrollado mecanismos complejos para defenderse ante dichas

situaciones responsables que causan estrés en ellas (Basurto et al. 2008).

El uso de sustancias derivadas de productos naturales como los extractos
naturales, aplicados en a la agricultura pueden interferir en aspectos fisioloégicos de
las plantas, incluso estimular el metabolismo de defensa de las mismas debido a su
funcion como elicitores (Hassini et al. 2019).

Tanto como la inoculacion de FOL, como el uso de elicitores naturales activan
el sistema de defensa en las plantas de tomate, los cuales influiran en la sintesis de
fitohormonas reguladoras de la defensa, debido a que estas realizan un papel
importante en las vias de sefalizacion en el sistema de defensa ante el estrés de tipo
bidtico y abidtico (Takken Flw etal. 2012). De tal forma después de realizar las
aplicaciones de los extractos vegetales en este experimento en las plantas de tomate
se logré observar un estimulo en los genes de defensa (Cuadro 11).

La expresion de los genes PR tiene un alto nivel de respuesta de defensa en
las plantas ante el estrés bidtico y abibtico, activados por diferentes cascadas de
sefalizacion. El gen PR1 se encuentran principalmente relacionados al sistema de
defensa de la RSA debido a que son utilizados como genes marcadores
respondiendo contra una amplia gama de patdégenos en diferentes especies de
plantas (Mitsuhara et al. 2008).

Se ha demostrado que el acido salicilico es una molécula de sefalizacion.
Involucrado tanto en las reacciones de defensa local en los sitios de infecciobn como

en la resistencia sistémica (Conrath 2006b).
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Figura 11. Analisis de expresion de gen PR1 en plantas de tomate a los 57 ddt.

Cuadro 12. Resumen del andlisis de expresion de gen PR1 en plantas de tomate a los 57
ddt.

Sample Target RQ RQ Min Rg Max
Testigo PR1 1 0.035 28.963
Elicitor 1 PR1 2.795 1.171 6.673
Elicitor 2 PR1 28.04 0.065 12 129.021
FOL PR1 11.398 4.051 32.069

La expresion anticipada de PR1 en los tratamientos E1 y E2, funciona
efectivamente como proteccion a las plantas ya podria anticipadamente activar el

sistema de defensa mediada por la RSA, pudiendo estar activa antes de la
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inoculacion del patdgeno, contrarrestando su invasion y dafio en la planta (Pandey
et al. 2012).

Se obtuvieron resultados similares, al realizar una prueba de aplicacion
exdgena de AS en plantas de tomate inoculados con FOL, donde se afirma que las
plantas de tomate con niveles significativos de AS podian inducir resistencia contra
FOL a causa de la activacion de la RSA que trabajo de forma dependiente de AS
(Mandal et al. 2009).

A los 60 ddt se observdé que en las plantas tratadas con E1, el gen PR1 se
sobreexpres6 1.01 veces mas que el tratamiento TA, en el tratamiento E2 se
presentd un incremento de 3.58 veces mas y en FOL se observo que tuvo 8.04 veces
mas que TA (Figura 12). A los 60 ddt se observo un aumento en la expresion de PR1
en el tratamiento FOL respecto a E1 y E2. Esto pudo deberse a que en este punto la
infeccion de FOL en las plantas de tomate ya se encontraba en una etapa avanzada,
ya que ya se presentaban sintomas visibles de la enfermedad.
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Figura 12. Anélisis de expresion de gen PR1 en plantas de tomate a los 60 ddt.

Cuadro 13. Resumen del andlisis de expresion de gen PR1 en plantas de tomate a los 60
ddt.

Sample Target Ct Mean RQ RQ Min RQ Max
Testigo PR1 10.236 1 0.02 49.654
Elicitor 1 PR1 7.807 2.011 0.919 4.398
Elicitor 2 PR1 8.182 4.582 0.825 25.45
FOL PR1 7.768 9.049 2.988 27.401
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La interaccion del SA con las diferentes hormonas y sus rutas de sefializacion
presenta una complejidad debido a que conllevan una participacion estrecha en la
defensa de las plantas causada por estrés de tipo biético o abidtico, ya sea que estas
diferentes hormonas trabajen en conjunto o totalmente de manera opuesta siendo

unas antagonistas de otras (Rangel Sanchez et al. 2010).

De manera general se considera que AS participa de manera primaria ante el
ataque de patdgenos de tipo biotroficos. Y ante al ataque de organismos necroticos
se considera que se tiende a tener una respuesta principal de JA 'y ET (Bigeard et al.
2015).

Acido Jasménico

FOL es un organismo hemibiotréfico, donde en sus primeras fases este actta
como biotrofico, responsable de estimular la accion de AS de forma mayoritaria a
comparacion de AJ. Cuando este pasa a su fase necrotico sera necesario la
expresion de los genes relacionados a AJ para la defensa de la planta (Zhang et al.
2017)

Esto concuerda con los resultados obtenidos en este ensayo donde se
observd que el analisis de expresion del gen JA realizado a los 15 ddt, E1 tuvo una
expresion de 0.07 veces mas que el tratamiento TA y E2 0.37 veces mas que las
plantas TA (Figura 13).

55



1.6

1.4 + e
n,n,(nxn'nxu!::xu
_ RLRARARIEL
12 2NRRY 3555
RRRRRRAXAK
IRNRHKS :"
R RHHHHHXHXRRRXRN
1.0 1 R RBIIIES
RRRRX :I)Ql:ll)l
XXX 0 ":’:‘:
g 08 N XXX .:x:‘ :IKI
mnxn{}(n{}(:uxu
mnxu@u@(!xm
0.6 :I:‘lll!lél:lll
R RRRSS
RRRRX : ig
0.4 - .....::.g}:,..
RRRRX :I)Ql:ll)l
RRRRX :"2’;:
0.2 4 2R % K:‘
RHRRRRRK
205990 : ‘!xm
0.0 T f R
Testigo Elicitor 1 Elicitor 2

Figura 13. Analisis de expresion de gen JA en plantas de tomate a los 15 ddt.

Cuadro 14. Resumen del andlisis de expresion de gen JA en plantas de tomate a los 15 ddt.

Sample Target CT Mean RQ RQ Min RQ Max
Testigo JA 24.8310 1 0.686 1.45
Elicitor 1 JA 24.9160 1.071 0.802 1.43
Elicitor 2 JA 24.6530 1.377 1.267 1.49

Al realizar el segundo analisis de expresion para el gen JA a los 57 ddt
inoculadas con el patégeno en comparacion al primer analisis de expresion del gen
JA se observo que en todos los tratamientos hubo un incremento en la expresion del

gen JA alcanzando una sobreexpresion en el tratamiento E1 de 0.50 veces mas que
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el tratamiento TA. En el tratamiento E2 se sobreexpresé 0.03 veces mas y FOL

mostro tener un incremento de 6.48 veces mas que el tratamiento testigo (Figura 14,

Cuadro 15).
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Figura 14. Analisis de expresion de gen JA en plantas de tomate a los 57 ddt.
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Figura 15. Analisis de expresion de gen JA en plantas de tomate a los 60 ddt.

Cuadro 16. Resumen del andlisis de expresion de gen JA en plantas de tomate a los 60 ddt.

Target CT mean RQ RQ Min RQ Max

Sample

5.235
5.468
50.557
69.416

0.191

24.279
21.527
20.353
19.119

JA
JA
JA
JA

Testigo
El

1.611

2.968

itor 1

ICI

4.92
24.691

15.771

icitor 2
FOL

El

41.4

58



En el andlisis de la expresion de genes PR1 se observlo que en las plantas
tratadas con E1 a partir de la inoculacion del patdogeno se incrementé la expresion
del gen PR1, en el tercer analisis de la expresion del gen mostré que este se

decremento, este mismo comportamiento se observé en los tratamientos E2 y FOL .

En cambio, el andlisis de expresion de gen JA se observé un comportamiento
opuesto al gen PR1, ya que al segundo andlisis de expresion del gen JA a partir de la
inoculacién del patégeno en todos los tratamientos se observd que tuvieron un
incremento en la sobreexpresion del gen, al realizar el tercer andlisis de expresion

del gen JA se mostré que en todos los tratamientos continuaron incrementando.

El mayor cambio de sobreexpresion para el gen PR1 se observé en las
plantas tratadas con el E2 en el muestreo realizado a los 57 ddt. Para el gen JA

ocurrid con el tratamiento FOL en el muestreo realizado a los 60 ddt.

Diferentes estudios afirman que el aumento de la sintonizacion de JA en las
plantas esta relacionado a la sefalizacion percibida por estas ante condiciones
adversas principalmente al estrés causado por patdgenos de tipo necrotréfico e
insectos herbivoros (Di et al. 2016).

En el tratamiento inoculado con FOL se observa un aumento constante del

gen relacionado a JA, esto siendo visible después de los 15 ddt, 57ddt y los 60ddt.

Por lo tanto, esto podria indicarnos que el aumento de AJ en el tratamiento de
FOL se debe a que las plantas de tomate se encuentran bajo un estrés causado por
el patégeno en la planta. Aumentando la actividad hormonal por el dafio de la
invasion y crecimiento necrotréfico del hongo. Lo que podra resultar de forma
negativa para la defensa dependiente de SA) ya que puede ser inhibida por AJ a
través de la expresion regulada por NAC TFs, ANAC019 ANACO055 y ANACO072
(Zhang et al. 2017).
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CONCLUSION

La aplicacion de elicitores en plantas de tomate inoculadas con FOL genero
una expresion diferencial de los genes PR1 y JA relacionados a los diferentes
sistemas de defensa RSA y RSI, por medio de sus respectivas vias de sefalizacion
en los tres diferentes tiempos de muestreo. En el caso del gen PR1 a los 15 DDT se
incrementd mas del doble el tratamiento E2, y a los 57 y 60 DDT los tratamientos E1,
E2 y FOL. Con el gen JA a los 15 DDT no se incrementé a mas del doble ningan
tratamiento, sin embargo, para el dia 57 DDT se increment6 el tratamiento FOL vy el
dia 60 DDT los tratamientos E1, E2 y FOL.

La aplicacion de los elicitores pudieron desencadenar la activacion de la
defensa en las plantas, activando la RSA y RSI dando como resultado una mayor

tolerancia de las plantas a la enfermedad.
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