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Las respuestas de la planta contra patégenos implican grandes cambios en la expresion de
los mecanismos de defensa. Una de las primeras manifestaciones es la reaccion de
hipersensibilidad (HR) que deriva en muerte celular localizada en el lugar de la infeccion
dando lugar a lesiones necroticas, a nivel celular se observa la produccion de especies
reactivas de oxigeno, fuga de electrolitros, peroxidacion de lipidos, refuerzo de pared
celular y presencia de fitoalexinas. La réapida activacion transcripcional de genes
relacionados con patogénesis (genes PR) se ve relacionada con la activacion de la respuesta
sistémica adquirida (SAR). Dicha resistencia actla en toda la planta y es alimentada por
rutas de sefializacion que sensibilizan a la planta contra una gama de patdgenos y en sitios
que no han estado en contacto con el patdgeno. Varios compuestos implicados en la
induccion de defensa son conocidos, incluyendo compuestos endégenos o derivados del
patdgeno tales como la membrana, fragmentos de pared celular y metabolitos secundarios.
El &cido salicilico, el peréxido de hidrogeno y algunos compuestos sintéticos analogos a
algunos de éstos son conocidos como inductores de la respuesta de defensa al ataque por
patdgenos. Efectos similares han sido observados con ciertos fertilizantes o mezclas a base
de oligosacarinas y bioestimulantes al limitar las infecciones de algunos patdgenos, sin

embargo, su modo de accion en estos casos son poco conocidos.

Con el fin de conocer que respuestas de defensa induce el acido salicilico (SA), peroxido de
hidrogeno y el Kendal® (fertilizante foliar a base de NPK-oligosacarinas) se evalud la
acumulacién de transcritos de genes relacionados con la defensa en plantas de arabidopsis
inoculadas con el Turnip mosaic virus (TuMV) y los cambios en algunas de sus

caracteristicas fenotipicas.

Las aplicaciones de los productos sobre las plantas infectadas con el virus indujeron la

acumulacién de transcritos PR1, MPK1 y TGA1 maés eficientemente que en las plantas
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tratadas con los productos pero sin inocular, siendo el SA mas eficiente en la produccién de
transcritos de PR1, el peroxido para MPK1 y Kendal® para TGALl. El tratamiento con
peroxido disminuyo los niveles de virus, en contraste los niveles mas altos del virus se
observaron en las plantas tratadas con Kendal®. Las imagenes con microscopia confocal
con TuMV-GFP confirmaron estas observaciones y los resultados sugieren que el

tratamiento con fertilizantes foliares puede no ser del todo eficaz contra el virus.

En general los valores més altos en didmetro de roseta, altura de inflorescencia, nimero de
hojas, peso de roseta y peso de inflorescencia fueron registrados en plantas tratadas con los
productos, mientras que en las plantas del testigo positivo (inoculadas con el virus y sin la
aplicacion de productos) fueron los méas bajos, por lo que dichos productos muestran un
efecto positivo en el control de la infeccién por TuMV en arabidopsis. El perdxido de
hidrogeno fue el que mostré los valores mas altos en las variables mencionadas, superando
incluso al testigo negativo (plantas no inoculadas con el virus y sin tratamiento de

productos).

Palabras clave: SAR, PR1, MPK1, TGA1, TuMV, inductores, resistencia.
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The responses of plants against pathogens imply great changes in the expression of defense
mechanisms. One of the first manifestations is the hypersensitivity reaction (HR) which
derives into cellular death located at the site of infection, giving place to necrotic lesions.
At a cellular level, the production of oxygen reactive species, loss of electrolytes,
peroxidation of lipids, reinforcement of the cell wall, and the presence of phytoalexins can
be observed. The quick transcriptional activation of genes related with pathogenesis (PR
genes) is related with the activation of the systemic acquired response (SAR), Said
resistance acts upon the whole plant and is fed by signal routes that sensitize the plant
against a range of pathogens in places that have not come into contact with the pathogen.
Several compounds implied in the defense induction are known, including endogenic
compounds or those derived from the pathogen, such as the membrane, fragments of cell
wall, and secondary metabolites. Salicylic acid, hydrogen peroxide, and some synthetic
compounds analog to these are known to be inducers of the defense response to attack by
pathogens. Similar effects have been observed with certain fertilizers or mixtures based on
oligosaccharides and biostimulators by limiting infections from some pathogens. However,
little is known about the way that they act in these cases.

In order to learn what defense response salicylic acid (SA), hydrogen peroxide, and
Kendal® (NPK-oligosaccharide based foliar fertilizer) induce, the accumulation of gene
transcripts related with the defense of Arabidopsis plants inoculated with Turnip mosaic
virus (TuMV) was evaluated, as well as changes in some of their phenotypic
characteristics.

The application of the products on plants infected with the virus induced the accumulation
of PR1, MPK1, and TGAL transcripts more efficiently than did plants treated with the
products but without inoculation, being SA the most efficient in the production of PR1
transcripts, hydrogen peroxide for MPK1, and Kendal® for TGALl. The treatment with
hydrogen peroxide decreased virus levels, contrastingly, the highest virus levels were
observed in plants treated with Kendal®. The images using confocal microscopy with
TuMV-GFP confirmed these observations and the results suggest that treatment with foliar
fertilizers might not be effective against the virus.

In general, the greater values in rosette diameter, height of inflorescence, number of leaves,
rosette weight, and weight of inflorescence were registered by plants treated with the
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products, while the positive control plants (inoculated with the virus but without product
application) had the lowest. Therefore, these products show a positive effect in controlling
TuMV infection in Arabidopsis. Hydrogen peroxide showed the highest values in the
mentioned variables, even outscoring the negative control (uninoculated plants and without
product application).

Key words: SAR, PR1, MPK1, TGA1, TuMV, inductors, resistance.
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CAPITULO |

RESUMEN

Las plantas emplean una elevada cantidad de sefiales originadas por los patogenos y el
ambiente que les permiten reconocer al agresor y activar sus mecanismos de defensa. La
deteccion de la presencia de un patdgeno por parte de la planta da como resultado una
cascada de eventos como reaccion de hipersensibilidad, estallamiento oxidativo, sintesis de
metabolitos secundarios, enzimas con actividad de degradacion, fitoalexinas con actividad
antimicrobiana, activacion de rutas de sefializacion que conducen a la resistencia sistémica
adquirida (SAR) asi como en la expresion local y sistémica de genes de defensa. Una
caracteristica distintiva de la respuesta SAR es la capacidad de la planta de sintetizar SA,
que activa la expresion de genes relacionados con defensa. Aunque SA es un metabolito
producido en SAR, éste no es una sefial que se mueve a larga distancia. Otros compuestos
que sirven como sefiales de defensa son los derivados de SA, el &cido jasménico (JA) y el
(E) etileno. La resistencia inducida por patégenos es regulada por una red de
interconexiones de rutas de defensa en donde el SA y JA/ET son moléculas claves de

sefializacion.

En la naturaleza existe una diversidad de moléculas que participan en la resistencia a
enfermedades que son promovidas con la aplicacion exdgena de elicitores como acido
salicilico, etileno, acibenzolar S-metil y oligosacaridos que se han empleado en diversos
cultivos en campo e invernadero. En los Gltimos afios se han desarrollado una serie de
compuestos quimicos cuya finalidad es promover o activar multiples rutas de sefializacion
de defensa intracelular que puedan proteger a los cultivos del ataque de patdgenos. Estos
compuestos inductores conocidos como elicitores desencadenan en las plantas una serie de
mecanismos de defensa que dan como resultado una resistencia sistémica adquirida mas
alla del sitio de infeccion. La utilizacién de moléculas promotoras de los mecanismos de
defensa en plantas, particularmente aquellas que promueven la expresion génica asociada a
SAR, resultan ser una alternativa en el manejo de enfermedades en cultivos de importancia

agricola.



CHAPTER |
ABSTRACT

Plants use a great amount of signals originated by pathogens and the environment and
which allow them to recognize the aggressor and activate their defense mechanisms. The
detection of the presence of a pathogen by the plant results in a cascade of events like
hypersensitivity reaction, oxidizing onset, synthesis of secondary metabolites, enzymes
with degradation activity, phytoalexins with antimicrobial activity, activation of signaling
routes that lead to systemic acquired resistance (SAR), as well as in the local and systemic
expression of defense genes. A distinctive characteristic of the SAR response is the plant’s
capability to synthesize SA, which activates the expression of genes related with the
defense. Although SA is a metabolite produced in SAR, it is not a long distance signal.
Other compounds that serve as defense signals are those derived from SA, jasmonic acid
(JA) and (E) ethylene. The resistance induced by pathogens is regulated by a network of
interconnections of defense routes where SA and JA/E are key signaling molecules.

In nature there are a wide diversity of molecules that participate in disease resistance which
are promoted with the exogenous application of elicitors like salicylic acid, acibenzolar S-
methyl, and oligosaccharides that have been used on several crops both in the field and in
greenhouses. In the last few years, a series of chemical compounds has been developed
whose objective is to promote or activate multiple signaling intracellular defense routes that
can protect crops from pathogen attack. These inducing compounds, known as elicitors, set
off a series of defense mechanisms in plants that result in a systemic acquired defense
beyond the site of infection. The use of molecules that promote defense mechanisms in
plants, particularly those that promote the genic expression associated with SAR, turn out

to be an alternative in disease control in agriculturally important crops.



1 INTRODUCCION

Las plantas emplean una elevada cantidad de sefiales originadas por los patdgenos y el
ambiente que les permiten reconocer al agresor y activar sus mecanismos de defensa. La
deteccion temprana de la presencia de un patégeno por parte de la planta da como resultado
una cascada de eventos que puede culminar en una muerte celular en el sitio de la infeccion

conocida como reaccion de hipersensibilidad (Durrant y Dong, 2004).

Tras la deteccion temprana del patdgeno la planta induce una serie de mecanismos entre los
que se encuentran las rutas de sefializacion que conducen a la resistencia sistémica
adquirida (SAR) la cual esta involucrada en el estallamiento oxidativo, asi como en la
expresion local y sistémica de genes de defensa tales como PR1 (Neill et al., 2002; Nanda
et al., 2010). La induccion de estos genes considerados como marcadores de SAR, hacen
pensar que dichas proteinas defensivas son las responsables de la resistencia inducida a un

gran nimero de patdgenos.

Existen una diversidad de moléculas que participan en la resistencia a enfermedades que
son promovidas con la aplicacién exdgena de elicitores como écido salicilico (AS), etileno
(E), acibenzolar S-metil y oligosacéaridos que se han empleado en diversos cultivos en
campo e invernadero (Schreiber y Desveaux, 2008). Se ha observado que la aplicacion
exogena de acido acetil salicilico (aspirina) en tabaco induce resistencia a las infecciones
del Tobacco mosaic virus (TMV) (White, 1979). La tiamina puede activar la expresion de
genes PR-1 en tabaco y estimular la resistencia sistémica inducida local al TMV de una
manera muy semejante al acido salicilico (SA) (Malamy et al., 1996). Plantas tratadas con
poliaminas inducen la expresion de genes de proteinas relacionadas con patogénesis y
proveen una significativa reduccion en el tamafio de lesiones en hojas inoculadas con CMV
en Arabidopsis thaliana (Mitsuya et al., 2009). EI &cido poliacrilico es capaz de inducir
algunas proteinas que proveen resistencia a infecciones de TMV en plantas de tabaco
(Gianinazzi y Kassanis, 1974). Algunos oligosacaridos como galactoglucomanona reducen

significativamente los sintomas producidos por el Tobacco necrosis virus (TNV) en
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calabaza (Slovakova et al., 2000). La aplicacion del PS3, un glucano sulfatado en plantas
de tabaco disminuye el tamafio y numero de lesiones producidas por TMV (Ménard et al.,
2005). La aplicacion del antibidtico peptabiol con actividad antiviral y extraido de hongos
forestales, inhibe las lesiones locales de TMV en tabaco (Kim et al., 2000). Las
aplicaciones exdgenas de SA o bien sus analogos (INA y BTH) resultan en un decreciente
tamafio de lesion después de la infeccion viral en algunas especies de plantas (Uquillas et
al., 2004; Huang et al., 2005; Vasyukova y Ozeretskovskaya, 2007; Schereiber y Desveaux
2008; Loebenstein 2009; Carr et al., 2010). Resultados similares se han obtenido usando
otros inductores de resistencia tales como el metil jasmonato y oligosacaridos contra

diversos virus y bacterias fitopatdgenas (Screiber y Desveaux, 2008).

En los Gltimos afios se han desarrollado una serie de compuestos quimicos cuya finalidad es
promover o activar multiples rutas de sefializacion de defensa intracelular que puedan
proteger a los cultivos del ataque de patdgenos (Schreiber y Desveaux, 2008). Estos
compuestos inductores conocidos como elicitores desencadenan en las plantas una serie de
mecanismos de defensa que dan como resultado una resistencia sistémica adquirida mas
alla del sitio de infeccion (Schneider et al., 1996; Sticher et al., 1997). Entre éstos se
encuentran una mezcla de extractos vegetales, glutation y oligosacarinas, estos ultimos son
fragmentos derivados de pared celular de plantas (Romanazzi et al., 2009; Schreiber y
Desvaux 2008).

La utilizacion de moléculas promotoras de los mecanismos de defensa en plantas,
particularmente aquellas que promueven la expresion génica asociada a SAR, resultan ser

una alternativa en el manejo de enfermedades en cultivos de importancia agricola.

Con base en los antecedentes arriba mencionados el objetivo de la presente investigacion
fue: Estudiar el efecto de algunos productos comerciales como SA, Perdxido de Hidrogeno
y Kendal® en la induccion de genes asociados a SAR en plantas de arabidopsis infectadas
con TuMV asi como su efecto en algunas caracteristicas fenotipicas de la planta.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Defensa de las plantas a patdgenos

En la naturaleza, las plantas estan constantemente desafiando a los patdgenos mediante un
amplio repertorio de respuestas que les permite de manera temprana reconocer, detener y
contrarrestar la infeccion. Las plantas han desarrollado una gran cantidad de mecanismos
de defensa para resistir la colonizacion por patdgenos, estos mecanismos fisicos y
bioquimicos se clasifican en defensas pasivas (preformadas) e inducibles (Durrant y Dong,
2004).

2.1.2 Defensas preformadas

Este tipo de defensa incluye barreras fisicas y quimicas preformadas también llamadas
constitutivas que son estructuras o sustancias quimicas presentes en la planta antes de la
infeccion del patdgeno. Ejemplo de defensas morfologicas constitutivas son las ceras de la
cuticula; el espesor y firmeza de las células de la epidermis; el tamafio, localizacion y
forma de estomas y lenticelas que actian como barreras que dificultan la penetracién de
algunos patogenos. La abundancia de tricomas en la superficie de la planta puede ejercer un
efecto repelente al agua y por lo tanto reducir la posibilidad de colonizacion de la superficie
por parte del patégeno (Madriz, 2002; Hematy et al., 2009). Algunas caracteristicas
morfoldgicas de las plantas como color, forma, tipo de cuticula, ceras y vellosidad de tallos
y hojas pueden interferir o modificar el comportamiento del patégeno (Cuartero et al.,
2002).

Por otro lado, las defensas quimicas presentes en la planta antes de que se lleve a cabo el
reconocimiento, son de origen diverso con alta actividad bioldgica. Las plantas secretan
una amplia variedad de sustancias con propiedades tdxicas o inhibidoras como fenoles,
lignina, taninos, saponinas, antocianinas, flavonoides, glucocinatos, lectinas, glucanasas y
quitinasas, entre otros (Kliebeinstein, 2004). En plantas resistentes a insectos se han
identificado metabolitos como alcaloides, flavonoides y terpenos que pueden contrarrestar

el crecimiento, desarrollo y fertilidad de insectos (Cuartero et al., 2002).



2.1.3 Defensas inducidas

Los mecanismos de defensa inducidos se activan solamente como respuesta al ataque de
patdgenos durante el proceso de infeccidn. La resistencia inducida por agentes bioticos es
un mecanismo activo de defensa que involucra cambios en el metabolismo de la planta
(Madriz, 2002).

La respuesta hipersensible (RH) se produce en las interacciones incompatibles y consiste en
una muerte celular localizada en el sitio de infeccion. Se caracteriza por un colapso de las
células infectadas dentro de las primeras 24 h de la interaccién debido a la variacion de
flujo i6nico, fosforilacion y desfosforilacion. La RH es provocada por la presencia de
especies reactivas de oxigeno (ROS) o también Ilamado estallamiento oxidativo, como son
el peroxido de hidrogeno (H20,) y radical super 6xido (O, asi como la variacion del flujo
ionico y el incremento del éxido nitrico (NO) como moléculas quimicas inducidas en este
temprano proceso de defensa. Estas respuestas afectan al patdgeno limitdndolo al acceso de
nutrimentos, o bien, por la liberacion de sustancias inhibidoras para el patdégeno (Laloi et
al., 2004; Asai y Yoshioka, 2009).

Frente a estas condiciones la planta estimula la sintesis de antioxidantes enzimaticos como
la superoxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, la glutation reductasa y la catalasa. El
peroxido de hidrégeno como producto de ROS por si mismo produce reforzamiento de la
pared celular, lo que permite a la célula vegetal ser menos vulnerable a la accién de
enzimas liticas de patdgenos, ademas de su funcion como molécula sefializadora en defensa
(Laloi et al., 2004).

Como respuesta a estas sefiales se activan diversas rutas metabdlicas que dejan a la planta
en estado de alarma promoviendo de manera coordinada la produccién de otras moléculas
que activan la sintesis de metabolitos secundarios como polifenoles, fenilalanina amino
liasa, enzimas con actividad de degradacion como la B- 1,3 glucanasa, peroxidasas,
quitinasas, quitosanasas y expresion de genes de defensa (Laloi et al., 2004,
Vidhyasekaran, 2008; Hernandez, et al., 2002; Hu et al., 2003; Smith y Boyko, 2007).



Los metabolitos secundarios de defensa son compuestos organicos importantes en el
sistema defensivo de las plantas. Considerando la ruta biosintética que les da origen han
sido agrupados en terpenos, alcaloides y fenilpropanoides. Los terpenos son unidades de
isopreno como el acido crisantemo-carboxilico, gomas, resinas que son liberados por la
planta como un mecanismo de defensa que tienen actividad quimiosmotica (Buchanan et
al., 2000). Los alcaloides son compuestos nitrogenados a base de aminoécidos que pueden
ser inducidos como respuesta al ataque de patdgenos, o bien, ser parte constitutiva de las
plantas. Algunos de estos compuestos son la nicotina, cafeina y a-solanina con actividad
insecticida (Buchanan et al., 2000). Los fenilpropanoides o también llamados compuestos
fendlicos son un grupo muy variado quimica y funcionalmente y derivan del fenol, un
anillo aromético con un grupo hidroxilo. Se ha relacionado este grupo en las actividades de
defensa como el endurecimiento de la pared celular (ligninas), actividad antimicrobiana
(furanocumarinas, isoflavonoides y estilbenos), repelentes (taninos) y en procesos de

sefializacion (&cido salicilico y acido gentisico) (Taiz y Zeiger, 2006).

Las fitoalexinas son metabolitos de bajo peso molecular antimicrobianos de diversa
naturaleza que se acumulan alrededor del sitio de infeccion, provienen de la ruta metabdlica
de fenilpropanoides, terpenoides o poliacetilenos y se sintetizan en respuesta a
determinados patdgenos y agentes abidticos. Algunas de las fitoalexinas conocidas son:
resveratrol, giceolina I, pisantina, faseolina, medicarpina, risitina, falcarinol y capsidiol,
entre muchas mas (Mert- Turk, 2002; Garcia y Pérez, 2003).

Las proteinas relacionadas con patogenicidad (PR) son inducidas en respuesta a la infeccion
por patdégenos y muestran alto grado de especificidad a éstos. La localizacion y
distribucion de las PR esta relacionado directamente con la naturaleza de la infeccion. Se
han clasificado en varias familias considerando la homologia de secuencias, reacciéon con
antisueros especificos, sondas de RNAm y actividad bioldgica. Debido a que las proteinas
PR se acumulan en el punto de infeccién como en los tejidos distales al sitio primario, se
denominan proteinas SAR. Varias PR como PR-1, -2, -3, -4 y -5 inhiben el crecimiento de

hongos e infecciones por virus (Van Loon et al., 2006; Vidhyasekaran, 2008).



Otro de los mecanismos de defensa inducidos es silenciamiento génico postranscipcional,
que actla tras la invasion de la planta por distintos virus. La planta es capaz de reconocer
la presencia de RNA de doble cadena (dsRNA) producto de la replicacion viral (Mlotshwa
et al., 2002). Como respuesta a la invasion, la planta inicia la degradacion del RNA viral
mediante el complejo DICER, una enzima encargada de identificar y degradar el RNA de
doble cadena en pequefios fragmentos de nucleo6tidos de 21 a 27, llamados siRNA, los
cuales se vuelven el blanco del complejo enziméatico RISC y los degrada. Los siRNA se
convierten en una sefial mdvil encargada de amplificar el silenciamiento al resto de la
planta (Mlotshwa et al., 2008). Por lo tanto el silenciamiento génico postranscipcional
logra limitar el nimero de células infectadas al degradar al virus en su etapa replicativa, asi

como la activacion de sefial de alarma tras la presencia de los siRNA en toda la planta.

2.2 Induccién de resistencia sistémica

En la literatura se indica que existen dos formas de resistencia inducida: la Resistencia
Sistemica Adquirida (SAR) y la Resistencia Sistémica Inducida (ISR), las cuales se
distinguen considerando la naturaleza del elicitor y las rutas de activacion que las

envuelven (Vallad y Goodman, 2004).

Los conceptos de SAR e ISR se han usado de manera indistinta creando confusién en su
terminologia y significado. En el 1¥ Congreso Internacional sobre Induccion de
Resistencia a Enfermedades en Plantas celebrado en Grecia en 1999, se discutid
ampliamente este asunto aceptando ambos términos como sindénimos lo cual ha creado
confusion en la comunidad cientifica ya que se trata de distintos fendmenos y diferentes
rutas de sefalizacion (Tuzun, 2006). Para algunos investigadores los dos términos no
deben ser sin6bnimos por generar grandes confusiones, mientras que unos investigadores
aceptan mantener esta sinonimia otros proponen el uso de las siglas PGPR al referirse a la
ISR (Tuzun, 2006). Actualmente, el término de resistencia inducida en plantas, solamente
se emplea para identificar el fendmeno en su forma general, sin ahondar en un tipo

especifico de expresion o regulacion de defensa en las plantas (Tuzun, 2006).



En 1960, Ross demostro que las plantas de tabaco inoculadas con el virus causante del
mosaico del tabaco (TMV) desarrollaban resistencia a una infeccion secundaria en tejidos
distantes del punto de infeccion. A la diseminacion de la resistencia a través de los tejidos
de la planta se le llam6 “Resistencia Sistémica Adquirida” (SAR), misma que brinda
proteccién a la planta contra la variante o especie de virus, ademas de hongos, bacterias y
oomicetos (Sticher et al., 1997; Durrant y Dong, 2004), es decir contra un amplio espectro
de microorganismos fitopatdgenos. Dicha resistencia puede ser activada en muchas
especies de plantas por algunos patdgenos asi como activadores sintéticos donde se
presume que se genera una sefial movil a larga distancia. La resistencia conferida puede
ser de larga duracion y algunas veces por toda la vida de la planta, dependiendo de las
condiciones nutrimentales y ambientales. Ademés de desarrollarse de manera local como
en sitios alejados al punto inicial de infeccion (Sticher et al., 1997; Durrant y Dong, 2004).
Vallad y Goodman (2004) mencionan puntualmente algunas caracteristicas en las que se
pueden diferenciar SAR e ISR: SAR es inducida por un amplio de elicitores bidticos o
abidticos, induce proteinas PR, utiliza rutas de sefializacion que pueden involucrar al SA'y
su sefial viaja sistémicamente a sitios distales de donde ocurrié la infeccion. ISR es
potencializada por bacterias rizogenas promotoras del crecimiento (PGPR), no involucra la

sintesis de proteinas PR y la ruta de sefializacion la realiza a través de jasmonatos y etileno
(Fig. 1).
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Resistencia Sistéeni e Resstencia Sistémica
Adquirida (SAR) Inducida (ISE)

Figural. Comparacion de SAR e ISR. (Tomado de Vallad y Goodman, 2004).

Para entender SAR es necesario reconocer varios procesos durante su desarrollo: a)
percepcion de elicitores en el sitio de la infeccion; b) respuesta de hipersensibilidad por
parte de la planta como reconocimiento a la invasién; c) generacion de sefiales metabdlicas
transmisibles; d) movimiento de la sefial a través del sistema vascular; e) percepcién y
amplificacion de la sefial a distancia con un mayor estado de resistencia; f) reprogramacion
trancripcional que promueve la sintesis de novo de SA y g) expresion de genes de SAR
(Attaran et al., 2009). Con base en la literatura se pueden encontrar grandes similitudes y
diferencias en estos dos mecanismos de resistencia inducida como se sefialan en el cuadro
1.
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Cuadro 1. Similitudes y diferencias entre SAR e ISR.

SIMILITUDES

SAR

ISR

FUENTE

Proteccion local y sistémica

Proteccion local y sistémica

Sticher et al., 1997;
Durrant y Dong,2004

Proteccion no especifica

Proteccion no especifica

Durranty
Dong,2004; Sticher
etal., 1997

Protege a la planta por largo tiempo

Protege a la planta por largo tiempo

Durrant y Dong,2004

Efectivo en una amplia gama de especies
de plantas

Actlia sobre ciertas especies y genotipos
de plantas.

Vallad y Goodman,
2004

Elicitor bidtico o abi6tico en raiz o parte
aérea de la planta.

Elicitor bidtico en raiz por bacterias P.
fluorescens (promotoras del
crecimiento)

Durrant y
Dong,2004,
Glazebrook,2001
Vallad y Goodman,
2004

NPRL1 interviene en la ruta de
sefializacion de SAR

NPR1 interviene en la ruta de
sefializacion de ISR

Vallad y Goodman,
2004,

Durrant y Dong,
2004

Hammond y
Rosack, 2003

DIFERENCIAS

Activacion de un juego de genes que
inducen la produccién de PR, incluyendo
PR-1 que sirve como marcador molecular

No hay activacion de PR

Vallad y Goodman
2004; Durranty
Dong, 2004,
Glazebrook, 2001

El incremento en los niveles de SA esta
asociado en SAR como sefial endogena

El incremento en los niveles de JAYE
estan asociados en ISR como sefial

Vallad y Goodman,
2004
Glazebrook,2001

La induccién de la infeccion primaria esta
siempre asociada con tejido necrético

Kiraly et al., 2007

Respuesta hipersensitiva (HR) es requisito
para disparar SAR.

No se observa RH en la planta

Kiraly et al., 2007;
Glazebrook,2001;
Durrant y Dong,
2004

Las PGR estimula el desarrollo de la
planta

Kiraly et al.,2007

Genes involucrados en la ruta de
sefializacion SAR: EDS5, EDS12, PADA4,
SID2, DTH9 y factores de transcripcion
TGA/ WRKYs

Genes involucrados en la ruta de
sefializacion ISR: ED8, JAR1, COI1,
ISR1, EDS4, EDS10.

Hammond y Rosack,
2003

Ausencia de efectos tdxicos del agente

Van Loon et al.,

inductor 1998
---------- Supresion de la resistencia inducida Van Loon et al.,
por una aplicacion previa de 1998

inhibidores especificos, tales como el
actinomicin D, el cual afecta la
expresion de genes de la planta.

Determinantes bacterianos inductores
de ISR: lipopolisacéridos, siderdforos,
factores reguladores de hierro

Van Loon et al.,
1998
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2.3 Proteinas relacionadas con patogenesis (PR)

Las proteinas relacionadas con patogénesis (PR), se les ha definido como proteinas que son
inducidas en respuesta a la infeccion por omicetos, hongos, bacterias, virus o ataque de
insecto (Van Loon et al., 2006) en una gran cantidad de cultivos. Debido a que las PR’s se
acumulan en el punto de infeccion como en los tejidos distales al sitio primario, se

denominan proteinas SAR.

Aunque las PR’s son expresadas en plantas enfermas, su sintesis puede ser inducida por
reguladores de crecimiento como etileno, acido absicico, acido indol acético; varios
productos biolégicos como toxinas y enzimas; factores ambientales tales como:

temperatura, luz y ozono, asi como dafio mecanico como heridas (Vidhyasekaran, 2008).

En algunos casos, las PR’s han sido detectadas en tejido sano sin ningln estrés. Varias
PR’s aparecen en la madurez en plantas como papa y tabaco, durante la floracién en
organos como raiz, semilla y flores y de manera constitutiva en hojas de frijol. La
expresion constitutiva de PR-1, PR-2 y PR-5 han sido reportadas en algunas variedades de
Solanum spp. (Vidhyasekaran, 2008).

Se han clasificado en 17 familias de PR"s y su localizacion se ha determinado en espacios
intra y extracelulares. Las PR"s poseen actividad antimicrobiana y estan involucradas en la
sefializacion de defensa. Algunas PR’s son reconocidas con actividad de glucanasas,
quitinasas, peroxidasas, ribonucleasas, oxalato-oxidasas, inhibidoras de proteinas, asi como
en la transferencia de lipidos (Van Loon et al., 2006; Vidhyasekaran, 2008). En el cuadro
2 se indican algunas funciones generales de las PR’s.
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Cuadro 2. Familias reconocidas de Proteinas Relacionadas con Patogénesis

Familia | Miembro tipo Planta en la que fue Propiedades gen
PR aislada
PR-1 Tabaco PR-la Arroz, cebada, maiz, | Antifungal Yprl
perejil, tabaco, tomate
PR-2 Tabaco PR-2 Arroz, cebada, frijol, | Beta- 1,3- | Ypr2
garbanzo, maiz, papa, | glucanasa
pepino, remolacha,
repollo, soya, tabaco,
tomate trigo
PR-3 Tabaco P, Q Arroz, colza, maiz, | Quitinasa tipo I, I, | Ypr3, Chia
pimienta, remolacha, | IV, V, VIy VII
tomate
PR-4 Tabaco R Caucho, tabaco, tomate | Quitinasa tipo Iy Il | Ypr4, Chid
PR-5 Tabaco S Arroz, avena, cebada, | Semejante a|Yprs
papa, sorgo, tabaco, | taumatina
tomate, trigo
PR-6 Tomate inhibidor | Cebada, papa, tabaco, | Inhibidor de | Ypr6, Pis
I tomate proteinasas ("Pin")
PR-7 Tomate P69 Tomate Endoproteinasa Ypr7
PR-8 Quitinasa Pepino cohombro Quitinasas tipo Il | Ypr8, Chib
calabaza
PR-9 Peroxidasa Arroz, tabaco, tomate, | Peroxidasa Ypr9, Prx
formada de | trigo
lignina tabaco
PR-10 | Semejante a PR1 | Arroz, arveja, esparrago, | Ribonucleasa YPr10
frijol, papa, perejil, soya
PR-11 | Quitinasa Clase V | Tabaco Quitinasas tipo | Yprll,
tabaco Chic
PR-12 Rébano Rs-AFP3 | Arabidopsis thaliana, | Defensina Yprl2
arveja, rabano
PR-13 Arabidopsis Cebada Tionina Yprl3,thi
THI2.1
PR-14 | Cebada LTP4 Arroz, cebada, pimienta | Proteina de | Yprl4, Ltp
transferencia de
lipidos
PR-15 | OxOa (germin) | Cebada Oxalato- oxidasa | Yprl5
cebada
PR-16 | OXOLP cebada Cebada, trigo Semejante a|Yprlé
oxalato - oxidasa
PR-17 | PRp27 tabaco Cebada, tabaco, trigo Peptidasa Yprl7
Fuente: Modificado de Vidhyasekaran, 2008; Van Loon et al., 2006
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PR-1 han sido detectadas en un gran nimero de especies, se reportan dos isoformas debido
a su origen quimico denominadas &cidas y bésicas detectadas en plantas infectadas por
patdégenos. Poseen un peso molecular entre 14 a 16 kDa. Se han encontrado en la pared
celular y en la capa externa de ésta. La deteccion de la proteina reforzando la pared celular,
sugiere su papel en la prevencion de la dispersion del patogeno (Santén et al., 2005). PR-2
tienen actividad p — 1,3-glucanasa. Se presentan en forma constitutiva en las plantas; sin
embargo su sobreexpresion se ha observado en plantas afectadas por patdgenos. Existen
tres clases: clase | localizada en vacuola por lo que la hace basica y las Il y 11l son acidas
encontrandose en espacios extracelulares. La alta expresion del genl que sintetiza la
basica B — 1,3-glucanasa estd envuelta en mecanismos de defensa contra Penicillium
digitatum en citricos (Porat et al., 2002). PR-3, tiene actividad de quitinasa. Las quitinasas
son endo B-1, 4-gluocosaminidasa, las cuales hidrolizan los enlaces pB-glicosidicos
reduciendo la glucosaminidina a quitina o peptidoglucan. Se conocen 7 clases de
quitinasas, algunas &cidas y otras basicas. La PR-3 es inducida por patégenos como el
Alfalfa mosaic virus (AMV) en hojas de frijol (Margis-Pincheiro et al., 1993). PR-4, estan
clasificadas en 2 tipos, la clase I que es inducida por heridas y la clase Il muestra similar
actividad con las quitinasas acidas. La infeccién de semillas de maiz con Fusarium
moniliforme induce la produccion de proteinas PR-4, asociando la presencia de estas PR’s
en respuesta de defensa contra patdgenos (Bravo et al., 2003). PR-5 proteinas parecidas a
la taumatina (TLPs), la cual se encuentran presentes en la fruta del arbol Thaumatococcus
danielli. Se reconocen 3 subclases de PR-5, basado en su punto isoeléctrico, basicas, acidas
y neutras. Las TLPs son inducidas rapidamente por estrés bidtico y abidtico. La
funcionalidad de las PR-5 no se conoce del todo, sin embargo se conoce que alteran la
permeabilidad de la membrana de hongos, aunque también se reconoce su actividad de B —
1,3-glucanasa y quitinasa (Hernandez et al., 2005). PR-6 son potentes inhibidores de
proteinas (PIs) y se clasifican de acuerdo al tipo de proteina que inhiben en: Proteinasas-
serina, proteinasas- cisteinas, proteinasas-asparticas y metaloproteinas. El elicitor glucano
aislado de la pared celular de Phytophthora sojae es capaz de inducir PR-6 en soya
(Graham et al., 2003). PR-7 muestran actividad de endoproteinasa. Se reconocen la Pr-69
0 P70 inducida después de la inoculacion en hojas de tomate por Cladosporium fulvum.

Otras proteinas de esta familia se han aislado como P69B inducida por Phytophthora
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infestans, Pseudomona syringae y el viroide causante de la exocortis de los citricos (Zhao
et al., 2003). PR-8 incluye proteinasas quitinasas clase Ill. Estas quitinasas se distinguen
de otras por su secuencia y la preferencia del sustrato asi como por su naturaleza basica o
acida. Las quitinas PR-8 de tabaco, calabaza y remolacha proporcionan resistencia contra
el hongo Rhizoctonia solani. Su efectividad depende de la especie de planta y la
sensibilidad del patégeno (Van Loon et al., 2006). Algunas PR-9 se expresan durante la
patogénesis, sin embargo muchas de ellas son de caracter constitutivo en las plantas con
actividad de peroxidasas. Las PR-9 inducidas tienen naturaleza &cida y basica son un tipo
especifico de peroxidasas que pueden actuar en el reforzamiento de la pared celular y
aumentan la resistencia contra un gran nimero de patégenos. Las infecciones por
Heterodera avenae en plantas de trigo inducen 20 genes que expresan diferentes
peroxidasas. Las peroxidasas de localizacion apoplastica desempefian funciones diferente
en cantidad y velocidad de respuesta en las plantas infectadas (Simonetti et al., 2009). PR-
10 son proteinas que se pueden encontrar en los sitios intracelulares. Estas proteinas son
inducidas por patégenos y algunas han mostrado actividad de ribonucleasa. La proteina
CaPR-10 con actividad ribonucleasa, es capaz de pegarse al RNA viral de TMV y actuar
como una proteina antiviral que puede inhibir la penetracion y replicacion del virus (Park et
al., 2004). PR-11 han sido detectadas en tabaco y muestran ser inducidas por varios tipos
de estrés inclusive por una infeccion viral. No muestran semejanza con proteinas de tipo
quitinasa de plantas, pero tienen cierta similaridad con exoquitinasas de algunas bacterias.
Las PR-11 con actividad de quitinasa especifica en tabaco son codificadas por una pequefia
familia multigénica. PR-12 conocidas como defensinas son una familia de pequefia
proteinas, usualmente bésicas que son ricas en residuos de cisteina con enlaces disulfuro,
son también llamadas y-tioninas. Todas las defensinas (y-tioninas) contienen menos de 50
aminoacidos de longitud y contienen 8 residuos de cisteina. Algunas defensinas son
constitutivas, sin embargo otras se expresan exclusivamente en patogénesis. La defensina
inhibe el desarrollo de hifas de Phytohthora infestans en papa (Solis et al., 2007). PR-13
es un grupo de proteinas basicas, ricas en cisteinas, comunmente expresadas
constitutivamente e inducidas en patogénesis, denominadas tioninas con actividad
antimicrobiana, se ha demostrado su actividad contra hongos como Fusaiurm oxyporum.

El gen de Arabidopsis THI 2.1 relacionado con estas proteinas es expresado por la
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infeccion de hongos fitopatogenos (Epple et al., 1997). PR-14 son pequefias proteinas
involucradas en transferencia de lipidos en la membrana celular. Son solubles de caracter
basico que actiian como acarreadores de proteinas con los &cidos grasos y la coenzima A.
Son importantes en la respuesta de defensa contra patdgenos, salinidad, baja temperatura y
resistencia a sequia. Los transcritos de los genes CALTP, un grupo de genes que sintetizan
las proteinas de transferencia de lipidos, se acumulan diferencialmente en las células del
floema de hojas, tallo y frutos en chile cuando son infectadas por Xantomonas campestri
pv. vesicatoria, Phytophthora capsici y Coletotrichum gloesoporoides (Jung et al., 2003).
PR-15, conocida como proteina germin, es un enzima oxalato-oxidasa (OXO) que degrada
el acido oxalico, producido por el hongo Sclerotinia sclerotiorum, en didxido de carbono y
peroxido de hidrégeno. La actividad OXO limita la extension de la lesion causada por el
hongo. EI desarrollo de plantas transgénicas que expresan OXO ha permitido la generacion
de plantas resistentes de soya a la enfermedad (Donaldson et al., 2001). PR-16, proteina
parecida a oxalato oxidasa (GLP, Germin-like protein) son glicoproteinas asociadas a la
matriz extracelular. Su funcién no es del todo clara pero algunas poseen actividad
ezimatica (oxalato oxidasa o superoxido dismutasa), otras parecen ser proteinas
estructurales, mientras que otras actlan como receptores, sin embargo todas se asocian a
alguna condicion de estrés (Bernier y Berna, 2001). Pr-17 esta familia ha sido
recientemente adicionada al grupo de proteinas PR. Su sintesis es inducida por el hongo
Blumeria graminis f. sp. hordei seis horas después de la inoculacién. Las proteinas
codificadas como HvPR-17a y HvVPR-17b pertenecen a una nueva familia de proteinas
relacionadas con patogénesis. Estas proteinas se acumulan en el apoplasto del mesdéfilo
después de la infeccidn del hongo, asi como en la epidermis de las hojas que son invadidas
por éste. La familia también incluye a dos proteinas aisladas de tabaco y trigo que son
afectadas por virus y hongos, respectivamente (Christensen et al., 2002). PR-18, es una
nueva proteina inducida por SA y patégenos. Esta familia se propone como un
carbohidrato oxidasa aislada de Heliantus annuus (Ha-CHOX) y Lactuca sativa (Ls-
CHOX) que libera peroxido de hidrégeno como producto de reaccion. Los transcritos de
esta enzima en girasol son inducidos por la adicién de SA y la inoculacién de patdgenos

pero no por etileno ni &cido jasmonico. La inoculacion de Pectobacterium carotovorum pv.
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carotovorum en plantas transgénicas de tabaco sobrexpresaron Ha-CHOX tornandose

resistentes a la infeccidn por esta bacteria (Custers et al., 2004).

2.4 Moléculas de sefializaciéon en defensa

La sefalizacion de defensa esta conducida por diversas moléculas que le permiten a la
planta responder a un amplio rango de estimulos que involucran, entre otros, proteinas
activadas por mitogénicos (MAP cinasas), fosfolipidos transmembranales, canales
anionicos de CI" y NO'3; moléculas de alcalinizacion extracelular/acidificacion-
citoplasmica, especies reactivas de oxigeno (O, H,O,, ‘OH), radicales de NO y sistemas
de sefalizacion por SA, JA, ET, &cido absicico (ABA) y acidos grasos (Vidhyasekaran,
2008). La principal funcion de estas moléculas de sefializacion consiste en transducir los
estimulos extracelulares reconocidos por receptores de la célula a un gran numero de
moléculas blanco, que en completa coordinacion integran respuestas intracelulares

altamente especificas al estimulo externo agresor (Vidhyasekaran, 2008).

Las moléculas de sefializacion como &cido salicilico (SA), &cido jasmonico (JA) y etileno
(ET) son las més reconocidas en defensa (Hammond-Kosack y Parker, 2003). Estas rutas
de defensa antagonicas no funcionan independientemente y forman parte de una red de
sefializacion compleja que determina la respuesta de defensa de la planta (Glazebrook,
2005). Sin embargo existen otras hormonas como ABA, acido giberélico (GA) y
citoquininas (CK) asi como brasinoesteroides (BR) que estan implicados en la sefializacion
de defensa en plantas (Bari y Jones, 2009).

El SA y JA/ET son importantes moléculas de sefializacion en respuestas de defensa a
patdgenos. La activacion de estas respuestas difiere del tipo de patdgeno invasor del que se
trata. Por ejemplo la sefializacion mediada por SA provee proteccion contra patdgenos
biotrofos como hongos, omicetos, bacterias y virus tales como Pseudomonas syringae,
Peronospora parasitica, Turnip crinkle virus (TCV) y Cucumber mosaic virus (CMV). En
contraste, la sefializacion por JA/ET activa la respuesta de defensa contra hongos

necrotrofos tales como Botrytis cinerea y Alternaria brassicicola (Glazebrook, 2005).
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Por otro lado, el JA/ET actdan sinérgicamente para inducir la expresion de ciertos genes de
defensa tales como PDF1.2, PR-3 y PR-4. Mientras que SA y JA pueden actuar
sinérgicamente o antagénicamente durante la activacion de genes de defensa ante un
patogeno especifico (Devadas et al., 2002). Por lo tanto la resistencia inducida por
patdgenos es regulada por una red de interconexiones de rutas de defensa en donde el SA

y JA/ET son moléculas claves de sefalizacion (Glazebrook, 2005).

2.4.1 Sefalizacion dependiente de SA

Una caracteristica distintiva de la respuesta SAR es la capacidad de la planta de sintetizar
SA, que activa la expresion de genes relacionados con defensa (Loake y Grant, 2007).
Aungue SA es un metabolito producido en SAR, éste no es una sefial que se mueve a larga
distancia. Otros compuestos que sirven como sefiales de defensa son los derivados de SA 'y
el acido jasmonico (JA); sin embargo sigue siendo controvertida su funcion (Attaran et al.,
2009).

El SA es un compuesto que interviene en distintos procesos bioldgicos ademas de ser
sintetizado por la planta cuando es atacada por patégenos biétrofos. Participa ademas en la
germinacion de la semilla, crecimiento celular, respiracion, cierre de estomas, expresion de
genes asociados a senescencia, respuesta a estrés bidtico y nodulacién en leguminosas (Vlot
et al., 2008). EIl SA puede ser generado por dos vias enzimaticas distintas dependientes del
corismato. En la primera ruta, el corismato es transformado a fenilalanina que a su vez es
convertido a acido cinamico mediante la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL). Seguido
a esta reaccion, se forma el acido benzoico para terminar en SA. En la segunda ruta, el
corismato es convertido a isocorismato mediante la participacion enzimética de
isocorismato sintasa (ICS) y este Gltimo a SA mediante la enzima isocorismato piruvato
liasa (IPL) (Fig.2). La mayoria del SA inducido por patdgenos es sintetizado por la ruta del

isocorismato que se localiza en el cloroplasto (Wildermuth et al., 2001).

El SA y sus derivados bioldgicos activos como el 0-B- Glucdsido de SA (SAG), el éster de

saliciloil glucosa (SGE), el metil salicilato (MeSA) y el 2,5 dihidréxido benzdico (&cido
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gentisico) son sintetizados por la infeccion de patdgenos o son capaces de inducir la
expresion de proteinas PR asi como también actuar como sefial mdvil a larga distancia en
SAR (Sang-Wook et al., 2007; Vot et al., 2008).
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Figura 2. Sintesis de SA en plantas y sus derivados. Tomado de Vlot et al., (2009).

El SA es una molécula importante en la sefializacion de defensa a virus, bacterias y hongos
fitopatdgenos (Vlot, et al., 2008). Tras la infeccion viral se encuentran altos niveles de SA
y/o su compuesto volatil MeSA, se incrementa la expresion de genes y SAR (Shulaev, et
al., 1997). EIl SA es esencial en la ruta de transduccion de sefiales que conducen a la
activacion de genes que codifican PR"s (Vlot et al., 2008). Por el contrario, la inhibicién de
su sintesis o acumulacion mediante mutantes, resulta en el blogueo de la respuesta de
defensa. De esta manera se constato que la acumulacion de SA sirve como una sefial natural

gue media diferente respuesta de defensa en las plantas.

19



Uno de los principales componentes que regulan la via de sefializacion de SA es el gen
NPR1 que codifica la proteina NPR1 cuya funcion modula SAR. NPR1 se trasloca al
nacleo donde interacciona con los factores de transcripcion (TGA) de la familia bZip, que a
su vez se unen especificamente a los sitios promotores de genes de respuesta al SA como
PR-1 (Mou et al., 2003; Pieterse y Van Loon, 2004).

2.4.2 Sefalizacion dependiente de acido jasmonico

El &cido jasmodnico (JA) es un importante regulador en defensa a patdgenos necrotrofos e
insectos herbivoros (Bari y Jones 2009) ampliamente estudiado (Glazebrook, 2005). Asi
aplicaciones exogenas de metil jasmonato incrementan la resistencia a hongos necrétrofos
(Makandar et al., 2010).

La sefalizacion dependiente de JA se debe al incremento de su sintesis en respuesta al
ataque de patdgenos y consecuentemente a la alta expresion de genes de defensa como
PDF1.2. El gen PDF1.2 de arabidopsis es comunmente usado como marcador para
caracterizar la respuesta de defensa dependiente de JA. En algunos casos el incremento de
JA puede ser acompariada por el incremento de etileno (ET) (Glazebrook et al., 2005; Bari
y Jones, 2009)

El JA es un metabolito lipidico derivado del &cido linoleico, altamente distribuido en el
reino vegetal que interviene en una gran cantidad de procesos como el crecimiento de la
raiz, maduracion de frutos, desarrollo del polen, enrollamiento de zarcillos, respuesta a

estrés abiotico y heridas, asi como defensa a insectos y patdégenos (Turner et al., 2002).

La evidencia de que el JA actia en la sefializacion de defensa fue demostrada en tomate tras
el ataque de herbivoros en donde se observé acumulacién de inhibidores de proteasa y un
aumento de su concentracion. La funcién del JA en las rutas de sefializacion de defensa es

muy limitado, sin embargo existe informacion que apoya este hecho (Turner et al., 2002).
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La activacion de genes de defensa dependientes de la ruta JA como COI1 y JARD-1 fue
probada con los patdégenos Erysiphe cichoracearum, Pseudomonas syringae pv. maculicota
y el pulgén Myzus persicae (Ellis et al., 2002).

La disponibilidad de mutantes insensibles a JA en Arabidopsis thaliana como coil
(coronatine insensitive 1) y cevl (expresion constitutiva de genes inducibles por JA) vy
jard-1 son de gran utilidad para el estudio molecular de la via de la sefializacién del JA 'y su
implicacion en la expresion de genes inducidos por patdgenos, asi como sus interrelaciones

con otras rutas (Staswick et al., 1998).

Los genes de defensa PDF1.2 y THI2.1 aumentan la defensa contra patégenos y proveen
resistencia a plagas. Mediante el uso de mutantes y estudios de expresion de genes se ha
demostrado que las rutas de SA y JA son antagonicas y ambas pueden conferir resistencia a

patdgenos y plagas (Ellis et al., 2002; Koornneef y Pieterse, 2008).

2.4.3 Sefnalizacién por etileno

El etileno es una hormona gaseosa sintetizada como consecuencia del ataque de pat6égenos
en interacciones compatibles e incompatibles. Es una hormona que se sintetiza a partir de
la metionina, que es convertida en S-adenosil-metionina por la enzima S-Ado Met- sintasa
(ADS). EI S-adenosil-metionina se convierte en acido aminociclopropanol 1-carboxilico
(ACC), catalizado por la enzima ACC sintasa (ACS). El ACC es finalmente oxidado por
la enzima ACC oxidasa (ACO) y lo convierte a etileno (ET). El etileno en las plantas
activa genes como EIN2 que codifica una proteina integral de membrana que interacciona
con la proteina CTR1 cuya funcion es de regulacion negativa. La desrepresion de EIN2 por
parte de CTRL1 induce la activacién a su vez de factores de transcripcion presentes en el
nacleo que inducen la expresion de genes dependientes de ET como PDF1.2 (Zhuy Guo,
2008; Glazebrook, 2001).

El analisis de microarreglos de genes de defensa han revelado el sobrelapamiento de genes
inducidos tanto por JAy ET. Mediante el uso de mutantes se sabe que CEV1 actlia como
un regulador negativo de JA 'y ET en la sefializacion en arabidopsis, mientras que el factor

de transcripcion ERF1funciona como un regulador positivo en la sefializacion de JA'y ET
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en esta misma especie. El factor de transcripcion MYC2 también regula las interacciones
entre JA'y ET en las respuestas de defensa a heridas y no a patdgenos mostrando una
respuesta diferencial segun el tipo de dafio (Bari y Jones, 2009).

2.4.4 Interaccién entre rutas de sefalizacion

Es imposible entender SAR sin la interaccion con otros procesos bioldgicos. Las rutas de
sefializacion de defensa interacttan sinérgicamente o antagonicamente de acuerdo al tipo de
interaccion patogénica, de igual manera tampoco son lineales y estaticas, sino mas bien
entrecruzadas en una red de sefalizacion activa que falta mucho por conocer (Durrant y
Dong, 2004).

Una prueba de entrecruzamientos de rutas de defensa es NPR1, un gen que interacciona en
la ruta de sefializacion de SAR como de ISR (Hammond-Kosack y Parker, 2003). NPR1les
un importante regulador que induce respuesta de defensa con patégenos bidtrofos en la ruta
de SA pero no en la ruta JA/ET inducida por patégenos necrotrofos (Hammond-Kosack y
Parker, 2003). NPR1 es un regulador central en respuesta de defensa en el entrecruzamiento
de las rutas SAR, ISR y SA/ JA (Durrant y Dong, 2004; Bari y Jones, 2009).

La corregulacion entre SA y JA es apoyada por los perfiles de expresion de genes que son
inducidos por SA / JA (Durrant y Dong, 2004). La acumulacion de SA ha sido asociada
con la inhibicion de la sintesis de JA y el decrecimiento de la expresion de genes
dependientes de JA. Por otro lado, la sefializacién de JA/ET puede muchas veces inhibir la
sefializacion de SA, sin embargo la represion de la ruta de JA por la de SA es mas
frecuente, como lo apoyan los estudios realizados en la aplicacién exdgena simultanea de
SA y JA en arabidopsis que impidio la expresion de genes dependientes de JA (Koornneef
y Pieterse 2008).

Aplicaciones exdgenas de JA (0.06mM) y SA (0.1mM) en hojas de arabidopsis inoculadas
con el Cucumber mosaic virus (virus mosaico del pepino, CMV) mostraron una expresion
génica diferencial. Los tratamientos donde se aplico JA seguido de SA mostraron mayor

eficiencia inhibidora en la replicacién del CMV por encima de las aplicaciones simultaneas
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0 solo con una hormona. La expresion de los genes involucrados en la ruta de sefializacion
del JA fue més répida que la de SA, lo cual sugiere que el primero puede ser mas
importante que SA en estas interacciones con fitohormonas (Luo et al., 2011).

Por otro lado, la proteina cinasa con actividad mitogénica (MAPK4) implicada en la
sefializacion de defensa en plantas, actia a como un regulador negativo en la ruta de
sefializacion dependiente de SA y como regulador positivo en la sefializacion por JA en
arabidopsis. La MAPK4 activa la ruta JA/ET dando como respuesta la expresion de los
genes PDF1.2 y THI2.1, con lo que permite a la planta priorizar la respuesta defensiva de

una u otra ruta de sefializacion (Turner et al., 2002; Koornneef y Pieterse, 2008).

El factor de transcripcion WRKY70 es un importante regulador en la respuesta de defensa
dependiente de SA. La sobreexpresion de WRKY70 causa un aumento en la expresion de
genes PR y concomitantemente suprime la expresion del gen PDF1.2 que es marcador en la
ruta de sefializacion dependiente de JA. Ademas de WRKY70, los factores de transcripcion
WRKY11 y WRKY17 han sido relacionados con la ruta dependiente de SA, mientras que
WRKY62 es sinérgicamente inducido por SA/ JA (Koornneef y Pieterse, 2008).

Otra ejemplo de diafonia entre SA/JA es la enzima glutaredoxina tiol GRX480 que cataliza
reacciones redox de algunos factores de transcripcion TGA. La expresion de GRX480 fue
determinada al ser inducida por SA y dependiente de NPR1. Sorprendentemente la
sobreexpresion de GRX480 abolio la expresion de PDF1.2 inducida por MeJA (Koornneef
y Pieterse, 2008).

Por todo lo anterior entender este entrecruzamiento, sinergismo y antagonismo de rutas de

sefializacion en defensa sera un reto en el futuro (Durrant y Dong, 2004).

2.4.5 Transporte via floema de moléculas de sefializacion

El transporte de nutrimentos en plantas se lleva a cabo por el tejido vascular constituido por
xilema que conduce agua y minerales de la raiz al resto de la planta y el floema que

distribuye productos de la fotosintesis como azlcares y otras moléculas.  Esta
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comunicacion intercelular a distancia a través del floema permite la respuesta de la planta a
factores ambientales, defensa contra patdgenos e induccién floral. Durante la respuesta
SAR, se activan diversos genes cuyos productos pueden viajar a través del floema, esta
induccion geénica de defensa no ocurre solo en el tejido inicialmente infectado, sino en
tejidos distales (Ruiz-Medrano et al., 2001; Vlot et al., 2008). En estudios recientes se ha
revisado la composicion proteica del floema de pepino y calabaza, encontrando algunas
proteinas involucradas en defensa y estrés, como lipoxigenasa y malatodeshidrogenasa,

(proteina inducida por sequia), entre otras (Walz et al., 2004).

La conduccion de la sefializacion por haces vasculares se ha comprobado en arabidopsis
donde el movimiento de sacarosa marcada correspondié con la acumulacion de SA asi
como con la expresion de PR-1, aunque también pueden existir otras rutas de movimiento

de sefiales (Durrant y Dong, 2004).

El transporte y movimiento a larga distancia por floema de diversos RNAs es clave en la
coordinacion de importantes procesos fisioldgicos, incluyendo defensa contra virus,
silenciamiento de genes, regulacion en el desarrollo y distribucién de nutrimentos. Algunos
RNAs gendémico de virus, RNA mensajeros enddgenos y pequefios RNAs reguladores

como miRNAs y siRNAs son transportados sistémicamente (Kehr y Buhtz, 2008).

Ruiz-Medrano et al., (2007), identificaron 91 especies de mMRNAs presentes en la savia de
calabaza infectada con Cucumber mosaic virus (virus mosaico del pepino, CMV), entre
ellos los que codifican enzimas implicadas en el metabolismo general, factores de
transcripcion y agentes de sefializacién. El patron de acumulacién de mRNAS vari6 cuando
las plantas fueron infectadas con el virus que en plantas sanas. Por otro lado, el perfil de
transcritos de mRNA en savia del floema de mel6n mostraron que la mayoria de ellos estan
asociados con estimulos bioticos, respuesta al estrés, defensa y sefializacion (Omid, et al.,
2007).

La sefializacion a larga distancia de SAR se cree es posible por moléculas como el metil
salicilato, JA, proteina de transferencia de lipidos, péptidos pequefios y la cascada de MAP

cinasas que actuan en el reconocimiento y amplificacion de sefiales (Vlot et al., 2008).
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La participacion de sustancias moviles de SAR en el floema, como el acido salicilico,

moléculas derivadas de lipidos, especies reactivas de oxigeno y antioxidantes no son

concluyentes, sin embargo las macromoléculas mdviles del floema son utilizadas como

herramientas potenciales en SAR, dado su intervencion fundamental en la expresion génica

a distancia en condiciones de estrés (Van Bel y Gaupels, 2004) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Compuestos (potenciales) asociados con resistencia o sefializacion de defensa
detectados en savia de floema.

Compuesto de sefializacién

Funcién en resistencia o defensa

Especie de la savia de
floema detectada

Acido salicilico

Esencial para SAR
Rol de SA como sefial sistémica

Cucumis sativus
Nicotiana tabacum

Acido jasmonico

Sefial de resistencia de defensa de patdgenos

Glycine maxima

Sistema de defensa

antioxidante

Produccion ROS/degradacion de enzimas y
antioxidantes involucrados en HR y SAR

Cucurbita maxima
Cucurbita pepo
Cucumis sativus
Cucurbita moschata
Arabidopsis thaliana
Brassica napus

Tioredoxin/glutaredoxin

Regulacion Redox
Activacion de proteinas

Cucurbita maxima
Oryza sativa
Ricinus communis

Calcio

Estallamiento oxidativo y HR

Vicia faba

Oligosacaridos

Regulacion de genes PR y sintesis de SA

Glycine maxima
Arabidopsis thaliana
Nicotiana tabacum

mRNA: WRKY Codifica para un factor de transcripcion de | Cucurbita maxima
genes PR

Péptidos:

-DIR1 Proteina de transporte de lipidos esencial para | Arabidopsis thaliana
SAR

-Kinasas (Ca2+ dependiente) proteina kinasa Oryza sativa

-Lipoxigenasas

-Sistemin

Relacionado en la sefializacion de &cido
jasménico
Induccion de genes de defensa por heridas

Cucurbita Maxima
Cucumis sativus

Lycopersicum esculentum

Fuente: Van Bel y Gaupels, 2004.

Existen cada vez mas pruebas de que diferentes clases de RNAs son transportados a través

del floema, tejido que constituye una via esencial de comunicacién de la planta.

La

ocurrencia de distintos mMRNA como miRNA y siRNA, algunos de ellos relacionados con
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respuesta de defensa, regulacion transcripcional, inhibicion de proteasas, asi como
pequefias moléculas de sefializacion, pudieran estar implicados en una compleja red que
transmite informacion en toda la planta. Esta comunicacion celular a larga distancia
permite que las plantas reaccionen de manera eficiente a condiciones de crecimiento, estrés

abiotico y ataque viral (Kehry Buhtz, 2008).

2.5 Genes de defensa involucrados en SAR dependientes de SA

El uso de mutantes para la identificacion de genes relacionados en defensa inducida es una
herramienta muy importante. Uno de los primeros trabajos en el reconocimiento de estos
genes fue el uso del transgen NahG. Plantas transgénicas de tabaco y arabidopsis que
expresaban el gen NahG mostraron ser mas susceptibles a virus, hongos y bacterias. EIl gen
NahG codifica la enzima salicilato hidroxilasa que utiliza el SA y lo convierte a catecol, lo
que provoca una baja acumulacién de SA y de PR"s. Por lo tanto la acumulacion de SA es
esencial en la expresion de multiples modos de resistencia en plantas (Delaney et al., 1994;
Tiryaki y Tunaz, 2004).

El estudio de genes que controlan la respuesta defensiva en Arabidopsis thaliana ha
permitido establecer la existencia de dos rutas de sefializacién en SAR, una dependiente de
SA y la otra del JA y ET. La activacién de la ruta dependiente de SA actla confiriendo
proteccién a las plantas frente a patdgenos biotrofos como Pseudomonas syringae,
Hyaloperonospora spp. y Peronospora parasitica. Mientras que la sefializacion regulada
por JA/ET estd involucrada en la defensa contra patdgenos necrétrofos como Botrytis
cinerea, Erwinia spp., Alternaria brassicicola, Erysiphe spp. y Leptosphaeria maculans
(Glazebrook, 2005).

Existen algunos modelos que describen la posicién de algunos genes de Arabidopsis en la
transduccion de sefiales que controlan la activacion en la respuesta de defensa, destacando
la ruta dependiente de SA (Fig. 3). Entre los genes reportados se encuentran PAD4, EDSL,
SID2, EDS5, NPR1, DTH9, factores de transcripcion TGA y WRKYs y los genes PRs,
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siendo el primero inductor de resistencia de una manera independiente de SA, pero

relacionado con esta ruta (Glazebrook, 2001).

PAD4 (Phytoalexin deficient 4) es un gen que regula la produccion de fitoalexinas
ampliamente estudiado. Promueve la expresion de la respuesta de resistencia independiente
a la ruta de sefializacion dependiente de SA. Codifica una proteina con similitud a lipasa
(Jirage et al., 1999). La fitoalexina camalexina de arabidopsis es regulada por PAD4 y
protege a la planta de patdgenos como Pseudomona siringe pv. maculicota cepa ES4326.
Se identifico a PAD4 como un gen implicado en el control de expresion de mecanismos de
defensa y puso en evidencia la sintesis de la camelexina en respuesta a diferentes patdgenos
(Glazebrook et al., 1997).

EDS1 (Enhanced disease suscptibilityl), codifica una proteina con similitud a lipasa que
junto a PAD4 actian rio arriba en la activacion de ruta de sefializacion de SA en
arabidopsis y son reguladores positivos de esta hormona (Wiermer et al., 2005). Estas
proteinas son importantes activadores en la sefializacién de SA y median antagdnicamente

entre la ruta de sefializacién de JA/ET.

SID2 (Salicylic-Acid-Induction Defitienst 2) codifica una isocorismato sintasa (ICS)
localizada en el cloroplasto, cataliza la sintesis de isocorismato a partir de corismato. El
isocorismato es transformado a acido salicilico por la accion de la enzima isocorismato

piruvato liasa. Este gen es activado en tejido infectado (Wildermuth et al., 2001).

EDS5 codifica una proteina de membrana (Nawrath et al., 2002) aunque también se
localiza en cloroplasto, se ha sugerido que EDS5 esta implicado en el transporte de SA. La
expresion del gen EDS5 es facilmente inducida por patdgenos, rayos ultravioleta y SA
(Nawrath et al., 2002). Asi mismo, la sobre expresion del gen EDS5 y la acumulacion de
SA son inducidos en respuesta a la infeccion por CMV, restringiendo su propagacion y el
tamario de lesiones necrdticas en A. thaliana ecotipo C24 (Ishihara et al., 2008).
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El gen NPR1 es un importante regulador de la ruta de sefializacion de SA. NPR1 (Non-
expressor of PR1) es una proteina que se transporta al nicleo durante la respuesta SAR,
donde actiia como modulador de la expresion de genes PR. NPR1 interactGa con miembros
de la familia bZip de factores de transcripcion TGAS, que a su vez se unen especificamente
a los sitios promotores de genes de respuesta al SA como PR-1 (Mou et al., 2003; Pieterse
y Van Loon, 2004).

TGA son factores de transcripcion que se unen especificamente a los elementos cis
presentes en los promotores de los genes PR1 (Després et al., 2000). WRKY expresan
proteinas que son factores de transcripcion que se activan transcripcionalmente durante

algunas respuestas de defensa (Navarro et al., 2004).

SFD1 codifica una dihroxiacetona fosfato reductasa (DHAP), la cual esta involucrada en el
metabolismo de lipidos asi como su relacion en la activacion SAR. EIl mutante sfdl
disminuyé la acumulacién de SA vy transcritos de genes PR1 en hojas distales expuestas a
Pseudomona syringae pv maculicota. La aplicacion de su analogo de SA (benzotiadiazol),
mejoro la resistencia en las plantas mutantes sfd1. Lo anterior confirma la participacion de
moléculas de naturaleza lipidica en la sefializacion a larga distancia en la respuesta
defensiva de la planta (Nandi et al., 2004; Vlot et al., 2008).

DIR1 codifica una proteina apoplastica de transferencia de lipidos y magnifica la

sefializacion a larga distancia de SAR (Maldonado et al., 2002).

Por otro lado, DTH9 (detachment9) es necesario para SAR en una ruta paralela e
independiente a la ruta de sefializacion de SA, sin embargo es capaz de inducir la expresion

de genes relacionados en patogenesis después del ataque de patdgenos (Mayda et al., 2000).
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Figura 3. Modelo de rutas de sefializacion de defensa. Modificado de Glazebrook, 2001.

2.6 Moléculas inductoras de defensa en la agricultura

Las plantas tratadas con inductores o también llamados elicitores generalmente desarrollan
resistencia al hospedante, por lo que la aplicacién de elicitores exdgenos en la superficie de
la planta activa maltiples rutas de sefializacion de defensa intracelular (Holopainen et al.,
2009).

Los elicitores exdgenos probados en el manejo de plagas y enfermedades son usualmente
moléculas sintéticas producidas de compuestos quimicos, los cuales normalmente tienen
una funcion hormonal enddgena en la defensa de las plantas. La estructura quimica de los

elicitores comprende glicoproteinas, polipéptidos, oligosacaridos, polisacéridos,

Algunos inductores de resistencia
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como SA, quitosano, metil jasmonato, acibenzolar S- metil (ASM) estan asociados con la

acumulacion de SA y proteinas PR (Mejia-Teniente et al., 2010; Durrant y Dong, 2004).

Actualmente existen una gran cantidad de moléculas que se emplean como activadoras de
induccion de resistencia sistémica en la agricultura moderna. Estas moléculas han sido
evaluadas en laboratorio, invernadero y campo y algunas de ellas se comercializan con la

leyenda de inductoras de SAR como a continuacion se mencionan.

Coronalon (6 metil-etil inonaoil isoleucina), un producto sintético comercial similar al
MeJA, es capaz de regular los niveles de transcritos y metabolitos secundarios de defensa

en plantas que son comunes por los provocados por MeJA (Pluskota et al., 2007).

Quitosano es un polimero no toxico y biodegradable de los pB-1-4-glucosamina. Es una
forma desacetilada de la quitina derivado de la concha de crustaceos como cangrejos y
camarones. El quitosano tiene un efecto directo de fungicida sobre los microorganismos
que afectan en poscosecha a muchos cultivos, ademas induce una serie de reacciones de

defensa en la planta (Bautista-Bolafios et al., 2006).

Oryzemato, cuyo ingrediente activo es el PBZ (3 alilocil-1,2 benzisotiazol-1,1-di6xido)
ampliamente usado en Asia en el control de Magnaporthe grisea, induce la expresion de
genes de defensa contra Pseudomonas syringae pv tomato DC 3000 y el oomiceto
Peronospora parasitica, ha mostraron ser una nueva clase de activador de defensa que
estimulan la ruta de sefializaciébn SA/ NPR1 e incrementa los niveles de SA (Yoshioka, et
al., 2001).

Fosfonato de potasio, fosfito, una sustancia quimica sistémica que induce diferentes tipos
de respuestas de defensa a Phytophtora cinnamomi. Las aplicaciones del fosfito dieron una
respuesta rapida en la expresion del gen PR1 y fue acompafiada por el aumento de
deposiciones de calosa y alta produccion de peroxido de hidrdgeno en las hojas asi como
una disminucion en el tamafio de lesion en las plantas tratadas con el fosfito (Eshraghi et
al., 2011).

Kendal ®, producto comercializado por Bioamérica S.A, es un fertilizante foliar, con

accion antioxidante, detoxificante e inductor de SAR. Su formulacién en mezcla esta
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constituido de nitrogeno (2%)+ fosforo (P,0s, 24%)+ potasio (K20, 17 %) + extractos de
plantas+oligosacarinas-vitaminas-glutation (8%). Su actividad antioxidante y detoxificamte
se debe al glutation que remueve toxinas producidas por patégenos, mientras que la
estimulacion de defensa lo hace a través de las oligosacarinas que activan un gran ndmero
de genes de defensa de las plantas, provocando la sintesis de compuestos antibioticos,

fenoles, proteinas estructurales de pared celular y enzimas liticas (Anonimo, s/f. a.)

Mesenger®, es un producto de nueva tecnologia de produccion de cultivos y proteccion
vegetal. Messenger estimula los mecanismos de defensa natural de las plantas, genera
resistencia en las plantas mediante la proteina harpin, ingrediente activo extraido de
bacterias, que induce SAR y activa la ruta de sefializacion dependiente de JA/ET
(Anbnimo, s/f. b).

Biorend® es un producto a base de quitosano, fortalece el vigor y grado de lignificacion de
las raices, induce la elicitacion de SAR previniendo el ataque de enfermedades aéreas y
favorece el establecimiento y accion de hongos de control biolégico como tricoderma

(Andnimo s/f. ¢).

Fosfimax 40-20® es un fertilizante foliar con alto contenido en fdsforo y potasio,
concentra iones fosfito en los tejidos vegetales activando las defensas de las plantas y
estimulando la sintesis de fitoalexinas principalmente en aquellas afectadas por oomycetos
(Andnimo s/f. d).

Etefon® (acido 2- cloroetilfosfonico) es un fitorregulador con propiedades sistémicas que
actta sobre la maduracion y coloracion de los frutos. Su transformacién en la planta genera
etileno, el cual modifica el metabolismo de las auxinas y estimula la sintesis de fenoles y
lignina que actlan sobre la coloracion y maduracion de los frutos (Anénimo, 2011). Su uso
se ha extendido para el control de hongos de la vid e induce la produccién de proteinas PR,
fitoalexinas y estilbenos (Belhadj et al., 2008).

Actigard® 50 GS, su ingrediente activo es acibenzolar S metil: S-metil benzo [1,2,3]
tiadiazol-7-carbotioato o benzotidiazol (BTH), conocido elicitor de SAR. Estimula las

defensas de la planta protegiéndolas contra el ataque de enfermedades causadas por hongos
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y bacterias, se transporta acropétala y basipétalamente permitiendo que los crecimientos
nuevos se activen. No mata a los patdgenos, pero activa la proteccion de la planta por si

misma (Anonimo, 2011).

Rezist®, es un bioestimulante que hace a las plantas mas resistentes al estrés biotico y
abiotico. Rezist disminuye el etileno producto del ataque de patdgenos, provocando la
estimulacion de poliaminas, las cuales son proteinas que inducen la resistencia sistémica
adquirida (Anénimo, 2007).

Por todo lo anterior, el uso de este tipo de elicitores muestran ventajas como lo es la
seguridad ecoldgica, prolongado efecto sistémico, participacion en maltiples sistemas de
defensa e induccion de resistencia no especifica a varios patdgenos (Mejia-Teniente et al.,
2010).

2.7 Turnip mosaic virus (virus mosaico del nabo, TuMV)

El virus mosaico del nabo (Turnip mosaic virus, TuMV) pertenece al género Potyvirus,
familia Potyviridae (Berger et al., 2000) que afecta a las cruciferas en todo el mundo
(Walsh y Jenner, 2002). El virus es una varilla flexible de 720 x 15-20 nm, el 95%
comprende la cubierta proteica y el 5% el RNA (Walsh y Jenner, 2002). Actualmente se
reconocen 12 variantes colectadas en diferentes partes del mundo con base en su patrén de

resistencia en Brassica napus (Pallett et al., 2008).
2.7.1 Genoma

El genoma de TuMV consiste en una cadena sencilla de RNA de sentido positivo con 9830
nucleotidos conteniendo un Unico marco de lectura abierto (open reading frame, ORF) de
9489 bases que codifican una poliproteina grande de 3863 aminoacidos. EI ORF se
encuentra flanqueado por dos regiones no traducibles (non translated terminal regions,
UTR) en los extremos 5y 3 “. La region no codificante que precede al marco de lectura

abierto esta formado de 129 nucle6tidos con un alto contenido de UA (70%). Mientras que
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el codon de terminacién es seguido por la region no codificante de 209 bases ricas en AU

excluyendo la cola poli A (Nicolas y Laliberté, 1992; Walsh y Jenner, 2002).

La poliproteina generada es autoprocesada proteoliticamente generando 10 proteinas
maduras. Estas proteinas se han denominado: P1 (40 kDa), relacionada con la
multiplicacién viral (Verchot y Carrington, 1995); HC-Pro (52 kDa) componente auxiliar
de proteasa relacionada con la transmisién por pulgones, es una proteina multifuncional
(Maia et al., 1996) y supresor del silenciamiento génico post-transcripcional (Marathe et
al., 2000); P3 (40 kDa) se considera determinante de patogenicidad, produciendo reaccién
de hipersensibilidad (Suehiro et al., 2004; Kim et al., 2010); 6K1 (6 kDa) determinante de
patogenicidad (Waltermann y Maiss, 2006); ClI (72 kDa), proteina de inclusion
citoplasmatica relacionada con replicacion viral y movimiento (Gomez et al., 2006); 6K2
(6 kDa) interviene en el movimiento a larga distancia y en la induccién de sintomas (Spetz
y Valkonen, 2004); VPg (22kDa) proteina de union al genoma viral (Viral Protein
genome-binding) involucrada en movimiento viral de célula a célula y proceso de infeccion
(Puustinen et al., 2002); proteina de inclusion nuclear Nla (27 kDa), encargada del
procesamiento proteolitico de la poliproteina viral (Mestre, et al., 2003); NIb (60 kDa),
RNA polimerasa dependiente de RNA (Fellers et al., 1998); y la cubierta proteica CP (33
kDa) encapsida al acido nucléico, participa en el movimiento célula a célula y a larga

distancia, acumulacion y transmisién viral (Andrejeva et al.,1999; Kimalov et al., 2004).

UTR

P1 | HC-Pro | P3

6K1

Cl

BK2

VPg| Nla NIb CcCP |E

x r 3

Figura 4. Genoma de TuMV. UTR, region no traducible; P1, proteina 1; HC-Pro,
componente auxiliar proteasa; P3, proteina 3; 6K1, proteina 1 6KDa; Cl, proteina de
inclusion citoplasmatica cilindrica; 6K2, proteina 2 6KDa; VPg, proteina de union al
genoma; Nla, proteina a de inclusion nuclear; NIb, proteina b de inclusién nuclear; CP,
cubierta proteica. Tomado de: Walsh y Jenner, 2002.
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2.7.2 Sintomas

El TuMV puede causar sintomas muy variados, no solo debido a las variantes presentes
sino también por las infecciones mixtas con otros virus; en nabo (Brassica napus) causa
mosaico, distorsiones, raquitismo y reduccion en el desarrollo de la raiz; en brécoli
(Brassica sp.) provoca manchas cloroticas, malformaciones y raquitismo, mientras que en
infecciones precoces causa enanismo Yy hojas malformadas. En rabano (Raphanus sativus),
brécoli de raiz (Brassica campestri grupo Ruvo) y roqueta (Eruca sativa) también causa
mosaico, malformaciones foliares y enanismo (Conti et al., 2001).

En mostaza (Brassica juncea var. tsatsai) causa amarillamiento y reduccién en el tamafio
del tallo. En plantas infectadas decrece el peso de la planta, el area foliar y altura de la
planta. El contenido de clorofila es significativamente reducido (Guo et al., 2005). En
rabano (Raphanus sativus var. Longipinnatus) se observa retraso en el crecimiento,
mosaico, clorosis, deformacion de hojas, manchas, rizado de hojas asi como
malformaciones en flor, tallo y fruta. Ademés en raiz causa manchas marrones reduccion

del vigor de las plantas (Guo et al., 2005b).

En rabano picante (Armoracia rustica) ocasiona moteado, mosaico, manchas anulares,
rayas oscuras en los peciolos y decoloracion de la raiz, lo que resulta en un producto
indeseable (Eiras et al., 2006). En calabaza (Cucurbita pepo) las hojas muestran un
moteado amarillo sin afectar frutos y el desarrollo de la planta (Conti et al., 2001).

Cinco especies de Pachycladon endémica de Nueva Zelanda mostraron ser susceptibles al
TuMV. Los sintomas reportados son bandas amarillas en las venas, mosaico y distorsion
en las hojas (Fletcher et al., 2010). En calla - lily (Zantedeschia spp) produce lineas y
manchas amarillas en hojas y puede ser transmitido en bulbos durante su comercializacion
(Chen, 2003).

En A. thaliana los sintomas observados son disminucion del desarrollo de la planta,

mosaico, enchinamiento, hojas aserradas y aborto de flores (Martin et al., 1999).

Asimismo ocasiona necrosis venal que inicia en la base del peciolo y se expande a lo largo

de las venas de las hojas inoculadas, pero la propagacion del virus del floema hacia el
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mesofilo es impedido por una respuesta de defensa por parte de la planta que induce la
reaccion de hipersensibilidad (Kim et al., 2008). La importancia econdémica de TuUMV y la
habilidad de infectar arabidopsis hace de este virus un excelente modelo de estudio de la

interaccion planta- virus.

2.7.3 Transmision

El TuMV es transmitido por afidos de forma no persistente. Se conocen 89 especies de
afidos vectores. Entre los méas activos se encuentran Myzus persicae y Brevicoryne
brassicae (Walsh y Jenner, 2002). Todos los instares pueden transmitirlo. EIl virus puede
ser adquirido en menos de un minuto e inoculado en un tiempo similar. No existe periodo
de latencia. El virus es retenido por el vector al alimentarse por al menos 4 h. EI TUMV no
es transmisible por semilla ni por polen. El ciclo biolégico del TuMV depende de la
presencia del virus en las plantas fuente y en la actividad de los &fidos vectores (Conti et
al., 2001). En lItalia los afidos vectores son la principal fuente de diseminacion del virus
durante todo el afio debido a la presencia constante de cultivos de cruciferas cultivadas,

plantas ornamentales y plantas silvestres perenes o hibernantes (Conti et al., 2001).

2.7.4 Importancia econémica

El TuMV es reconocido como el segundo virus de importancia mundial después del
Cucumber mosaic virus en infectar cultivos vegetales ocasionando enfermedades en 28
paises (Tomlison, 1987). Se ha reportado su presencia en regiones templadas y
subtropicales de Africa, Asia, América, Oceania y Europa (Tomimura et al., 2004). Es
conocido por ocasionar dafios en diferentes especies del género Brassica en Asia,
Norteamérica y Europa. Causa severos dafios en nabo (Brassica napus), col china (B. rapa)
y coliflor (B. oleracea). Provoca pérdidas en cultivos ornamentales, rabano, lechuga,
guisante, calabacin, limonium, roqueta y alcachofa (Walsh y Jenner, 2002). Ha sido aislado
de un gran nimero de cultivos y malezas que suman alrededor de 318 especies de 43

familias de dicotiledoneas, incluyendo Cruciferae, Compositae, Chenopodiaceae,
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Leguminosae y Caryophyllaceae, aunque también se conoce que infecta algunas

monocotiledoneas (Walsh y Jenner, 2002).

En China, TuMV causa dafos graves en mostaza (Brassica juncea var. tsatsai) causando
pérdidas en la produccion de hasta 30% Yy en ocasiones hasta el 100% por la reduccion del

crecimiento de las plantas (Guo et al., 2005).

Durante el invierno y primavera de 2004-2006, cultivos de Brassica oleracea, Raphanus
sativus y R. raphanistrum mostraron sintomas de mosaico, moteado, manchas necréticas,
malformaciones y clorosis asociado a la presencia de TuUMV en tres municipios de Turquia
(Korkmaz et al., 2007)

En el Reino Unido el TuMV afecta negativamente la calidad comercial de la col al causar
guemadura interna y necrosis externa en las cabezas almacenadas lo cual ha ocasionado

pérdidas cuantiosas en esta especie (Pallett et al., 2008).

TuMV es considerado como un peligro potencial debido a la alta presencia que tiene en
plantas silvestres, actuando como una fuente de indculo en malezas pertenecientes a
diversas familias como Amaranthaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Compositae y
Phytolacaceae (Stobbs y Stirling, 1990).
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CAPITULO 11

EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES DE DEFENSA POR INDUCTORES DE
RESISTENCIA EN ARABIDOPSIS INFECTADAS CON TuMV

Salgado-Siclan, M. L., Rojas-Martinez, R. |., Zavaleta-Mejia, E., Ochoa-Martinez D.L., Burguefio-

Ferreira, J., Xoconostle-Cazares B., Ruiz-Medrano, R.

RESUMEN

La respuesta de defensa de la planta implica grandes cambios en la expresion génica.
Varios compuestos inductores implicados en la induccion en defensa son conocidos,
incluyendo compuestos enddgenos de bajo peso molecular, derivados del patdgeno como la
membrana y fragmentos de pared celular y metabolitos secundarios. El &cido salicilico y
peréxido de hidrégeno son bien conocidos como inductores de la respuesta al ataque de
patdgenos y algunos compuestos sintéticos analogos a algunos de éstos inductores de
resistencia muestran efectos similares. Los fertilizantes foliares, ademés del efecto benéfico
sobre el crecimiento de las plantas, han demostrado en algunos patosistemas limitar la
infeccion por patégenos particularmente de fitoplasmas. Sin embargo, su modo de accion
en estos casos es poco conocido. Con el fin de conocer qué transcritos relacionados con la
defensa induce el &cido salicilico (SA), peroxido de hidrogeno vy el fertilizante foliar a base
de NPK-oligosacarinas (Kendal®) fueron analizadas plantas de arabidopsis inoculadas con
el Turnip mosaic virus. Las aplicaciones de los productos sobre las plantas infectadas con el
virus indujeron la sintesis de los transcritos PR1, MPK1 y TGA1 mas eficientemente que en
las plantas tratadas con los producto pero sin inocular. Solu una alta induccion de PR1 fue
observada en plantas tradas con SA. Solo el tratamiento con perdxido disminuyo6 los
niveles de virus mientras que los niveles mas altos se observaron en plantas tratadas con
Kendal®. Las imagenes con microscopia confocal con TuMV-GFP confirmaron estas
observaciones. Los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento con Kendal® no fue

del todo eficaz contra TuMV.
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CHAPTER I

DIFFERENTIAL EXPRESSION OF DEFENSE-RELATED GENES BY INDUCERS
OF RESISTANCE IN ARABIDOPSIS

Salgado-Siclan, M. L., Rojas-Martinez, R. I., Zavaleta-Mejia, E., Ochoa-Martinez D.L., Burguefio-

Ferreira, J., Xoconostle-Cazares B., Ruiz-Medrano, R.

ABSTRACT

The plant defense response involves large changes in gene expression. Several inducers
involved in such induction are known, including endogenous low-molecular weight
compounds as well as those derived from the pathogen, such as membrane and cell wall
fragments and secondary metabolites. Salicylic acid and hydrogen peroxide are well-known
inducers of the response to pathogen attack, and synthetic compounds analogous to some of
these resistance inducers show similar effects. Foliar fertilizers, besides the beneficial effect
on plant growth, have shown to limit pathogen infection in some pathosystems, particularly
during phytoplasmoses. However, their mode of action in these cases is poorly understood.
In order to know what defense-related trasncripts induced by salicylic acid (SA), hydrogen
peroxide, and Kendal® foliar fertilizer induced Arabidopsis plants inoculated with Turnip
mosaic virus were analyzed. The applications of the products on plant infected with the
virus induced the synthesis of PR1, TGAL and MPK1 transcripts more efficiently than in
plants treated with the product but without inoculation. Only a hight induction was
observed in the case of PR1 for SA. Only the peroxide treatment decreased the levels of
virus while the highest levels were observed in plants trated with Kendal®. Confocal
microscopy images with TuMV-GFP labeled confirmed these observations. The results
suggest that treatment with Kendal® was not complety effective against TUMV.
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I. INTRODUCCION

La defensa de las plantas contra patdgenos es activada por moléculas procedentes del
hospedante y del propio patégeno como fragmentos de pared celular, efectores microbianos
como patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) y
metabolitos secundarios. Esto permite el establecimiento de una respuesta de defensa local,
asi como la generacion de una sefial (es) secundaria (s) implicada (s) en la activacion de
una respuesta de defensa sistémica denominada resistencia sistémica adquirida (SAR, por
sus siglas en inglés). La deteccion temprana del patdgeno desencadena una serie de
eventos que conducen generalmente a limitar el sitio de la infeccion inicial a través de la
muerte celular programada (Durrant y Dong, 2004; Jones y Dangl, 2006). Varias
moléculas endégenas implicadas en la activacion de la respuesta de defensa se han descrito,
tal como é&cido salicilico, jasmonato y fragmentos de la pared celular del hospedante y del
patdégeno. Ademas, diferentes factores abidticos activan las respuestas de resistencia, tales
como calor, frio y otros factores fisicos lo que sugiere que en algunos puntos estas rutas de

sefializacion convergen (Durrant y Dong, 2004).

Recientemente, varios productos quimicos han demostrado la capacidad de inducir
resistencia a estrés bidtico y abioético. No sorprende que, algunos de ellos son en términos
generales estructuralmente relacionados con el acido salicilico y oligosacaridos, mientras
que otros son de naturaleza muy diversa (por ejemplo, aminoacidos, vitaminas y acidos
grasos, entre muchos otros) (Vlot et al., 2009; Svoboda y Boland, 2010). Es razonable
suponer que los modos de accion son similares a sus homdlogos enddgenos, aunque en el
caso de los aminoacidos o nutrimentos sus mecanismos de accion no son bien
comprendidos. De hecho, algunos de ellos han demostrado inducir maultiples vias de
transduccion de sefiales que resultan en la defensa contra el ataque de patégenos y se han
utilizado en los cultivos logrando cierta proteccion presumiblemente a través de la
activacion de SAR. Ejemplos de estos son quitosano, laminarina, oligosacarinas y varios

analogos estructurales del acido salicilico (Schreiber y Desveaux, 2008).
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La aplicacion exogena de SA asi como de sus analogos estructurales (INA y BTH) resultan
en la disminucién de tamafio de la lesion después de la infeccion viral en especies modelo
como Arabidopsis thaliana (Uquillas et al., 2004; Huang et al., 2005; Vasyukova y
Ozeretskovskaya, 2007; Schreiber y Desvaux, 2008; Loebenstein, 2009; Carr et al., 2010).
Resultados similares han sido obtenidos mediante otros inductores de resistencia, tales
como tiamina, metil jasmonato, acido poliacrilico, oligosacaridos y 3-amino butirico a gran
escala contra diversos virus y bacterias fitopatogenos (Schreiber y Desvaux, 2008).
Curiosamente, incluso pequefias cantidades de tales compuestos son capaces de inducir un
nivel basal de respuesta de defensa a través de un proceso denominado “sensibilizacion”.
Los mecanismos responsables de la sensibilizacion no son bien conocidos pero se ha

sugerido que es un estado energéticamente mas eficiente para la planta (Jung et al., 2009).

Una de las primeras manifestaciones en la via de transduccion de sefiales que conducen a la
resistencia sistémica adquirida implica el estallamiento oxidativo. Los iones superéxido
son producidos por NADPH oxidasas transmembranal que a su vez son reducidos a
peroxido de hidrogeno por la superéxido dismutasa. Consecuentemente, se activa a nivel
local y sistémico la sintesis de genes relacionados con defensa tales como el PR1 (Neill et
al., 2002; Nanda et al., 2010). Por otro lado, los productos comerciales que consisten en
mezclas complejas de extractos de hojas, oligosacaridos y glutation, se han utilizado para
inducir la respuesta de defensa frente a patdgenos en algunos cultivos. Es probable que
algunos de estos componentes desencadenen la resistencia sistémica adquirida, o bien,
sensibilicen a la planta a respuestas de defensa como se ha mencionado anteriormente. Sin
embargo, los mecanismos exactos a través del cual estas mezclas complejas activan la

respuesta de defensa, son poco conocidos.

La induccion de genes PR1 es un sello caracteristico de SAR (Carr et al., 2010). TGAL es
un factor de transcripcion inducido por el gen NPRL1 responsable de la activacién de varios
genes relacionados con defensa (Carr et al, 2010; Lindermayr et al., 2010), mientras que
MPK1 cinasa es activado por MKK3 que a su vez es inducido tras la percepcion del
patdgeno (Déczi et al., 2007).
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Se estudid el efecto de algunos de los productos comerciales en la induccion de genes
asociados a SAR en un patosistema modelo. Asi en el presente trabajo, la acumulacién de
transcritos de PR1 (At2g14610), TGAl (At5g65210) y MPK1 MAP cinasa (At1g10210)
se monitored a través de RT-PCR tiempo real en plantas de arabidopsis tratadas con SA,
peroxido de hidrogeno y una mezcla comercial NPK-oligoscarinas, conocida
comercialmente como Kendal® (nitrogeno 2% + P,0s 24% + K,O 17 % + extractos de
plantas + oligosacarinas-vitaminas-glutation, 8%) que se recomienda como un fertilizante
foliar, aunque se ha utilizado como inductor en la sensibilizacion de la respuesta de defensa
en algunos cultivos (Romanazzi et al., 2009). Las oligosacarinas son fragmentos de pared
celular capaces de inducir la respuesta de defensa (Schreiber y Desvaux, 2008), reaccion a
heridas y més recientemente se ha demostrado que median la tolerancia a heladas en trigo
(Zabotin et al., 2009). Por otro lado, la acumulacién del marcador GFP de la construccion
del virus del mosaico del nabo (TuMV-GFP) se utiliz6 para monitorear el curso de la

infeccion en plantas de arabidopsis (Lellis et al., 2002).

2. OBJETIVO

Evaluar la expresion de genes relacionados con defensa inducida por la aplicacion exdgena
de acido salicilico, peréxido de hidrogeno y Kendal® en plantas de Arabidopsis thaliana

infectadas con TuMV.

3. HIPOTESIS

Las aplicaciones exdgenas de acido salicilico, peroxido de hidrégeno y Kendal®
promueven la sintesis de los transcritos de genes relacionados en defensa en plantas

infectadas con TuMV.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal y tratamientos

Plantas de arabidiopsis se cultivaron en invernadero con una temperatura media de 22°Cy
fotoperiodo de 12h luz/ 12h oscuridad, empleando peat moss como sustrato. Al inicio de la
aparicion de la inflorescencia se asperjaron sobre las hojas de roseta los siguientes
productos: acido salicilico (SA, 0.5 mM), peroxido de hidrogeno (PE, 3 mM) y Kendal®
(K, 450 uL/200 ml). Al dia siguiente de la aspersion, el vector binario que contiene
TuMV-GFP (GFP-pCBTuMV) donado por el Dr. James Carrington (Universidad de
Oregon, Corvallis), se inoculé mecanicamente en las mismas hojas asperjadas previamente
con los productos. Cuatro plantas de cada tratamiento se seleccionaron para su posterior
analisis del nimero de transcritos inducidos mediante PCR tiempo real. El testigo positivo
consistio en la inoculacion solo del virus (T +, TuUMV solo) y testigo negativo aspersion de

agua (T-, agua, planta-mock).

Se establecieron cuatro repeticiones por tratamiento en un arreglo completamente al azar.
Las plantas fueron cubiertas con una bolsa de plastico transparente, para garantizar la
infeccion y mantener la humedad. Otro grupo de plantas fueron tratadas solamente con los
productos a fin de monitorear la expresion génica sin la infeccion por virus bajo las mismas

condiciones.

4.2 Extraccion de RNA

El RNA total se obtuvo a partir de 100 mg de tejido fresco de hojas caulinares usando el
reactivo TRIzol (Invitrogen, Sorrento CA) siguiendo las indicaciones del fabricante. El
tejido se colectd 3y 7 dias posteriores a la inoculacion. La concentracion de RNA se midi6
con un espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific; Wilmington DE). La
integridad de RNA se determind mediante la electroforesis del gel de agarosa en
condiciones desnaturalizantes. El RNA fue tratado con RQ1 RNasa libre de DNasa

(Promega, Madison, WI) y se almacend a -80 ° C hasta su uso.
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4.3 RT-PCR punto final

RT-PCR de un solo paso se realizé con la Superscript™ |1l Platinum® One-Step RT-PCR

System (Invitrogen), tal como lo especifica el fabricante. EI programa para la RT-PCR fue

el siguiente: en la primer etapa un ciclo a 15 min a 50 °C para la sintesis de la primera

cadena, seguido por 30 ciclos de: 94 °C durante 40 s, la temperatura especifica del

alineamiento (Tablal) durante 40 s y 72 °C durante 40 s. Un paso de extension final se

realizo a 72 °C durante 7 min. Los cebadores fueron disefiados para amplificar productos

de tamario similar de los genes inducidos y detectar a GFP incluido en el virus, asi como el

gen de la proteina de la capside, que se utilizé como control interno. Los productos fueron

clonados en un vector de clonacion (TOPO pCRII doble, Invitrogen) y el producto se

verificd mediante secuenciacion. EIl control utilizado para determinar la concentracion de

RNA de las muestras, fue el gen 18S del RNA ribosomal de arabidiopsis.

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados para el analisis de expresion de genes de defensa.

Gene ID

Secuencia de oligonucleétidos (5°- 37)

Tamafio
esperado (bp)

Temperatura de
alineamiento

PR1

At2g14610

Sentido:
TCTCCGCCGTGAACATGTGGGTTAGCG
Antisentido:
GTATGGCTTCTCGTTCACATAATTCCC

200

67°C

MPK1

At1g10210

Sentido:
GATCCGTCAAAGAGGATTAGTGTCTCTG
Antisentido:
TCAGAGCTCAGTGTTTAAGGTTGAAGC

200

58°C

TGAl

At5¢65210

Sentido:
GGTGAATTCTGCTATGGATGAATTAGAAGC
Antisentido:
CTACGTTGGTTCACGATGTCGAGTTGC

200

65°C

18S rRNA

At1g49240

Sentido:
GCCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCAT
Antisentido:
GTGTGTACAAAGGGCAGGGACGTA

150

63°C

TuMV-GFP

Sentido:
CATGGCAAGTAAAGGAGAAGAACTTTT
Antisentido:
CTTCATATGATCTGGGTATCTTG

250

54°C

TuMV-CP

Sentido:
GGACGGCGACGATCAGGTGGAAATTCCCG
Antisentido:
CAACCCCTGAACGCCCAGTAAG

400

63°C
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4.4 RT PCR en tiempo real cuantitativo (QRT-PCR)

Los niveles de transcritos de los genes seleccionados se llevd cabo mediante analisis de RT-
PCR cuantitativa utilizando el kit comercial, Express One-Step Sybr® Green ER™ RT-
PCR Super Mix (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 1uL. de RNA
(300 ng / ul) y 10 pmoles de cada cebador se utilizaron en una mezcla de reaccién de 10 pl.
Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en un termociclador de tiempo real Rotor
Gene 3000 (Corbett Research, Australia). Las condiciones para la amplificacion fueron: 40
min a 42 °C para la sintesis de la primera cadena, seguido por 40 ciclos de: 40 s a 94 °C, 35
sa62°Cy30sa72°C. Finalmente, con el fin de asegurar que no se amplificaron dimeros
en la reaccion, una curva de disociacion se generdé mediante calentamiento progresivo de
las muestras (60-95 °C). El valor de Ct para cada producto se determiné por duplicado en
cada tratamiento. TuMV con los oligos disefiados para GFP y la céapside (CP) fueron

detectados en las hojas de plantas infectadas utilizando la misma metodologia.

La cuantificacién relativa para la acumulacién de transcripcion se realiz6 de acuerdo con el

método descrito por Livak y Schmittgen (2001; 2"44¢T

) el cual consta de una comparacién
relativa entre un gen enddgeno y el blanco. Para esta prueba se analizaron dos repeticiones
por tratamiento. Por otro lado, la concentracion viral se midi6 a través del método de la
curva estandar (Biorad, Hercules CA). La amplificacion se confirmé mediante analisis de

los productos por electroforesis en gel de agarosa.

4.5 Microscopia confocal

La infeccion de TuMV-GFP en arabidopsis fue monitoreada en las hojas inoculadas y
caulinares. El tejido se lavd con una solucion que contiene etanol: glicerol: acido lactico:
agua en una proporcion 5:2:2:1 durante 5 dfas a 4 °C y luego transferido a una solucién de
glicerol al 50% y montado sobre un portaobjetos de vidrio. Las preparaciones se
observaron con un microscopio confocal de multifotonica modelo SP5 (Leica) a 20X. Las

imagenes fueron procesadas utilizando el software LAS AF (Leica). Para cuantificar la
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sefial de fluorescencia se evaluaron 20 campos en un é&rea de 1000 mp? cada uno y los

pixeles se calcularon utilizando el software ya mencionado.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PCR punto final

La PCR punto final revel6 la acumulacién de transcritos de PR1, MPK1y TGAalas3y7
dias posteriores a la infeccion (dpi) en todos los tratamientos (datos no mostrados) . Si bien
el aumento de transcritos de PR1 y TGA1 se habia reportado después de la aplicacion de SA
y perdxido, no se conocia su efecto para MPK1 a pesar de su implicacion en la defensa
como respuesta en la via MKK3 (mitogen-activated protein kinase kinase), por lo que es de
suponer que esta proteina actia como un blanco para fosforilacion dentro de esta via
(Doczi et al., 2007). Ademas, el gen MPK se expresa de niveles moderados a bajos, de
acuerdo con los datos de microarreglos, existiendo poca variacion en los diferentes tejidos
después del tratamiento con Pseudomonas syringae, Phytophthora infestans y diversos

elicitores (http://www.weigelworld.org/resources/microarrays/AtGenExpress/).

El gen PR1 es considerado como un gen cuya expresion es inducida por SA e infecciones
por microorganismos (Laird et al.,, 2004). Otros trabajos han demostrado que esta
induccidn es especifica a tal tratamiento, ya que la aplicacion de acido ascérbico y paraquat
(compuestos con propiedades antioxidantes) no promueven la expresién de dicho gen
(Colville y Smirnoff, 2008).

El SA y el perdxido de hidrégeno han sido bien estudiados como inductores de SAR; de
hecho, los modelos actuales indican que SA esta implicado en la translocacion del
regulador de defensa NPR1 al nucleo, como respuesta a cambios en su estado redox
(Pieterse y Van Loon, 2004). El perdxido de hidrogeno y en general los agentes oxidantes,
actan en conjunto con el SA para disparar las respuestas de defensa de la planta. Kendal®

(mezcla NPK- oligosacarina) es utilizado como un fertilizante foliar recomendado para
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disminuir la expresion de los sintomas causados por fitoplasmas (Romanazzi et al., 2009)
aungue su mecanismo de accidn no estd aun claro. En este trabajo se determind que su

aplicacion induce la expresion de los genes de SAR en una etapa temprana de infeccion.

5.2 Tiempo real cuantitativo qRT-PCR

En el andlisis de expresion de RNA de las plantas inoculadas con TUMV-GFP a 3y 7 dias
posteriores al tratamiento con los productos evaluados se encontrd que la acumulacién de
transcritos PR1 fue mayor a los 3 dias posteriores a la infeccion (dpi) con SA (Fig. 1A). A
los 7 dias después del tratamiento los niveles de PR1 disminuyeron al igual que en las
plantas no tratadas. En los tratamientos de testigo positivo y Kendal® también se
detectaron transcritos de PR1 aunque a niveles inferiores. Dicha induccion fue de corta
duracion ya que los transcritos de PR1 no se detectaron a los 7 dias posteriores a la
inoculacion. En el tratamiento con peroxido la expresion de los transcritos PR1 fue baja a

los 3y 7 dias posteriores a la inoculacion (Fig.1A).

Los niveles de transcritos de MPK1 se incrementaron con la aplicacion del peroxido
seguido por el tratamiento con Kendal®, el testigo positivo (plantas inoculadas con TuUMV
sin la aplicacion de productos) y SA a los 3 y 7 dpi, mostrando, los niveles mas altos de
expresion a los 7 dpi (Fig. 1B). Por otro lado, los niveles de transcritos de TGA1 fueron
mas altos con Kendal®, seguido por el peroxido, testigo positivo y SA a los 7 dias

posteriores a la inoculacion (Fig. 1C).
De manera general la expresion del gen PR1 fue mayor a los 3 dias posteriores a la
inoculacion con respecto a los genes MPK1 y TGAL, mientras que éstos Gltimos lo fueron a

los 7 dias posteriores a la inoculacion, aunque con valores mas bajos.

Con respecto a la replicacion viral en plantas tratadas con los diferentes productos e

infectadas con TuMV, el tratamiento Kendal® mostrd niveles altos de transcritos de RNA a
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los 7 dpi con respecto del testigo positivo. En el tratamiento con peroxido no se detecto al

virus a los 3y 7 dpi (Fig. 1D).

Los resultados obtenidos muestran que SA fue el inductor mas eficiente de la expresion de
PR1 (y por lo tanto de SAR), mientras que el peroxido lo fue para MPK1, TGA1, en
cambio el Kendal® facilitd la expresion de éstos mismos y ademas permitio la

acumulacién de virus.

Como se menciond anteriormente, la funcion de PR1 en limitar la infeccion por hongos
patdgenos esta bien documentada, aunque su actividad bioquimica exacta sigue siendo poco
conocida. Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que al menos en el caso
de TuMV, la induccion de este gen mediante SA esta correlacionada con la limitacion en la
acumulacién de virus y la alta expresion de PR1 después de la inoculacion de algun
patdgeno. Los resultados del tratamiento con el peroxido de hidrégeno mostraron los
niveles mas bajos de virus en comparacion con los otros tratamientos (aparentemente no
por la ruta de sefializacion del &cido salicilico) ya que en este tratamiento se expresaron
mas los genes MPK1 y TGAL que PR1, lo que sugiere que los dos primeros pueden estar
mas directamente implicados en los mecanismos de defensa contra este virus. Por otro lado
la aplicacion del producto Kendal® (a base de NPK-oligosacarinas) promovid la induccion
de genes aunque en menor proporcién, ésto podria en parte explicar su efecto en el control

de enfermedades a largo plazo.
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) de la acumulacidn de transcritos de los genes

PR1, MPK1 y TGA1 en hojas de arabidopsis tratados con productos inductores de respuesta de
defensa e infectadas con TUMV-GFP. SA= &cido salicilico (0.5 mM) + TuMV; PE= perdxido de
hidrégeno (3 mM) + TuMV; K= Kendal® (450 puL/200 ml) + TuMV; T+ = testigo positivo
(TuMV solo); y T-= agua. A) PR1, B) MPK1, C) TGA1, D) TuMV-CP (método de curva
standar). La barra vertical corresponde al error estandar de dos réplicas.

Por otro lado, cabe resaltar un sinergismo en el numero de transcritos de PR1 en la
interaccion SA+TuMV que cuando se aplica solo SA o el testigo positivo a los 3 dias
después aplicar o inocular segun el tratamiento (Fig. 2A). A los 7 dias el testigo positivo
mostré el mayor nimero de transcritos de PR1 pero no tan altos como en la interaccion

SA+TuMYV a los 3 dias posteriores a la inoculacién.

También fue evaluado el nimero de transcritos de los mismos genes en plantas tratadas
solo con los productos. La acumulacion de transcritos de PR1 fue mayor con respecto de
MPK1y TGAL (Fig. 2B, 2C y 2D). SA fue el que mayor numero de trascritos expreso para

PR1 (Fig. 2B), mientras que para el tratamiento con peroxido la expresion de los genes
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MPK1 y TGA1 fue mayor (Fig. 2C y 2D). Contrariamente, Kendal® mostro los valores mas
bajos de transcritos (Fig. 2B, 2C y 2D).
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Figura 2. Analisis por qRT-PCR (método de 2**“") de la acumulacion de transcritos de los genes

PR1, MPK1y TGAL en las hojas de arabidopsis tratadas solo con productos inductores de defensa.
A) PR1, SA= 0.5 mM; SA+V= SA 0.5mM + TuMV; T+ = TuMV; T- = agua. B) PR1; C) MPKZ;
D) TGAL. SA= 4cido salicilico 0.5 mM; PE= peréxido de hidrdgeno, 3 mM; K= Kendal® 450 pL /
200 mL; T+= planta infectada con TuMV, T- = testigo negativo/agua. La barra vertical corresponde
al error estandar de dos réplicas.

5.3 Microscopia confocal

Las plantas tratadas con los productos e infectadas con TuMV-GFP fueron analizados
mediante microscopia confocal (Fig. 3). Las plantas infectadas con TuMV mostraron
amarillamiento en las hojas y necrosis en las nervaduras. Las hojas de roseta y caulinar con
sintomas fueron separados y tratadas para visualizar la fluorescencia asociada a GFP (Fig.

3A). Baja autofluorescencia de fondo se observd en este caso, correspondiente
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principalmente a xilema. La fluorescencia por GFP se detectd en la misma intensidad en la
mayoria de células. Por lo tanto, los tratamientos no afectaron sensiblemente los niveles de
virus. Los niveles mas bajos de la fluorescencia con GFP se observd consistentemente en
las plantas tratadas con perdxido, lo que concuerda con los datos de RT-PCR cuantitativa.
Los niveles mas bajos de fluorescencia se detectaron en las plantas tratadas con peroxido en
los tejidos vasculares y mesofilo de las hojas analizadas. Estos resultados sugieren que la
induccioén de la expresion de los genes que regulan la respuesta de defensa (como PR1) es
un mecanismo mas eficiente para contrarrestar la infeccion de TuMV en arabidopsis. Sin
embargo, se debe tener cuidado al interpretar estos resultados, ya que este analisis de

fluorescencia se trata, evidentemente, de una prueba no cuantitativa.
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Figura 3. Imagenes de microscopia confocal de hojas de plantas infectadas con TuMV-GFP y tratadas con
diferentes productos inductores de defensa. A, TUMV-GFP + SA; B, TUMV-GFP + peroxido de hidrogeno;
C, TUMV-GFP + Kendal®; D, TUMV-GFP; E, agua. A, B', C', D'y 'E muestran la autofluorescencia en rojo
correspondiente a la clorofila. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio Leica SP5 multifotonico
confocal, objetivo 20X, zoom 2X, pinhole: 600 pm.
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6. CONCLUSIONES

El SA fue el mejor inductor de la expresion de PR1, sin embargo no fue efectivo en el
control de la concentracion del virus. El perdxido de hidrogeno indujo la acumulacion de
transcritos de MPK1 y TGA1 y ademas disminuyd los niveles del TuMV. Por otro lado, el
Kendal® aument6 la concentracion del virus e indujo la acumulacion de los transcritos

PR1, MPK1y TGAL en menor proporcion.
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CAPITULO III

EFECTO DE COMPUESTOS INDUCTORES DE RESISTENCIA EN ALGUNOS
PARAMETROS FENOTIPICOS DE A. thaliana INFECTADA CON TuMV

RESUMEN

Se evaluo en plantas de arabidopsis inoculadas con el Turnip mosaic virus (TuMV) la
respuesta fenotipica a la aplicacion de acido salicilico, peroxido de hidrégeno y Kendal®.
Los valores més altos en didmetro de roseta, altura de inflorescencia, nimero de hojas, peso
de roseta y peso de inflorescencia se registraron en las plantas tratadas con los productos.
Los valores més altos se obtuvieron en aquellas tratadas con perdxido de hidrégeno,
superando al testigo negativo; contrariamente, el testigo positivo mostré los valores mas
bajos en todos los parametros evaluados, por lo que dichas aplicaciones mostraron un

efecto positivo en el desarrollo de plantas de arabidopsis infectadas con TuMV.
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CHAPTER 111

EFFECT OF RESISTANCE INDUCING COMPOUNDS ON SOME PHENOTIPIC
PARAMETERS OF Arabidopsis thaliana INFECTED WITH TuMV

ABSTRACT

The phenotypic response to the application of salicylic acid, hydrogen peroxide, and
Kendal® was evaluated in Arabidopsis plants inoculated with Turnip mosaic virus
(TuMV). The highest values in rosette diameter, height of inflorescence, number of leaves,
rosette weight, and weight of inflorescence were registered in plants treated with the
products. The highest values were obtained by plants treated with hydrogen peroxide,
outscoring the negative control; contrarily, the positive control showed the lowest values in
all the evaluated parameters. Therefore, these applications showed a positive effect on the
development of Arabidopsis plants infected with TuUMV.
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I. INTRODUCCION

Los elicitores son moléculas de diversa naturaleza que inducen la respuesta de defensa en la
planta durante la infeccion por patdgenos. Estos inductores de defensa disparan
respuestas fisiologicas y morfologicas asi como la acumulacién de fitoalexinas (Mejia-
Teniente et al., 2010). Existen en el mercado varios productos quimicos que han mostrado
la capacidad de inducir resistencia a estrés bidtico y abiotico. No sorprende que algunos de
ellos estén estructuralmente relacionados con el acido salicilico y oligosacaridos, productos
conocidos como inductores de resistencia a patdgenos. Diversas moléculas con efectos
protectores son reportadas en varias investigaciones como por ejemplo aminocidos,
vitaminas y acidos grasos (Vlot et al., 2010; Svoboda y Boland, 2010), los cuales se han
utilizado en diversos cultivos donde se ha observado proteccién al ataque de patdgenos,
particularmente el quitosano, laminarina, oligosacarinas y varios andlogos estructurales del
acido salicilico, como el INA y BTH (Schreiber y Desveaux, 2008). Otros compuestos
como tiamina, metil jasmonato, &cido poliacrilico, oligosacaridos y B-amino butirico se
han empleado a gran escala (Schreiber y Desvaux, 2008; Uquillas et al., 2004; Huang et al.,
2005; Vasyukova y Ozeretskovskaya, 2007; Schreiber y Desvaux, 2008; Loebenstein,
2009; Carr et al., 2010).

Algunos productos comerciales como Biorend®, Fosfimax®, Kendal ®, Messenger® y
ReziSt® formulados con mezclas complejas de extractos de hojas, nitrégeno, fosforo,
potasio, oligosacaridos, poliaminas y glutatién se recomiendan como fertilizantes foliares
pero se han utilizado para inducir la respuesta de defensa frente a patdégenos en algunos
cultivos. Kendal® que es una mezcla de nitrégeno (2%) + fosforo (P,Os, 24%) + potasio
(K20, 17 %) + extractos de plantas + oligosacarinas-vitaminas-glutation (8%). Es probable
que algunos de estos compuestos desencadenen la resistencia sistémica adquirida, o bien,
sensibilicen a la planta para expresar respuestas de defensa (Mejia-Teniente, 2010;

Schreiber y Desvaux, 2008; Romanazzi et al., 2009).
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2. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de &cido salicilico (SA), peroxido de
hidrogeno (PE) y Kendal® en algunas caracteristicas fenotipicas de plantas de arabidopsis

infectadas con TuMV.

3. HIPOTESIS

La aplicacién de productos inductores de resistencia permite a la planta abatir el dafio

causado por TuUMV.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal y tratamientos

El experimento se establecio en invernadero utilizando plantas de A. thaliana obtenidas de
semilla y establecidas en macetas de 15 X 15 X 20 cm conteniendo suelo estéril, peat moss
a las cuales se les proporciono riego y fertilizacién con el producto Miracle-Gro® cada
semana. Cuando las plantas tuvieron 40 dias de edad (inicio de la formacién de la
inflorescencia) se asperjaron al follaje los siguientes productos: acido salicilico (SA, 0.5
mM), peréxido de hidrégeno (PE, 3 mM) y Kendal® (K, 450 puL/200 ml). Al dia siguiente
después de la aspersion, el vector binario que contiene TuMV-GFP (GFP-pCBTuMV)
donado por el Dr. James Carrington (Universidad de Oregon, Corvallis), se inocul6
mecéanicamente en las mismas hojas asperjadas previamente con los productos inductores
de defensa. El testigo positivo consistié en planta infectada solo con el virus, mientras que
el testigo negativo lo fue aspersiéon de agua. Las plantas se mantuvieron en invernadero

durante su evaluacion.

4.2 Variables evaluadas y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con cuatro repeticiones y el experimento
se realizO cuatro veces de manera independiente. A los 3, 7 y 10 dias posteriores a la

inoculacion (dpi) se registro: la altura de inflorescencia (cm), el diametro de roseta (cm) y
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el nimero de hojas de roseta. Adicionalmente se cuantifico el peso fresco de roseta (gr) y
la altura de inflorescencia (cm) a los 10 dpi debido a que fue una medicion que involucraba
la destruccion de las plantas.

El nimero de hojas correspondid solo aquellas donde al menos el 50% de la superficie
foliar se mantenia de color verde claro y turgente. Debido a la variabilidad inherente de las
plantas observada al inicio de los experimentos, se consideré la diferencia observada entre
los 3 y 10 dpi de las variables altura de inflorescencia, diametro de roseta y nimero de

hojas de roseta.

Se analizaron cuatro experimentos de forma conjunta con un modelo lineal que incluyo el
efecto de tratamiento, experimento y la interaccion de ambos factores. EI modelo

estadistico fue el siguiente:

Yik=p+oa+1t+or+sj; con gj ~N (0, o? ) donde: p=media general, a = efecto del
experimento, 1= efecto de tratamiento, at = interaccidn experimento /tratamiento y &ijjk =

efecto asociado al error experimental.

Cuando hubo efecto de tratamiento, las medias se compararon con la prueba t de Student y
se consideraron diferencias significativas cuando el nivel de significancia fue inferior a
0.05.

Para conocer si las variables en estudio fueron afectadas por los tratamientos, se procedi6 a
realizar un analisis de componentes principales (ACP) para explicar el comportamiento de
un conjunto de variables relacionadas, a partir de un ndmero menor de variables
(componentes) y asi reducir el nimero de variables en estudio al eliminar los atributos que
aportan poca informacién se remueve la redundancia de variables y el efecto aleatorio entre
variables correlacionadas y consecuentemente se logra una mejor comprension de los

resultados obtenidos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracteristicas fenotipicas de las plantas tratadas con inductores

De manera general, las plantas de arabidopsis mostraron sintomas asociados a la infeccion
de TuMV consistentes en necrosis de venas y lamina foliar asi como amarillamiento (Fig.
1). Asi mismo se observé reduccién en la altura de plantas y vigor de las plantas por la

presencia del virus.

Figura 1. Sintomas inducidos por TuUMV en plantas de Arabidopsis thaliana infectadas. A)
roseta con sintomas de clorosis, amarillamiento y necrosis, B) roseta de planta sana, C)
altura y vigor de planta infectada con el virus, D) altura y vigor de planta sana, E) hojas
infectadas con diferentes sintomas.
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No se tuvo interaccidn entre tratamientos y experimentos (p > 0.05), pero si se observaron
diferencias entre experimentos y entre tratamientos. La figura 2 muestra el desarrollo de la
roseta de A. thaliana tratadas con los inductores a los 50 dias posteriores a la inoculacion

(dpi) con TuMV Yy algunos de sus sintomas.

Figura 2. Aspectos fenotipicos de la rosea de A. thaliana tratadas con productos inductores de
resistencia e infectadas con TuMV-GFP a los 50 dias posteriores a la inoculacion. A) acido
salicilico (SA, 0.5mM) + TuMV; B) peroxido de hidrogeno (PE, 3mM) + TuMV; C) Kendal® (K,
450 plL/200mL) + TuMV; D) testigo positivo ( T+, solo con TuMV); E) testigo negativo (T- =
agua).

Las aplicaciones de peréxido y Kendal® aumentaron el didmetro de roseta (2.85 y 2.71,
respectivamente) significativamente con respecto al testigo positivo (1.53) (Fig. 3A). El
TuMV es un virus que retarda el desarrollo de planta, por lo que las plantas infectadas del
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experimento no fueron la excepcion. Guo et al., (2005) mencionan que el TuMV puede
reducir el desarrollo de plantas de rdbano, lo cual puede estar asociado a la baja actividad
de la enzima RUBISCO como respuesta a la infeccion viral.

El tratamiento con peroxido tuvo mayor altura de inflorescencia (20.58 cm)
comportandose por arriba del testigo negativo (19.26) y Kendal® (18.58) de una manera
significativa con respecto al tratamiento testigo positivo, que presentd el mas bajo
desarrollo de planta (16.6) (Fig. 3B). Guo et al., (2005), mencionan que la infeccion por
TuMV puede disminuir la altura de plantas de aunque no de manera significativa. En
rabano, brocoli y roqueta el TuUMV causa mosaico, malformaciones foliares y enanismo
(Conti et al., 2001). Con base en los resultados obtenidos, se establece que los productos

aplicados protegen a la planta y aminoran los efectos dafiinos del virus en su fisiologia.

En relacion al nimero de hojas de roseta, el testigo negativo presentd el menor nimero de
hojas muertas seguido del tratamiento Kendal®. Los tratamientos que mayor nimero de
hojas perdieron fueron testigo positivo y SA (Fig. 3C). De similar manera, una aparente
disminucion en el namero de hojas sin ser significativo, se reportd en plantas de rabano
infectadas con TuMV (Guo et al., 2005).

Para las variables peso fresco de roseta, el perdxido mostrd el mayor peso (0.249) seguido
de testigo negativo (0.239) y Kendal® (0.222), contrariamente el SA y el testigo positivo
mostraron los méas bajos pesos (0.156 y 0.114, respectivamente) (Fig. 4A)

En el caso de la variable peso de la inflorescencia, el per6xido mostré los valores mas altos
(0.359) que los demas tratamientos, siendo el testigo positivo el que menor peso tuvo
(0.169). Guo et al., (2005) mencionan gue la biomasa de las hojas y raiz es afectada por

infecciones de este virus (Fig. 4B).

De manera general, la aspersion con los productos perdxido y Kendal® mostraron una
tendencia a contrarrestar los dafios causados por TUMV en diametro de roseta, nUmero de
hojas de roseta, altura de inflorescencia, peso de roseta y peso de inflorescencia. De éstos,
el perdxido fue el que mostrd los valores mas altos en las variables mencionadas, superando

incluso al testigo negativo. Contrariamente, el testigo positivo mostré los valores mas
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bajos en todas las variables evaluadas, lo que enfatiza que infecciones sistémicas por
TuMV merman la actividad fotosintética de la planta y con ello todas las variables

fenotipicas importantes en el desarrollo de la misma (Guo et al., 2005).

El SA no mostré el efecto esperado, ya que presentd un comportamiento parecido al testigo
positivo. Lo anterior pudo deberse a la concentracion empleada de SA en este estudio no
fue significativa para suprimir los dafios provocados por la infeccion viral. Rajjou et al.,
(2006) recomiendan usar bajas dosis de SA, ya que niveles arriba de 1mM causan efectos
nocivos en la planta. Se sabe también que la interaccion de la replicasa de algunos virus
con los factores de transcripcion ATAF2 (factor involucrado en respuesta de defensa) de
arabidopsis puede ser alterada al tratar las plantas con SA en la acumulacién viral de

TMV y con ello los procesos de infeccidn en los distintos tejidos (Wang et al., 2009).

El tratamiento Kendal® no garantiz6 un eficiente control del virus, ya que su
comportamiento fue siempre por debajo que el testigo negativo, sin embargo, siempre fue
mejor que el testigo positivo. Romanazzi et al., (2009), encontraron que la aplicacién del
Kendal® promueve la recuperacion de plantas de vid infectadas por fitoplasmas tras la

aplicacion del producto durante dos afios seguidos.

Por otro lado, el andlisis de correlacion del analisis multivariado mostré que todas las
variables estan correlacionadas significativamente, excepto diametro de roseta con peso de
inflorescencia y no hubo correlacion del nimero de hojas de roseta con ninguna otra
variable (Cuadrol). Al hacer el anélisis de componentes principales se observo que los dos
primeros componentes muestran el 95% de la variacién. Siendo el primer componente
(82.64 %) el promedio de todas las caracteristicas fenotipicas, mostrando la varianza més
alta y por lo tanto la mayor capacidad explicatoria de los datos. EIl segundo componente
(12.78%), es la diferencia entre el didametro de roseta y altura de inflorescencia contra el
namero de hojas de roseta. Estos dos componentes mostraron ser los factores determinantes
en la respuesta al tratamiento con inductores e infectadas con el virus. Al graficar en dos
planos los componentes principales se observo que el SA se comportd mas relacionado con
el tratamiento testigo positivo, mientras que las aplicaciones de perdxido y Kendal® se

parecen mas al testigo negativo (Fig. 5).
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En general las aplicaciones con productos inductores de resistencia mostraron los valores
mas altos en didametro de roseta, altura de inflorescencia, nimero de hojas, peso de roseta y
peso de inflorescencia, destacando las aplicaciones con perdxido de hidrogeno, por lo que
puede sugerirse que dichas aplicaciones muestran un efecto positivo en el control de
infecciones virales por TUMV en arabidopsis. Sin embargo es necesario conocer mas de
estas moléculas inductoras de resistencia en cultivos agricolas que permitan ser mas
eficientes en el control, conocer sus mecanismos de accion y producir con calidad sin

contaminar el medio ambiente.

76



35
d a
3.0 T - A
2.5 abr
h
20 - L
1.5
1.0
0.5
I I
0.0 T T T T
T- =y FE K T+
25
a B
a ahb
20 B
= C
15 -
10
5
I
U L] L] I T |
T- ¥ FE E T+
1.0 4
* * L
0.0
1
-1.0 1
-2.0
-3.0 5
4.0 o
-5.0 z
-0

Figura 3.Comparacion de medias con la prueba t de Student (Diferencias minimas significativas, p
< 0.05) de las caracteristicas fenotipicas de las plantas tratadas con productos inductores de
resistencia e infectadas con TuMV-GFP. Media de los tratamientos de la diferencia al dia 10 — del
dia 3 posteriores a la inoculacion (dpi). A) Diametro de roseta, B) Altura de inflorescencia, C)
NUmero de hojas de roseta. SA= acido salicilico (0.5mM) + TuMV; PE= peroxido de hidrégeno
(3mM) + TuMV; K= Kendal® (450 pL / 200mL) + TuMV; T+ = testigo positivo (solo TuMV); T-
= testigo negativo (agua). Tratamientos con la misma letra no son estadisticamente diferentes (p <
0.05). La I, indica que la media es estadisticamente distinta de la media del T+. La S, indica que la
media es estadisticamente distinta de la media del T-. El *, indica que la media del T- es
estadisticamente distinta de las medias del T+.
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Figura 4. Comparacion de medias con la prueba t de Student (Diferencias minimas significativas,
p < 0.05) de las caracteristicas fenotipicas de las plantas tratadas con productos inductores de
resistencia e infectadas con TuMV-GFP. Media de los tratamientos de la diferencia al dia 10 — del
dia 3 posteriores a la inoculacion (dpi). A) Peso de roseta, B) Peso de inflorescencia. SA= &cido
salicilico (0.5mM) + TuMV; PE= peréxido de hidrogeno (3mM) + TuMV; K= Kendal® (450 pL /
200mL) + TuMV; T+ = testigo positivo (solo TuMV); T- = testigo negativo (agua). Tratamientos
con la misma letra no son estadisticamente diferentes (p < 0.05).

78



PARAMETROS EVALUADOS

Parametros

Altura de
inflorescencia

NUmero de
hojas de roseta

Peso de roseta

Peso de
inflorescencia

Correlacion/

significancia
Correlacion
Significancia
Correlacion
Significancia
Correlacion
Significancia
Correlacion

Significancia

Diametro de Altura de , .

. . Numero de hojas Peso de roseta
roseta inflorescencia roseta ©
(cm) (cm) 9

0.912 1

0.0309

0.447 0.528 1

0.4505 0.3605

0.917 0.961 0.666 1
0.0281 0.0091 0.2200

0.745 0.935 0.667 0.933
0.1488 0.0196 0.2188 0.0204

Cuadro 1. Matriz de correlacion de los parametro evaluados con productos inductores de

resistencia e infectadas con TuMV.

o Porcentaje de
Componente principal

Interpretacion

explicacion
peso de roseta, altura de inflorescencia, peso de
Primero 82.64 % inflorescencia, didametro de roseta, nimero de hojas
roseta
(didmetro de roseta + altura de inflorescencia) — (nimero
Segundo 12.78 % )
de hojas roseta)
TOTAL de varianza explicada 95 .4 %

Cuadro 2. Significado y porcentaje de los dos primeros componentes principales de los parametros
evaluados con productos inductores de resistencia e inoculados con TuMV.
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Figura 5. Representacion grafica en dos planos de las cinco variables con los dos principales
componentes.

6. CONCLUSIONES

La aplicacion de peroxido de hidroégeno promovié un mayor didmetro de roseta, altura de
inflorescencia, peso de roseta y peso de inflorescencia. El Kendal y testigo negativo se
mantuvieron por debajo de los valores del peréxido en el didmetro de roseta, peso de roseta
y altura de inflorescencia. EIl SA y testigo positivo mostraron los valores mas bajos en
todas las variables estudiadas. La infeccion por TuUMV en A. thaliana sin la aplicacion de
ningn producto provocd menor altura de inflorescencia, diametro de roseta y peso fresco

de roseta e inflorescencia.
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