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Resumen

Con el fin de manejar importantes enfermedades vegetales como la marchitez de
Solanum lycopersicum por Fusarium oxysporum, mientras se reduce la aplicacion
de productos agroquimicos cuyos efectos adversos al ambiente y salud humana son
cada vez mas conocidos se ha explorado la aplicacion de moléculas biolégicas cuya
presencia alerta a las plantas de un peligro potencial cercano. En este contexto se
ha identificado la capacidad de las plantas para sensar la presencia de moléculas
de ADN propio fragmentado en el ambiente, una vez sensado, el ADN desencadena
una serie de sefiales que terminan por activar diferentes mecanismos de inmunidad
tales como una explosion oxidativa, reprogramacion de expresién génica y la
produccion de metabolitos secundarios como fenoles y flavonoides. En este trabajo
se propone dar un paso adelante en la propuesta de utilizar al ADN propio como un
tratamiento agricola efectivo para elicitar el sistema inmune vegetal, con este fin, se
desarroll6 una técnica de baja especializacion para extraer y fragmentar grandes
cantidades de ADN fragmentado a partir de tejido de poda vegetal y se evalud la
cinética de respuesta al ADN propio de marcadores inmunes bioquimicos,
fisiol6égicos, morfolégicos y moleculares. Asimismo, se evaluo la efectividad del
tratamiento frente a una infeccion de Fusarium oxysporum monitoreando variables
de severidad y fisioldgicas de la planta. Por ultimo, se evaluaron variables agricolas
importantes como respuesta al tratamiento. Se confirmé a la aplicacion de ADN
propio como un tratamiento elicitor del sistema inmune del cultivo de jitomate que
no afecta a las variables agronémicas con bajo costo ambiental y de salud humana
y un efectivo tratamiento protector frente a infecciones de Fusarium oxysporum.



Abstract

Aiming to reduce the application of agrochemical products with negative health and
environmental claims on vegetal cultures such as pesticides and fungicides,
researchers explore the application of biological molecules whose presence would
alert de vegetal cells about a close potential danger. In this context, the hability of
plants to sense and discern their self DNA has been addressed. Once the plant had
sensed the DNA, multiple signals are displayed inside the cell until defense
mechanisms are being activated such as the oxidative burst, genetic expression
reprogramming and secondary metabolites synthesis. In this work, we propose to go
one step further into applying self DNA as an effective, sustainable and viable
agriculture treatment. To this end, using Solanum lycopersicum as the study model,
a low specialization techniqgue had been developed to obtain large quantities of
fragmented DNA from pruned vegetable tissues, the immune responses kinetics
have been elucidated in order to determine a suitable time of application and the
effectivity of the treatment have been evaluated in terms of severity of a Fusarium
oxysporum infection and the most important agronomical variables. All these were
monitored through molecular, biochemical, physiological and morphological
variables. The treatment had been confirmed as an efficient immune elicitor to
tomato plants, an efficient protector treatment in front of Fusarium oxysporum
infection and without affecting agronomical variables in the plants.



. Introduccidén

El jitomate (Solanum lycopersicum) es una planta herbacea y perenne perteneciente
a la familia Solanaceae, tiene origen en América del sur y como centro de
domesticacién a México, debido a la gran diversidad de variedades comerciales
presentes (Saavedra et al., 2017; SINAVIMO, 2010). Su fruto es altamente
consumido por su versatilidad de uso y aportes nutrimentales, ya que es rico en
minerales, vitaminas, aminoacidos esenciales y contiene grandes cantidades de

licopeno: un antioxidante con grandes beneficios a la salud (Naika et al., 2005).

Un patdgeno importante del jitomate es Fusarium oxysporum, una especie de
hongos filamentosos y ascomicetos, cosmopolita y ubicuo del suelo. Incluye
mayoritariamente hongos fitopatdgenos productores de toxinas de importancia
agricola (Ma et al., 2013). Estos hongos desarrollan estrechas relaciones con su
hospedero y generalmente cada cepa de F. oxysporum presenta un elevado grado
de especificidad a un corto rango de hospederos. Los aislados que son patogénicos
al mismo hospedero son agrupados en la misma forma specialis (f. sp.) (Ma et al.,
2013; Gordon, 2017).

Una de las formae speciales mayor estudiada ha sido Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol). Esta cepa cuenta con la presencia de genes especificos que le
confieren la especificidad de virulencia sobre el jitomate (Ma et al., 2010). Se ha
descrito como la principal razon de especializacion de esta cepa a la alta presiéon de
seleccién ejercida en los cultivos de jitomate (Srinivas et al., 2019). A su vez, Fol
desencadena mecanismos de defensa en la planta del jitomate mediante el

reconocimiento de elicitores.

Los patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) son moléculas endbégenas

derivadas de la planta hospedera resultantes de la accion de un patdgeno que las



células vegetales reconocen como sefiales de dafio (Henry et al.,, 2012). La
percepcion de estas sefiales desencadena una serie de reacciones que culminan
en la activacion de la resistencia basal de las plantas o PTlI y mas adelante en
resistencia sistémica adquirida (SAR) que confiere a la planta resistencia

potenciada contra un amplio espectro de patdogenos (Durrant & Dong, 2004).

El ADN es una macromolécula biolégica que contiene y transmite la informacion
necesaria para la produccion de todas las proteinas en una célula en unidades de
informacion llamadas genes. El término ADN extracelular (eADN) es empleado
colectivamente para las moléculas de ADN extracelular (Duran-Flores & Heil, 2018),
es decir, se refiere a la molécula cuando se encuentra fuera de la célula. El eADN
ha presentado funcién de DAMP ya que la manera mas comun en que se produce
el eADN es mediante dafo a los tejidos de la planta, de esta forma, la presencia de
eADN es una sefal directa de dafio. Se llama eADN propio a las moléculas del
eADN percibidas por el organismo de donde se originaron. Las plantas han
desarrollado complejos mecanismos para identificar moléculas propias, entre ellas

el eADN, pues estas son un indicador de dafo en sus propios tejidos (Heil, 2009).

Se han registrado algunas respuestas biologicas en plantas hacia la presencia de
eADN propio que sugieren su actividad como DAMP (Duran-Flores & Heil, 2018;
Vega-Mufioz et al., 2018). Estas respuestas biolégicas podrian ser de utilidad en
actividades agricolas, de igual forma que tendria grandes beneficios al cultivo, ya
que han presentado alta especificidad, alta eficiencia y sugieren bajos costos

econdmicos, ecoldgicos y ambientales.

En este trabajo se explora la viabilidad del uso de eADN propio como DAMP en el
cultivo de jitomate con el fin de reducir la severidad de marchitez vascular causado

por Fol.



Antecedentes

2.1 Sistema inmune innato vegetal

El éxito de todo organismo vivo, sin importar el grupo taxonémico al que pertenece,
reside en gran medida en su capacidad de sensar y analizar informacion acerca del
ambiente que los rodea. Uno de los principales mecanismos biolégicos que todo
organismo debe llevar a cabo es el de defensa y todas las reacciones derivadas de
ello (Matzinger, 2002; Duran-Flores y Heil, 2018).

Las plantas no cuentan con células de defensa méviles o con sistema inmune
adaptativo, por lo que dependen del sistema inmune innato de cada célula y de
sefiales sistémicas generadas en sitios de infeccion (Jones & Dangl, 2006).

Como es descrito en la revision de Choi y Klessig (2016), el desarrollo de la
inmunidad innata requirid de la evolucion de receptores que detectaran estimulos
externos relacionados con peligro para la planta y a su vez activaran sistemas de
respuesta. Aunque estos estimulos pueden ser identificados como estrés en las
plantas, existe otra clasificacion descrita a continuacion: si las respuestas al
estimulo por parte de la planta son positivas (mayor crecimiento vegetal,
rendimiento o biosintesis de metabolitos) este efecto se denomina eustrés y los
factores que lo generan eustresores, siendo estos de gran interés agricola, por otro
lado, cuando las respuestas son negativas (fitotoxicidad, menor crecimiento e
incluso muerte vegetal), este puede considerarse distrés y los factores que lo
generan distresores (Vazquez-Hernandez et al., 2019). Comunmente, el mismo
factor puede comportarse como eustresor o distresor dependiendo solamente de la
dosis con la que las plantas lo perciben, debido a un fenédmeno de respuesta bifasica

llamado hormesis (Godinez-mendoza et al., 2023).



Recientemente, se han denominado a los eustresores biolégicos, como elicitores.
Los elicitores pueden ser clasificados en elicitores generales, los cuales activan
respuestas basales conservadas en la mayoria de especies vegetales por lo que
estan relacionadas con la resistencia general; y los elicitores especificos que
provienen de cepas de patégenos especializados y funcionan solo en plantas que
contienen genes de resistencia correspondientes y generan respuestas de mayor

intensidad en las células (Montesano et al., 2003).

Por otro lado, los elicitores pueden ser clasificados como: PAMPs (patrones
moleculares asociados a patdgenos) siendo moléculas altamente conservadas en
los organismos de agentes infecciosos, por ejemplo: la flagelina, lipoproteinas,
peptidoglicanos y polisacaridos bacterianos y quitina fungica, entre otros descritos
en diferentes revisiones (Henry et al., 2012; Choi & Klessig, 2016) o DAMPs
(Damage Associated Molecular Pattern) siendo moléculas provenientes del mismo
organismo que las detecta en una distribucion o forma no fisiolégica, lo cual sefializa
su liberado al ambiente por causa de la accion de algun agente infeccioso (Henry et
al., 2012). Algunos ejemplos de DAMPs que ya han sido identificados
experimentalmente son: polipéptidos vegetales (Huffaker et al., 2006), sistemina
(Narvaez-Vasquez & Ryan, 2004), ATP extracelular (Choi y Klessig, 2016) y mas

recientemente reconocido, el ADN exdgeno propio (Vega-Mufioz et al., 2018).

La presencia de elicitores es detectada por receptores reconocedores de patrones
(PRRs) (Jones & Dangl, 2006). Una vez percibidos los elicitores activan diversas
cascadas de sefalizacion y juntas activan la llamada inmunidad activada por
PAMPs (PTI). En general, la defensa PTI es considerada la menos eficiente en la
defensa contra enfermedades vegetales, aun asi, se ha observado que juega un
papel significativo en la restriccion de los patdogenos y la resistencia a las
enfermedades. La induccion de la inmunidad innata es ahora considerada un

componente clave en el manejo integrado de enfermedades (Henry et al., 2012).

El efecto de PAMPs y DAMPs en el sistema inmune innato de las plantas comparten

mecanismos moleculares, e incluso algunos inducen las mismas respuestas de



defensa como flujo de iones Ca2+ hacia el citosol, deposicion de calosa, activacion
de cinasas de tipo MAPK y produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs)
(Choi y Klessig, 2016). Las respuestas de defensa son el resultado de la activacion

de ciertas rutas de sefalizacion detalladas a continuacion.

2.2 Redes de sefializacion mediadas por &cido salicilico

El acido salicilico (SA) es una molécula pequefia fendlica y juega un importante rol
en la defensa de las plantas. Uno de los mensajeros mas importantes en la via de
accion de SA es el perdxido de hidrégeno (H202). Se ha propuesto que mediante el
aumento de H202 y otros EROs, SA activa la expresion de proteinas relacionadas
con patogenicidad (PR) (Klessig et al., 2000). Por otro lado, se ha observado que
SA ademas de activar la sintesis de EROs, tiene la capacidad de unirse a varias
catalasas y peroxidasas producidas por patdgenos, de esta forma inhibe su
actividad antioxidante, la cual, atenta la respuesta de defensa vegetal por EROs.
Otra forma en la que SA actlia en defensa de la planta es generando radicales libres
mediante la pérdida de electrones, los radicales libres inician la peroxidacion de

lipidos, que a su vez induce expresion de proteinas PR (Klessig et al., 2000).

La acumulacién de SA o su aplicacién exdégena en tejidos vegetales estimula la
translocaciéon de NPR1 hacia dentro del nucleo celular. NPR1 es una proteina de
65-kDa clave para la sefalizacion rio debajo de SA. Esta proteina contiene
repeticiones de ankirina en su estructura, las cuales le permiten interactuar con otras
proteinas identificadas como factores de transcripcion de la familia TGA/OBF (Henry
et al., 2012). Por lo anterior, se sugiere que estos factores de transcripcion
transducen las sefiales desde NPR1 hasta la activacion de genes inducibles por SA,
principalmente proteinas PR (Klessig et al., 2000; Henry et al., 2012).

Adicionalmente, se ha reportado un aumento del contenido de SA en zonas distales

al inicio de la infeccion, lo que sugiere el inicio de la resistencia sistémica adquirida



(SAR) (Durrant & Dong, 2004). ISR provee a la planta proteccion de largo término

contra diferentes tipos de patdégenos.

En general, el rol de SA en la defensa de las plantas ha sido relacionado con
respuestas de defensa contra patdgenos biotréficos o hemi-biotroficos (Bari &
Jones, 2009).

2.3 Redes de sefalizacion mediadas por acido jasmonico

El &cido jasmonico (JA) es un regulador de crecimiento endégeno encontrado en
plantas superiores, este y metil ester (MeJA), asi como su conjugado con isoleucina
(JA-lle) son derivados de una clase de acidos grasos y son llamados colectivamente
jasmonatos (JAs) (Ruan et al., 2019). La transmisién de corta y larga distancia de
sefales de JA en las plantas, ha sido relacionada con respuestas de defensa local,

con resistencia adquirida sistémica, e incluso con respuestas inducidas sistémicas.

Se haidentificado un mecanismo de iniciacion de la sefializacion de acido jasmaonico
mediante la percepcion de sefales de estrés bidtico o abidtico. Ejemplos
anteriormente estudiados son la sistemina, una molécula liberada del tejido de
jitomate por dafio mecanico (Narvaez-Vasquez & Ryan, 2004) y el polipéptido
AtPEP1 (Huffaker et al., 2006; Yamaguchi et al., 2010). El proceso de union al
receptor en membrana es complejo, pero se sabe que un proceso importante es la
activacion de fosfolipasas en la membrana plasméatica, de esta forma, las
fosfolipasas actian en la membrana para liberar acido linoléico (un precursor de JA)
a partir de los fosfolipidos (Ruan et al., 2019). Una vez liberado el &cido linoléico y
hexadecano, estos son convertidos en acido 12-oxo-fitodiendico o acido vegetal
diénico deoximetilado en el cloroplasto, después a JA en el peroxisomay, por ultimo,
JA es metabolizado en sus diferentes estructuras finales en el citoplasma (Ruan et
al., 2019).

Hasta ahora se sabe que sefales de JA son transmitidas a larga distancia mediante

los haces vasculares de la planta, induciendo en su camino la sintesis de mas



jasmonatos (Koo et al., 2009). En cuanto al efecto de los jasmonatos en la
regulacion de transcripcion génica, se ha identificado la activacion de factores de
transcripcion MYC mediante la union de JA-lle al complejo proteinico COI1-JAZ
(Sheard et al., 2010). Otros factores de transcripcion relacionados en la sefializacion
de JA son NAC, ERF y WRKY, estos regulan la expresion de multiples genes
relacionados con el crecimiento y desarrollo de las plantas, especialmente las

respuestas y adaptacion al ambiente (Ruan et al., 2019).

Usualmente las vias de defensa de SA y JA/ET actdan de forma antagonista, asi
como se han reportado ocasiones donde interactian entre si. se ha sugerido que la
activacion de una u otra via y la red de defensa resultante es dependiente de la
naturaleza del patégeno y su modo de patogenicidad (Bari & Jones, 2009). Existen
multiples reguladores de estas vias, los factores de transcripcion WRKY acttan
como un regulador negativo de la defensa por JA, potenciando la defensa por SA,
es decir hacia patdgenos biétrofos o hemibiétrofos (Mao et al., 2007), por su parte,
la cinasa MPK4 actia como un regulador negativo para la via de SA, favoreciendo
la via de sefalizacion de JA/ET y de esta forma, la defensa contra organismos

necrotrofos (Petersen et al., 2000).

2.4 Uso de PAMPs y DAMPs en el manejo integrado de enfermedades

Debido a las deficiencias de los sistemas agricolas actuales frente a los nuevos
retos de alimentacion y nutricion que presenta la poblacion actual y futura, algunos
autores sugieren que la perspectiva de la agricultura requiere un cambio con énfasis
en sustentabilidad (Vargas-Hernandez et al.,, 2017). Una herramienta que ha
resultado muy util para este propésito ha sido la aplicacion de moléculas con funcion
de DAMP o PAMP en los cultivos para elicitar el metabolismo secundario de las

plantas.

La aplicacion controlada de elicitores ha mostrado también, un efecto positivo en el

contenido de compuestos bioactivos y como consecuencia una mejora en la



produccion de cultivos (Garcia-Mier et al., 2013). Actualmente contamos ya con

multiples ejemplos de elicitores del sistema inmune vegetal como los mostrados en

la tabla 1. Para asegurar un efecto benéfico, es necesario identificar la curva de

hormesis de cada elicitor. La hormesis es definida como una respuesta bifasica

hacia un compuesto toxico, que a bajas dosis induce un efecto benéfico y a dosis

altas produce un efecto téxico (Vargas-Hernandez et al., 2017).

Tabla 1. Estudios de elicitores del sistema inmune vegetal.

Te.l'do Elicitor Efecto Autores
elicitado
Quitosano, . :
. L L Incremento de resistencia a . :
Raices de | acido salicilico : . . (Zinovieva et al.,
.. infecciones por nematodos y
jitomate y mezcla de . 2011).
mejor desarrollo vegetal
ambos
Aumento de produccién de
peréxido de peréxido de hidrogeno,
Hojas de hidrégeno, actividades de catalasa y (Mejia-Teniente et
chile acido salicilico fenilalanino amonio liasa y al., 2013a)
y quitosano expresion génica de catl, pal y
prl.
Hojas de . Reduccién de sintomas de (Bautista-Bafios et
Quitosano .
papaya antracnosis al., 2003)
Raices Incremento en la actividad de las
. y o . enzimas PAL y peroxidasa y (Mandal et al.,
hojas de Acido salicilico It :
. reduccion de la severidad de la 2009a)
jitomate : .
infeccion por Fol.
o s Aumento de germinacién, indice
Acido salicilico de vigor de plantulas
Semillas de | y polvo de hoja disminugién deqncidencig de (Narasimhamurthy et
jitomate de Amomum L . al., 2019)
o pudricién por Ralstonia
nilgricum

solanacearum




2.5 ADN exo6geno propio como DAMP

Recientemente, se ha observado en numerosas investigaciones, que el eADN tiene
una funcion como molécula de sefalizacidn bioldgica, ya que desencadena efectos
relacionados con algunos sistemas de defensa al ser presentado en diferentes dosis
a los organismos, como se describira a continuacion. Inicialmente, se describié un
efecto de autotoxicidad en organismos de diversos grupos taxonOmicos en
presencia de eADN propio (Carteni et al., 2016; Ferrusquia-Jiménez et al., 2022;
Mazzoleni et al., 2015), lo cual, de acuerdo con la ya mencionada teoria de la
hormesis, es lo que comunmente podemos encontrar en moléculas de sefalizacion
o elicitores pero a dosis distrésicas, activando de forma intensa y veloz rutas

metabolicas del sistema inmune que ocasionan un efecto negativo al organismo.

Por lo anterior, se comenzo a explorar dosis menores para observar el efecto y se
reportaron en plantas algunas respuestas relacionadas con los mecanismos de
defensa activados por tratamientos con eADN propio, tales como la produccion de
especies reactivas de oxigeno y explosion oxidativa (Duran-Flores & Heil, 2018;
Vega-Mufioz et al., 2018), generacion y activacion de MAP cinasas, secrecion de
néctar extrafloral (Duran-Flores & Heil, 2018), depolarizacion de membrana y
sefalizacion de Ca2+ (Barbero et al., 2016) e incluso cambios en la metilacion de
las islas CpG genodmicas (Vega-Mufioz et al., 2018), lo cual sugiere una respuesta
adaptativa hacia un ambiente peligroso artificial. De esta manera, se consideré que
controlando las condiciones y concentraciones del tratamiento con eADN se podrian
activan los mecanismos tempranos de defensa evitando la autotoxicidad

(Ferrusquia-Jimenez et al., 2016).

Adicionalmente, Duran y Heil en 2017, hipotetizaron que el eADN podria funcionar
como elicitor del sistema inmune innato en las plantas. Este mecanismo demostro
ser altamente especifico dependiendo de la distancia filogenética entre el organismo
origen del ADN vy el organismo que reacciona ante él (Duran-Flores & Heil, 2014;
Vega-Muioz et al., 2018; Jimenez 2020). Por esto, se sugiere que la distancia
filogenética entre organismos define si el eADN actia como DAMP (con eADN



propio) o como un PAMP (con eADN proveniente de un patégeno) (Duran-Flores &
Heil, 2018).

lll.  Planteamiento del problema

En la industria agricola, hasta ahora, se han desarrollado préacticas intensivas
mediante el uso de fertilizantes quimicos, monocultivos, herbicidas y pesticidas que
incrementan el rendimiento de los cultivos (Dayan et al., 2009; Garcia-Mier et al.,
2013). Estas practicas han favorecieron la ruptura de los ecosistemas naturales,
ocasionando el surgimiento de microorganismos cada vez mas virulentos (Moller &
Stukenbrock, 2017; Nourmohammad et al., 2016).

Fol es un importante fitopatdgeno cuyos efectos en cultivos de jitomate dentro y
fuera de invernadero han reportado pérdidas en la produccién de hasta el 70%
(Akaeze & Aduramigba-Modupe, 2017; Mandal et al., 2009b; Srinivas et al., 2019;
Worku & Sahe, 2018). Actualmente, las medidas mas comunes para el manejo de

esta enfermedad se enfocan en el uso de productos quimicos.

El manejo de Fol mediante la aplicacion de fungicidas quimicos ha resultado una
opcién sencilla, practica y eficaz contra enfermedades flngicas de cultivos. Es la
mas usada en sistemas agricolas y se conoce muy bien su aplicacién. Se ha
reportado la disminucion de severidad de la enfermedad hasta en un 87% con el

uso de diversos fungicidas (Song et al., 2004).

Por otro lado, se sabe que la mayoria de fungicidas quimicos presentan toxicidad
en un amplio rango de organismos, se ha reportado que muchos de ellos causan
toxicidad en el desarrollo y oncogénesis (Gupta, 2018). A la fecha, solo algunos
fungicidas han sido evaluados por la organizacibn mundial de la salud por su
potencial toxico y se han establecido dosis aceptables de ingesta diaria. La toxicidad
de los fungicidas afecta también a los organismos benéficos del suelo, animales y
humanos presentes en el cultivo o que ingieran tejido tratado (Ajilogba & Babalola,

2013; Bonner & Alavanja, 2017; Dayan et al., 2009). Asi como ocasionan un
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aumento en la presion de seleccidon y resistencia en los patdgenos (Ajilogba &
Babalola, 2013).

Por su parte, el control biolégico de Fol ofrece mejores opciones de manejo desde
el punto de vista ecoldgico, ambiental y de salud humana con practicas como la
elicitacion controlada. Se ha reportado que la aplicacién de organismos elicitores
como Pseudomonas spp., Trichoderma harzanium, Glomus intraradices y
microorganismos solubilizadores de fosfato han reducido la incidencia de marchitez
vascular en jitomate hasta en un 67% (Khan & Khan, 2002; Srivastava et al., 2010);
asi como la aplicacion de moléculas elicitoras como acido salicilico redujo hasta un

75% la severidad en plantas de jitomate infectadas con Fol (Mandal et al., 2009).

Por lo anterior se ha identificado la necesidad de opciones para el manejo de
marchitez vascular por Fol que cubran los méargenes de efectividad alcanzados con
la aplicacion de fungicidas y al mismo tiempo sean practicas de nula o baja toxicidad

con bajos costos ambientales y ecoldgicos.

Recientemente se ha explorado un nuevo mecanismo de elicitacion por medio de la
aplicacion de moléculas que actien como DAMPSs en el sistema inmune innato de
las plantas. Una de ellas, es la molécula del eADN propio (Duran-Flores & Heil,
2018; Vega-Mufoz et al., 2018), la cual sugiere un alto margen de eficacia en el

manejo de enfermedades fungicas, asi como nula toxicidad.

V. Justificacion

El jitomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas de mayor importancia
a nivel nacional e internacional, debido a su amplio consumo, al area cosechada y
al valor econémico de la produccion (Escobar & Lee, 2009). En las areas rurales, el
cultivo de jitomate adquiere importancia tanto en el ambito social como econdémico,
debido a la gran mano de obra que su explotacion demanda, es considerado
altamente redituable y es un cultivo de inversion relativamente baja (Chaverria et
al., 2012).
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México, ademas de ser considerado el centro de domesticacién de esta especie
vegetal, es el principal proveedor a nivel mundial con una participacion en el
mercado de 24.1% del valor de las exportaciones mundiales (SAGARPA, 2017;
Workman, 2020). Debido al crecimiento constante de la poblacion y a cambios en
los habitos alimenticios mundiales, las importaciones han aumentado 39.41% en la
ltima década, principalmente Estados Unidos, quien muestra una tendencia al alza
en sus importaciones, con 7.8% de crecimiento anual (SADER, 2019).

Un gran factor de riesgo en el rendimiento de la produccién nacional de jitomate es
el hongo Fusarium oxysporum. Esta especie flngica incluye cepas fitopatégenas
para mas de 120 cultivos de importancia agricola (Dean et al., 2012). Tienen la
capacidad de sobrevivir como un saprofito durante largos periodos en materia
organica y en el suelo en forma de clamidosporas, dificultando su control en suelos
agricolas (Nirmaladevi et al., 2016). Ha sido considerado como uno de los 10
hongos fitopatdgenos con mayor importancia econémica y cientifica a nivel mundial
(Dean et al., 2012).

Por otro lado, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, afecta especificamente a
plantas de jitomate cultivadas en invernadero y en campo abierto ocasionando un
conjunto de sintomas llamado cominmente marchitez vascular, el cual ocasionan
pérdidas de entre 20 y 60% en rendimiento de la produccién y hasta 80% en
condiciones ambientales favorables (Ascencio-alvarez et al., 2008; Gonzalez et al.,
2012; Nirmaladevi et al., 2016).

Actualmente, el manejo de la marchitez vascular consiste en multiples medidas que
en conjunto reducen la severidad de esta enfermedad. Las medidas aplicadas
mediante el uso de productos quimicos son constantemente cuestionadas debido a
su alto costo ambiental, ecologico y de salud publica, asi como por sus efectos

negativos en el valor de la produccion (Castro et al., 2004; Worku & Sahe, 2018).
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Adicional a esto, estas estrategias tienen poca especificidad y generalmente
ocasionan la pérdida de diversidad microbiana en el suelo del cultivo, lo que tiene
graves consecuencias negativas en el desarrollo y produccion de la planta (Partida-
Martinez & Heil, 2011).

Por otro lado, existen también técnicas enfocadas principalmente en reducir la
susceptibilidad del huésped como la identificacion de variedades de jitomate
resistentes a algunas razas de Fol (Akaeze & Aduramigba-Modupe, 2017; Ascencio-
alvarez et al., 2008b), y la generacion de lineas de jitomate transgénicas resistentes
a la infeccion (Abdallah et al., 2010; Girhepuje & Shinde, 2011; Lin et al., 2004).
Para asegurar la eficacia de estas medidas se necesita un control de los agentes
fungicos presentes en el suelo, adicionalmente estas medidas contribuyen a la
reduccion de biodiversidad en suelo, lo que ocasiona la seccion involuntaria de

cepas de Fol mas virulentas.

Recientemente se han desarrollado técnicas de manejo de esta enfermedad con un
enfoque biolégico. Estas, tienen como objetivo elicitar al sistema inmune innato de
la planta ocasionando mayor resistencia, mediante la presencia de
microorganismos (Alam et al., 2016; Mohammed et al., 2019; Ramamoorthy et al.,
2002) o elicitores (Mandal et al., 2009b; Worku & Sahe, 2018; Zehra et al., 2017).
Pruebas tempranas de estas técnicas han sugerido la reduccion de la
susceptibilidad en plantas a diferentes factores de riesgo e incluso se han observado
beneficios para el crecimiento de la planta (Henry et al., 2012; Michaud et al., 2018;
Nel et al., 2006). Para que estas estrategias sustituyan a las comunmente utilizadas,
deben ser estudiadas a profundidad para establecer los elicitores mas eficaces,
tiempos y dosis de aplicacion especificos (Vargas-Hernandez et al., 2017; Mejia-
Teniente et al., 2019).
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Se propone desarrollar estrategias de elicitacion por medio de moléculas DAMPs
como ha demostrado ser el ADN propio (Duran-Flores & Heil, 2018; Vega-Mufioz et
al., 2018). Debido a que éstas activan una respuesta inmune innata basal, la cual
podria ser suficiente para limitar la infeccion de un patdgeno sin disminuir el
rendimiento de la planta por la energia utilizada. Estas estrategias ofrecen una

alternativa eficaz con bajos costos ambientales y ecoldgicos.

V. Hipotesis

La aplicaciéon de ADN propio en Solanum lycopersicum en interaccion con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici reducird la severidad de marchitez vascular, en
contraste con los controles sin tratamiento, debido a que el ADN propio funciona
como DAMP en el sistema inmune de la planta, activas vias de sefalizacion de
defensa y tiene efectos en variables morfologicas y rendimiento de la planta.

VI. Objetivos
6.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la aplicacion de ADN propio de S. lycopersicum en
interacciéon con F. oxysporum f. sp. lycopersici sobre la severidad de marchitez

vascular, variables morfoldgicas y rendimiento del cultivo.

6.2 Objetivos especificos

o Extraer y fragmentar ADN de jitomate en cantidad suficiente para trabajos a
nivel invernadero.

e Establecer cinética de efecto del ADN propio en el sistema inmune innato de
plantas de jitomate.

e Evaluar la severidad de la infeccién por Fol en cultivos de jitomate tratados

con ADN propio.
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e Determinar el efecto de la aplicacién de ADN propio en cultivo de jitomate en
interaccioén con Fol respecto a la morfologia y rendimiento de la planta.

VIl. Materiales y métodos

La experimentacion fue llevada a cabo en los laboratorios e invernaderos de la
Facultad de Ingenieria campus Amazcala y campus Aeropuerto de la Universidad

Autonoma de Querétaro por la estudiante.

7.1 Material bioldgico
El material biolégico utilizado consta de la cepa Fusarium oxysporum obtenida de la
coleccién de Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), asi como semillas de Solanum lycopersicum variedad Rio grande (King
Seeds Inc. Guadalajara, México), la cual es susceptible a la marchitez vascular y es

una variedad comercial.

7.2 Extraccién de ADN
Se colect6 tejido vegetal a partir de la poda de cultivos comerciales anteriormente
establecidos en el campus. Se ajust6 el método de extraccién por Rodrigues et al.,
2018 para mayores cantidades de tejido y evitar el uso de reactivos toxicos o equipo

especializado en el protocolo.

En lugar de utilizar mortero y pistilo para lisar el tejido vegetal con nitrogeno liquido,
se evaluo el realizar la lisis con un procedimiento mecanico mezclando 100mL de
bufer de extraccion (200 mM Tris-HCI pH 8.5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0.5%
(w/v) SDS por cada 509 de tejido vegetal y homogenizando en una licuadora comun

de cocina Oster 6662-13 durante 10 segundos aproximadamente.

Posteriormente la mezcla resultante se filtr6 con un colador de metal con poros de
5mm de apertura para eliminar los residuos solidos y la mezcla liquida fue

transferida a tubos Falcon de 50mL. Con el fin de precipitar las proteinas presentes
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en la muestra, se agrego acetato de sodio (C2HsNaOz) 3M en una proporcion de 2:1
al liquido obtenido en el paso anterior. Cada tubo Falcon fue mezclado mediante
vortex y puesto en reposo durante 20 minutos a 4°C. Una vez pasado el tiempo de
reposo, cada tubo fue centrifugado a 12000RPM a 4°C durante 15 minutos en una
centrifuga de modelo ScienceMED DMO0412S, el sobrenadante fue recuperado y
transferido a tubos Falcon limpios. Por ultimo, se precipitaron acidos nucleicos
mediante la adicion de isopropanol frio en una proporcion de 2:1 nuevamente y se
mezcld gentilmente. Los tubos se dejaron reposar durante 1h a -20°C. Los tubos
fueron centrifugados a 12000RPM a 4°C durante 15 minutos y esta vez se desecho
el sobrenadante guardando la pastilla sedimentada. Con el fin de fragmentar el ADN
obtenido, la pastilla se deja secar a temperatura ambiente durante 36h y luego se
disuelve en agua destilada con ayuda de un agitador magnético y se almacena en

frio hasta su aplicacion.

El protocolo adaptado de extraccion de ADN fue evaluado por medio de la
visualizacion de su integridad en electroforesis con gel de agarosa al 1.5% vy
medicion de absorbancia en un espectrofotometro NanoDrop 2000 de Thermofisher

para conocer su pureza y concentracion.

Ya que se ha reportado que el ADN debe tener un tamafio menor a 1000pb para
efectuar funcion de molécula de sefalizacion en plantas, se debe asegurar esta
fragmentacion. De ser necesaria, la fragmentacién de ADN se realiz6 mediante la
técnica de sonicacion directa emitiendo pulsos de 26 kHz a 10W cada segundo con
una amplitud al 50% por 10 minutos (Vega-Mufioz et al., 2018). El tamafio del ADN

se confirmé por medio de electroforesis anteriormente mencionado.

7.3 Cinética de efecto de ADN propio en marcadores inmunes de la planta
Establecimiento del cultivo y disefio experimental

Con el fin de establecer el periodo y concentracion en que los tratamientos deben

ser aplicados para mantener al sistema inmune de la planta activo continuamente,
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se realiz6 una cinética del efecto elicitor del ADN propio comparando también el
efecto de diferentes fuentes, concentraciones y tiempos de aplicacion. La

metodologia sera basada en la utilizada por Mejia-Teniente y colaboradores (2013).

Las semillas de jitomate fueron germinadas en sustrato peat Moss hasta desarrollar
3-4 hojas verdaderas. Se realiz0 el transplante de plantulas a bolsas de plastico de
1Kg con gravilla como sustrato. Las plantas fueron establecidas en un invernadero
de 12m? con un sistema de riego por goteo que suministraba 200mL/dia de solucién
Steiner a cada planta (Figura 1). La solucién nutritiva fue elaborada con insumos
agricolas individuales siguiendo la proporcion comun de una fertilizacidon tipo
Steiner, y la cantidad suministrada fue aumentando hasta alcanzar el litro diario de
solucién por planta acorde a sus necesidades de crecimiento. El cultivo fue
desarrollado en los meses de noviembre de 2021 a enero de 2022. Con

temperaturas y humedad maximas de 39°C y 70%.

Figura 1. Cultivo de cinética de efecto de eADN propio

Los tratamientos experimentales fueron asperjados foliarmente. Se establecieron
completamente al azar 3 plantas por tratamiento y por tiempo de muestreo, ya que
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en las etapas tempranas del ensayo cada muestreo era altamente destructivo para

las unidades de muestreo. El disefio de tratamientos se detalla en la tabla 2.

Tabla 2. Disefio de tratamientos en cinética de respuesta inmune.

Tratamiento

Primer aplicacion (1 semana

después del transplante)

Segunda aplicacion (45 dias

después del transplante)

Control

Agua destilada

Agua destilada

Propio

ADN propio 50ppm

ADN propio 50ppm

Propio tardio

Agua destilada

ADN propio 50ppm

Las muestras fueron tomadas por triplicado en los tiempos: 1, 5y 24 horas después

de la aplicaciony a los 5y 10 dias después de la aplicacion. Una segunda aplicacion

fue realizada a los 45 dias de la primera aplicacién con las mismas condiciones y

un segundo set de muestras fue tomado inmediatamente después de la segunda

aplicacion y a los 5 y 10 dias después de la segunda aplicacion como se describe

en la figura 2.
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Figura 2. Esquema temporal de la cinética de efecto ADN en plantas de jitomate. HDA= horas después de
la aplicacion, DDA= dias después de la aplicacion, HDSA= horas después de la segunda aplicacion y DDSA=
dias después de la segunda aplicacion

En cada tiempo de muestreo se cortaron 2 hojas de 3 individuos completamente al
azar de cada tratamiento, las muestras fueron unidas en un pool por tratamiento y

congeladas para su posterior procesamiento.

Variables de activacién de sistema inmune vegetal
Para determinar la activacion del sistema inmune por los tratamientos aplicados se
midieron multiples marcadores de inmunidad en plantas. Los marcadores fueron
peroxido de hidrogeno (H2032), actividad de las enzimas catalasa (CAT), superéxido
dismutasa (SOD) y fenil alanino amonio liasa (PAL). Adicionalmente la presencia de
fenoles (FEN) y flavonoides (FLAV) totales.

Para la determinacion de H20: los tejidos fueron pulverizados en mortero y pistilo
con nitrégeno liquido y 150mg de polvo fino fue homogenizado mediante vortex con
1mL de bufer de reaccion (25% &cido tricloroacético al 0.1%, 50% de ioduro de
potasio (KI) 1My 25% de bufer de fosfatos 10mM). La mezcla fue incubada durante
10min a temperatura ambiente protegida de la luz. Posteriormente, la mezcla fue
centrifugada a 12000RPM durante 15min y 250uL del sobrenadante fue transferido
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a microplaca y reposado durante 20min a temperatura ambiente. La absorbancia es
medida a 350nm. Para eliminar la absorcion por coloracion de fondo, se realizaron
controles de reaccion preparados con muestra y agua destilada en vez de ioduro de
potasio. La curva de calibracion se realiza con soluciones de H202 en vez del

volumen del acido tricloroacético y el tejido vegetal.

Para la determinacion de las actividades enzimaticas fue necesario obtener un
extracto enzimatico (EE) como se indica a continuacion: 0.3g de tejido pulverizado
con nitrogeno liquido fue mezclado por vortex con 1mL de bufer de fosfatos durante
1min. La mezcla obtenida fue centrifugada durante 15min con 12000RPM vy el

sobrenadante colectado y almacenado.

La actividad de catalasa fue determinada mediante el monitoreo de la oxidacién de
una solucién conocida de H20:2 por la catalasa contenida en el EE. Esta metodologia
fue adaptada de la anteriormente establecida por Cakmak & Horst, 1991. La mezcla
de reaccion contenia 200uL de bufer de reaccién, 20uL de peréxido de hidrogeno y
100uL de EE, inmediatamente la absorbancia se comenz6 a medir y fue medida

cada minuto durante 6 minutos en una celda de cuarzo a 240nm.

Para SOD, la mezcla de reaccion contenia 50uL de EE, bufer de fosfatos (50mM),
cloruro de tetrazolio nitroazul (NBT), metionina y riboflavina. Una vez mezclados por
vortex, se expuso cada reaccidén a luz uniforme de 12.5lux durante 15min. La
absorbancia de cada reaccion fue medida a 560nm. La actividad de SOD fue
reportada como la cantidad de enzima que inhibe la reduccién de NBT a un 50%
(Beauchamp & Fridovich, 1971).

La actividad de PAL se midié determinando la presencia de acido cinamico leido a
290nm. La reaccion se realizé con 100uL de EE y 100uL de L-fenilalanina a 60ppm
mezcladas e incubadas a 37°C durante 1h. La reaccidon se detuvo por la adiccion

de 50uL de &cido tricloro acético (Dickerson et al., 1984).

Finalmente, los fenoles y flavonoides totales fueron determinados a partir de

extractos metanolicos (ME) de las muestras. Los tejidos se pulverizaron en
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nitrogeno liquido vy lifilizados, 50mg de cada muestra fueron mezclados con 500uL
de metanol, sonicados durante 30min en un sonicador de bafio maria EImasonic
E30 H y centrifugados durante 15min a 12000RPM. El sobrenadante fue colectado
y almacenado.

Los fenoles fueron determinados siguiendo el protocolo por Singleton et al., en 1965.
Fueron mezclados 40uL de ME, 460uL de agua destilada y 250uL del reactivo Folin-
Ciocalteu 1N. Pasados 5min, 1250uL de carbonato de sodio al 20% fueron
agregados a la mezcla. La solucion fue mezclada por vortex e incubada durante 2h
en obscuridad. La absorbancia fue medida a 760nm y los resultados reportados

como mg equivalentes de acido galico.

A partir del mismo ME, los flavonoides fueron determinados de la siguiente manera:
50uL de ME fueron mezclados en pozos de microplacas con 180uL de agua
destilada y 20uL de 2-aminoetildifenilborato, la absorbancia de cada pozo fue
medida a 404nm y los resultados obtenidos fueron expresados como mg

equivalentes de rutina (Oomah et al., 2005).

Adicionalmente, el contenido de proteina fue determinado para expresar las
actividades enzimaticas en funcion de este mediante el método de Bradford
(Hammond & Kruger, 1988).

Todas las mediciones espectrofotométricas fueron realizadas en un multiscan de

modelo SkyHigh de Thermo scientific.

Analisis de datos y estadisticos
Los datos obtenidos para cada variable evaluada fueron sometidos al test de
Shapiro-Wilks para confirmar su distribucién normal y a un ANOVA vy test de Tukey
(p = 0.05) para identificar diferencias significativas entre tratamientos. Los analisis
estadisticos fueron llevados a cabo con el software JMP version 13.2.0 (JMP

statistical discovery Cary, NC, USA).
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Posteriormente todos los datos fueron normalizados con los valores obtenidos del
respectivo control y establecimos una regresion no lineal con ellos, considerando la
etapa vegetal en que se realizd cada aplicacion y el tiempo de muestreo después
de la aplicacion medido en horas. El modelado fue realizado en el software MATLAB
R2022a (The MathWorks Inc.: Natick, MA, USA). Finalmente, un analisis de
componentes principales (PCAs) se realizdO con los datos para visualizar la
distribucion de las muestras por su varianza por tratamiento, asi como la relevancia
de informacién que cada variable aporta para conocer esta varianza. El PCA se
realizo con la funcién ‘prcomp’ del software R version 4.1.3 (R Core Team: Vienna,

Austria) y el paquete ‘factoextra’ (Kassambara and Mundt, 2017).

7.4 Efecto de ADN propio en cultivo de jitomate inoculado con Fusarium
oxysporum

Establecimiento del cultivo y disefio experimental
Se germinaron semillas de jitomate en sustrato peat Moss hasta desarrollar 3-4
hojas verdaderas. Se realiz6 el transplante de plantulas a bolsas de plastico de 1Kg
con gravilla como sustrato. Las plantas fueron establecidas en un invernadero de
100m? (Figura 3) con un sistema de riego por goteo que suministraba 200mL de
solucion Steiner al 50% a cada planta por dia. La solucién nutritiva fue elaborada
con insumos agricolas de forma individual, siguiendo una proporcion de tipo Steiner,
los requerimientos de las plantas fueron aumentando hasta alcanzar el litro diario
de solucién por planta. El cultivo fue desarrollado en los meses de diciembre de
2022 a enero de 2023. Con temperaturas de 15-30°C y humedad de 30-70%. Se
establecieron tratamientos en un disefio de bloques al azar con 4 repeticiones y 3

bloques por tratamiento orientados para mitigar la variacion de la luz solar.
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Figura 3. Cultivo de jitomate en invernadero establecido para evaluacién de severidad en un disefio de bloques
al azar

Los tratamientos aplicados son descritos en la tabla 3. La inoculacién de Fusarium
oxysporum fue realizada mediante la aplicacion de 10mL de una solucién de 1x10°
esporas/mL en la rizésfera de cada planta, adicionalmente, las plantas fueron
heridas con un bisturi estéril directamente en las raices. El tratamiento de ADN
propio fue realizado mediante aspersion foliar de 10mL de solucién de ADN de
jitomate a 50ppm. A partir de la inoculacion se monitorearon las plantas evaluando
variables de severidad y morfolégicas semanalmente y enzimaticas y de expresion
génica a partir de muestras de 2 hojas por bloque tomadas y almacenadas a -40°C

al final del ensayo.
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Tabla 3. Tratamientos aplicados a plantas de jitomate.
Tratamiento Descripcion Herid,a Aplicaciéh Inoculac.ién de
enraiz | DNA propio Fusarium
C Control - - -
CH Control herido Dia 0 - -
CN Control negativo Dia 0 Dia 0 -
CP Control positivo Dia 0 - Dia 0
Tl Tratamiento 1 Dia 0 Dia 0 Dia 0
TC Tratamiento correctivo Dia 0 Dia 7 Dia 0
TP Tratamiento preventivo Dia 0 Dia 0 Dia 7
A partir del dia
TS Tratamiento semanal Dia 0 Dia 0 0
semanalmente

Evaluacion de severidad de la infeccion
Para evaluar la severidad de la infeccion fangica semanalmente se utilizé la escala
reportada por Validov y colaboradores, la cual consiste en 5 niveles de severidad:
las plantas sanas obtienen un nivel de 0, plantas con lesiones menos de 2mm
obtienen un nivel de 1, plantas con lesiones més desarrolladas obtienen nivel 2 y
plantas con lesiones mayores a 4 cm obtendran un nivel 3. El nivel 4 fue otorgado
a plantas muertas. Posteriormente se calculard el nivel general de la infeccion como

el porcentaje de las plantas con lesiones y sus niveles (Validov et al., 2011).

Evaluacion de variables morfoldgicas
Dos veces por semana se contara manualmente el nUmero de hojas por planta, se
medira la altura de cada planta y el grosor del tallo con un vernier electrénico y un

flexbmetro.
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Evaluacion de variables enzimaticas
Se evaluaron las actividades de las enzimas catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD) y penilalanino amonio liasa (PAL) involucradas en la activacion del sistema
iInmune vegetal. Las muestras almacenadas en un ultracongelador fueron trituradas
con nitrégeno liquido y pistilo en un mortero de cerdmica y los extractos enzimaticos
(EE) fueron obtenidos con bufer de fosfatos. Estas actividades enziméticas fueron
evaluadas mediante espectroscopia a diferentes longitudes de onda de igual forma

que la detallada en la seccion 7.3.

Evaluacion de expresion génica
Adicionalmente se evalud la expresion génica del gen PR1a, que aparece de forma
temprana en la ruta metabdlica del acido salicilico, y del gen Chalcona sintasa que
aparece de forma temprana en la ruta metabdlica de los flavonoides, es decir, la
funcién de ambos esta altamente relacionada con el sistema inmune vegetal. De las
muestras congeladas se extrajo ARN siguiendo la metodologia de TRIzol reportada
por Pecinka (2013).

Se pesaron 300 mg de la muestra y se trituraron con nitrégeno liquido y pistilo en
un mortero de ceramica obteniendo un polvo fino que fue puesto en un tubo
eppendorf de 1.5mL con 1mL del reactivo TRIzol de Thermo fisher, el tubo fue
mezclado con vortex e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos.
Posteriormente, 600 pyL de cloroformo fueron afadidos y mezclados por vortex
durante 1 minuto para después ser centrifugado a 12,000 rpm y 4 -C por 15 minutos.
Una vez separadas las fases, la fase superior fue colectada en un nuevo tubo y
mezclada gentilmente con 600 pL de isopropanol frio y puesto en reposo durante 1
hora a -20°C. Los tubos fueron centrifugados en las mismas condiciones que
anteriormente y el sobrenadante fue descartado. El pellet obtenido fue lavado con
200 pL de etanol al 75% y secado a temperatura ambiente durante 20-30 minutos.
Finalmente, el pellet seco fue resuspendido en agua destilada estéril. La solucién

de RNA fue evaluada por su concentracion en un espectrofotometro NanoDrop™
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2000 (Thermo Fisher) y por su integridad con una electroforesis de gel de agarosa

al 1.5% y almacenada a -80°C hasta su uso posterior.

A partir de la solucion de RNA, se realiz6 la sintesis de ADN complementario (CADN)
asegurdndonos de que todas las soluciones de RNA estuvieran a la misma
concentracion. Se utilizé el kit Maxima First strand cDNA synthesis kit (Thermo
Fisher) siguiendo las instrucciones del manual y posteriormente se realizé una
gPCR por triplicado por muestra utilizando el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (2x) (Thermo Scientific™), los primers utilizados fueron forward: 5'-
GCCAAGCTATAACT ACGCTACCAAC-3' y reversa: 5'-
GCAAGAAATGAACCACCATCC-3' para pria; forward: 5'-
CCAAGGACTTGGCTGAGAAC-3' y reversa: 5-TATCGGGGACAAGAGTTTGG-3'
para chalcona sintasa y forward: 5-~AGTTGCCCCAGAAGAACACC-3'y reversa: 5'-
CCACCACCTTGATC TTCATG-3' para el gen de la actina, utilizado como gen de
normalizacion o gen de “housekeeping” como lo reporta Solano-Alvarez et al.
(2021). El programa de PCR aplicado fue: 95 -C por 10 min, luego 40 cicles de 95
°C 155s,55°C30sy72-C 30sy por ultimo una extension final de 72 -C 30 s en
una termocicladora de tiempo real (BIORAD Laboratories). Los niveles de expresion
génica fueron calculados utilizando el método de AACt (Livak and Schmittgen, 2001)
y reportados normalizados en funcién del gen housekeeping y el control del

experimento.

Analisis estadistico
Las mediciones obtenidas seran sometidas a un andlisis de varianza y prueba de

Tukey (p<0.05) para observar diferencias significativas.
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7.5 Efecto de ADN propio en variables productivas del cultivo de jitomate

Establecimiento del cultivo y disefio experimental
Para este ensayo se germinaron semillas de jitomate y de forma similar a los
ensayos anteriores se transplantaron una vez obteniendo 4 a 6 hojas verdaderas a
bolsas llenas de gravilla como sustrato inerte en un invernadero de 12m? (Figura 4).
El riego fue establecido por goteo con una solucion Steiner comun al 100%. El
cultivo se mantuvo aproximadamente 4 meses hasta alcanzar el cuarto racimo de

frutos con el fin de evaluar la cosecha de las plantas.

Los tratamientos evaluados consistieron en la aplicacion de ADN propio de forma
foliar a punto de goteo en una concentracion de 50ppm en una sola ocasion una
semana después del transplante (T1) y de forma periddica cada 15 dias (T2)
comenzando una semana después del transplante. Adicionalmente se aplicé agua
destilada de forma foliar a punto de goteo en un grupo de plantas control. Los
tratamientos fueron establecidos de forma completamente al azar con 10 plantas

cada uno.

Se evaluaron variables morfolégicas a lo largo del cultivo y variables productivas en
la cosecha de este, adicionalmente se monitored, mediante actividad enzimatica, la
activacion del sistema inmune de la planta y, finalmente variables de calidad del

fruto descritas a continuacion.
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Figura 4. Ensayo de cultivo de jitomate y evaluacién de variables productivas cultivo de jitomate
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Evaluacion de variables morfoldgicas
Se midio6 la altura de las plantas a lo largo del tiempo del cultivo con un flexdmetro
de forma manual, asi como el ancho del tallo con un vernier electrénico. Al final del
experimento, cuatro plantas por tratamiento fueron extraidas, limpiadas y
seccionadas en tallo y raiz y pesadas en una bascula por secciones inmediatamente
después de su extraccion. Posteriormente se empaqueté cada seccién en papel
periédico y se puso a secar en un horno a 70°C durante 3 dias hasta obtener el
peso seco, el cual fue medido en una bascula para obtener la biomasa fresca y seca

de los tratamientos.

Evaluacion de variables enzimaticas
De igual forma que en los experimentos anteriores, se realizé el muestreo de tejido
a la hora, 10 dias y 30 dias después de la aplicacion, este consistié en 2 hojas por
tratamiento al azar y fueron almacenadas a -40°C hasta su procesamiento en
laboratorio. Se realizé la medicion de las actividades de CAT, SOD y PAL con la

metodologia detallada en secciones anteriores.

Evaluacion de rendimiento
Se realizé la cosecha de frutos de forma semanal a partir de la maduracion del
primer racimo, donde se cortaban los frutos en la etapa rojo maduro de acuerdo con
las etapas de maduracion del jitomate referencia. Todos los frutos fueron
cosechados, contados por planta, pesados en una bascula y medidos en ancho y
alto con un vernier electronico. Dos frutos por tratamiento fueron evaluados en su
color con un colorimetro Chroma meter CR-410 de KONIKA MINOLTA. El color de
los frutos fue medido en tres escalas diferentes: L (luminosidad), a (posicion entre
rojo y verde) y b (posicion entre amarillo y azul) que conforman el espacio de color
CIELAB en cada cosecha y evaluados en el texturometro Brookfield CT3 de Ametek

en un test de tipo compresion con un objetivo a 17.0mm y una velocidad de 0.5mm/s,
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la sonda utilizada fue la TA39 y se registraron las variables dureza y deformacion
como se muestra en la figura 5. Adicionalmente, dos frutos por tratamiento, en cada
cosecha, fueron molidos en un extractor de jugos de cocina y se realizaron las

mediciones de pH y sdlidos solubles al jugo obtenido.

Figura 5. Medicién de texturometria en jitomates cosechados del experimento

Analisis estadisticos
Para evaluar los efectos de los diferentes tratamientos en las variables principales
y secundarias se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y las diferencias entre

medias fueron comparadas con la prueba de Tukey (p<0.05).
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VIIl. Resultados

8.1 Extracciéon de ADN

En esta etapa se logré establecer una metodologia de extraccion de ADN que no
requiere de reactivos clasificados como téxicos o de disposicion especial y
adicionalmente no requiere de equipo altamente especializado como lo son los
sonotrodos utilizados anteriormente para este proposito referencia. En este caso,
empleando la metodologia descrita, se obtuvo una solucion de ADN en grandes
cantidades (hasta 1 litro) con valores de calidad mostrados en la tabla 4 y una
integridad mostrada en el gel de electroforesis de la figura 6. Adicionalmente se
puede observar que el ADN se encuentra fragmentado por debajo de los 1500pb
cumpliendo uno de los objetivos principales del método. El volumen de solucién de
ADN obtenido se vio limitado solamente por el volumen admitido por la centrifuga

en cada corrida, lo cual doblada los tiempos de proceso.

Tabla 4. Valores de calidad de ADN extraido

ng/uL 260/280 260/230
250+10 1.5+0.15 0.5+0.15

1500
1000 el E j \
00 }

Figura 6. Medicion de texturometria en jitomates cosechados del experimento con diferentes metodologias
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8.2 Cinética de efecto de ADN propio en marcadores inmunes de la planta

Variables de activacién del sistema inmune vegetal
Se obtuvieron comportamientos diferentes en plantas con el mismo tratamiento,
dependiendo de la etapa vegetal en que fue aplicado. En la tabla 5 se pueden
observar los valores obtenidos en cada variable para cada grupo evaluado, los
valores sefalados con un asterisco resultaron tener una diferencia significativa en
comparacion con el control (test de Tukey p=0.05). Las variables con respuesta mas
temprana fueron la actividad de SOD, CAT y PAL, con diferencias significativas
desde la primera hora después de la aplicacion del tratamiento (1HDA) y hasta los
10 dias después de la aplicacion (para la aplicacién temprana) lo que sugiere la
duracion aproximada de la activacién del sistema inmune del jitomate por la
aplicacion de ADN propio. Las variables FEN y FLAV mostraron diferencias
significativas hasta los 10 dias después de la aplicacion del tratamiento (10DDA)
cuando son aplicadas en etapas tempranas del desarrollo de la planta. Estas
variables tienen en comun que determinan la presencia de moléculas finales en la
ruta metabdlica de los fenilpropanoides y no reacciones tempranas ni intermedias
de esta (como las otras variables). Por ultimo, la cuantificacion de H202 tiene un
comportamiento diferente a las otras variables demostrando diferencia significativa
1 hora después de la aplicacién y 5 dias después de la aplicacién Unicamente (en
etapa temprana de la planta), siendo esta la mas temprana de las sefiales en el

sistema inmune vegetal.

Por otro lado, si observamos la respuesta de las variables evaluadas en plantas
cuya aplicacion fue realizada en una etapa tardia (45 dias después de la primera
aplicacion y cuando el fruto comienza a llenarse) el comportamiento es diferente.
Se obtuvieron pocos valores significativamente diferentes al grupo control, sin un
patrén en comun entre variables y sin una activacién constante de la variable. La
respuesta de las plantas adultas al ADN propio aplicado a 50ppm tiene, en general,
una menor intensidad y menor duracion de acuerdo a los tiempos que se

muestrearon.
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Tabla 5. Valores de marcadores de inmunidad en plantas de jitomate

TRATAMIENTO 1HDA 5HDA 1DDA 5DDA 10DDA 1HDSA 5DDSA 10DDSA
CONTROL 3.145 4,915 3.667 8.846 13.957 14.645 12.187 12.524
5 PROPIO 65.462* 64.325%* 60.252* 54.872* 64.675* 5.486 6.006 5.937
PROPIO TARDIA - - - - - 20.549 17.168 22.765*
- CONTROL 3.313 4.289 3.505 3.585 3.771 4.681 5.096 5.786
é PROPIO 3.425 4.016 4.02 3.76 5.839* 6.478* 4.472* 4.600*
PROPIO TARDIA - - - - - 3.781 8.291* 9.614*
~ CONTROL 0.003 0.004 0.006 0.001 0.008 0.015 0.002 0.005
2 PROPIO 0.008* 0.004 0.009 0.012* 0.012 0.02 0.012 0.003
- PROPIO TARDIA - - - - - 0.028 0.021* 0.027*
CONTROL 253.149 183.561 193.512 186.81 | 230.104 | 356.371 325.189 | 281.315
§' PROPIO 454.699* | 394.401* | 519.680* | 453.329* | 449.059* | 707.890* | 436.558* | 456.569*
PROPIO TARDIA - - - - - 336.848 351.545 | 288.871
CONTROL 0.202 0.219 0.222 0.217 0.156 0.256 0.271 0.26
E PROPIO 0.241 0.21 0.207 0.237 0.332* 0.464* 0.419 0.420*
PROPIO TARDIA - - - - - 0.247 0.277 0.297
CONTROL 1.78E-04 | 2.17E-07 | 1.83E-04 | 3.60E-04 | 3.67E-07 | 1.13E-06 | 1.42E-06 | 5.14E-05
g PROPIO 3.19E-04* | 1.69E-04* | 3.19E-05* | 2.5E-04* | 2.4E-04* | 3.17E-07 | 7.59E-07 | 2.8E-04*
@ | PROPIO TARDIA - - - - - 1.53E-06 | 1.54E-04* | 1.78E-06




En las regresiones obtenidas a partir de los valores de variables inmunes,
mostrados en la figura 7 se observa la diferencia de respuesta de las plantas al
mismo tratamiento con diferencias en tiempo de aplicacién. El panel de la izquierda
muestra las respuestas de las plantas que recibieron dos aplicaciones (en plantula
y adultas). Las lineas discontinuas del panel de la izquierda comparan la respuesta
a la primera aplicacion (linea azul) y a la segunda aplicacion (linea roja), los
comportamientos de las variables PAL, H202 y SOD tienen las mismas tendencias,
pero en diferentes intensidades, siendo la respuesta a la segunda aplicacion menos
intensa. En contraste, las variables FEN, FLAV y CAT demuestran no reducir sus
respuestas a la primera aplicaciéon incluso a las 250 horas posteriores y a la segunda
aplicacion la respuesta ya se ha estabilizado o terminado desde las 100 horas
posteriores a la aplicacion. Se resalta la actividad de la enzima SOD pues registra
valores de mas de 500 veces los valores del grupo control en todos los puntos de

muestreo de la primera aplicacion.

En el panel de la derecha observamos el grupo de plantas cuya Unica aplicacién fue
en la etapa tardia de su desarrollo, por lo que la linea discontinua azul no presenta
cambios con el grupo control. Se observa una respuesta de poca intensidad cuya
variable mas destacable es la presencia de H202 con casi 10 veces mas que el
grupo control, todas las variables restantes presentaron menos de 2 veces la
respuesta del grupo control. Adicionalmente podemos observar que en las variables
FEN, FLAV y CAT la tendencia es similar a la aplicacion en etapa temprana, ya que
a las 250 horas después de su aplicacion sigue subiendo la respuesta y los tiempos

de muestreo no nos permiten conocer cuando disminuye.
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Figura 7. Modelo del comportamiento de variables de activacién del sistema inmune vegetal. Los datos han sido normalizados con el grupo control
cuando ADN propio a 50 ppm es aplicado (primera aplicacion: linea discontinua azul y segunda aplicacion: linea discontinua roja). El panel de la izquierda
muestra el grupo de plantas que tuvieron 2 aplicaciones (temprana y tardia) y el panel de la derecha el grupo de plantas que solamente tuvieron una
aplicacion tardia.
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8.3 Efecto de ADN propio en cultivo de jitomate inoculado con Fusarium
oxysporum

Variables morfoldgicas
Se encontraron diferencias significativas entre algunos tratamientos evaluados en
variables morfologicas y de severidad evidenciando efectos de los tratamientos en
la fisiologia de las plantas. En la variable altura de las plantas (Figura 8.a) se
observa que el grupo control fue superior a partir de los 14 dias después de la
aplicacion (dda) y permanecio de esta forma incrementando la brecha entre este y
los demas grupos hasta el ultimo dia de medicién. En segundo lugar, se encontro el
grupo del control herido que no tuvo ninguna aplicacién, pero sufrié estrés mecanico
en una etapa temprana del cultivo y su crecimiento se vio aminorado a partir de los
18 dda para ser diferente al grupo control. Por otro lado, el grupo de tratamiento
preventivo tuvo el menor crecimiento de todos, significativo desde los 14 dda. Fuera
de estos, todos los demas grupos tuvieron mediciones sin diferencias significativas.
Es importante notar que, en la dltima medicién, el grupo de tratamiento semanal
alcanzo la altura del control herido mostrando una recuperacion de condiciones, aun

cuando este grupo sufrié dafio mecéanico y la infeccion por F. oxysporum.

En la variable numero de hojas (Figura 8.b) todos los grupos obtuvieron resultados
sin diferencias estadisticas con excepcion del grupo de tratamiento preventivo, cuyo
namero de hojas fue, a partir de los 11dda y hasta el final del experimento menor
que todos los demas. Para la variable ancho de tallo (Figura 8.c) no se present6 una
tendencia constante en las diferencias entre grupos solamente el grupo de
tratamiento preventivo tuvo las menores mediciones con diferencias significativas
en los tiempos 11, 14 y 18 pero alcanza a recuperarse con los otros grupos al final

del ensayo.

Finalmente, para la variable severidad (Figura 8.d) se observaron claras diferencias
significativas desde los 14 dda teniendo la mayor severidad los grupos CP y TP, los
grupos restantes recuperan un fenotipo sin sintomas llegando a tener un nivel de

severidad de 0.2 a los 28 dda. El grupo del tratamiento preventivo se separa del
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control positivo a partir del dia 21 recuperando un fenotipo mas sano, pero sin

integrarse a los demas grupos.

Adicionalmente, para tomar en cuenta el estado general de las plantas, se tomaron
fotografias a cada una y el estado representativo por cada grupo se observa en la
figura 9. Se obtuvieron plantas muertas en los grupos control positivo (como se
esperaba) pero también en el grupo tratamiento preventivo. En el control positivo
habia también, plantas totalmente desplomadas en el suelo y con hojas altamente
afectadas. El grupo tratamiento preventivo tenia también plantas sanas en
apariencia, erguidas y sin sintomas visibles. Los demas grupos tenian una

morfologia similar mayoritariamente sanas y sintomas menores en hojas mas viejas.
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Activacion de marcadores de inmunidad
Se encontraron diferentes estados de activacion del sistema inmune en las plantas
sometidas a los tipos de estrés evaluados. Se midieron variables relacionadas al
equilibrio de especies reactivas de oxigeno y a la ruta biosintética de los
fenilpropanoides. En la figura 10 observamos los resultados de todas las variables
determinadas. La actividad enzimatica de CAT (Figura 10.a) y la presencia de H20:2
(Figura 10.b) en tejidos vegetales muestran la misma tendencia: con valores
mayores significativamente al grupo control observamos al grupo del tratamiento
semanal y con valores menores, al grupo del tratamiento preventivo, los grupos
restantes presentan diferencias no significativas con el grupo control. La actividad
enzimatica SOD (Fig 10.c) muestra 4 grupos diferentes de valores, dos de ellos con
mayor actividad que el control (incluyendo al tratamiento correctivo, control positivo
y tratamiento semanal) y un grupo con menor actividad que el control (control herido,
control negativo y tratamiento preventivo, el grupo del tratamiento simultaneo no
muestra diferencias significativas con el control. La actividad enzimatica de PAL (Fig
10.d) muestra diferencias al control en todos los grupos menos el tratamiento
preventivo y el control negativo, con los valores mas altos encontramos al
tratamiento correctivo y en segundo lugar a los grupos del tratamiento simultaneo y
semanal, en tercer lugar, encontramos al control positivo, el grupo del tratamiento
preventivo no tuvo diferencias con el control y, finalmente, el grupo del control herido
presentd una actividad menor al control. En cuanto a la sintesis de metabolitos
secundarios tales como fenoles y flavonoides los resultados son diferentes: para los
fenoles (Fig. 10.e) encontramos al grupo del tratamiento semanal con mayor
concentracion que el control, el grupo del control herido con menor concentracion y
los grupos restantes sin efecto para esta variable, para los flavonoides (Fig. 10.f) se
encontraron concentraciones menores que del control en los grupos control

negativo y tratamiento preventivo.
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Evaluacion de la expresidn genética
Los genes evaluados fueron CHS y PRla y se obtuvo resultados de expresion
diferentes. El gen PR1la (Figura 11. arriba) mostré una expresion diferencial en
todos los tratamientos, pero solamente uno tuvo diferencia positiva, con 2.8 veces
la expresion del control el tratamiento correctivo tenia el gen PR1a mas activo. En
contraste, los demas tratamientos tuvieron diferencia negativa en cuanto al control,
siendo el menor el control herido, el control negativo y el tratamiento simultaneo con
0.001 veces la expresion del control. Por otro lado, el gen CHS (Figura 11. abajo)
registrd una activacion mucho mas intensa en el tratamiento del control positivo con
casi 241 veces la expresion del control, seguido de este, otros grupos obtuvieron
diferencias positivas conforme al control, como lo son el control herido (8.79), el
control negativo (28.54) y el tratamiento semanal (2.05). Finalmente, algunos grupos
mostraron una regulacion negativa de este gen conforme al grupo control, los cuales
fueron el tratamiento simultaneo (0.92), tratamiento preventivo (0.81) y el

tratamiento correctivo (0.06).
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Figura 11. Expresion diferencial de los genes patogénesis related 1 (PR1a) (a) y chalcona sintasa (CHS) (b)
en las plantas sometidas a diferentes tratamientos

8.4 Efecto de ADN propio en variables productivas del cultivo de jitomate
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Variables morfoldgicas y biomasa

Para monitorear el estado fisico de la planta, se midieron algunas variables
morfologicas cuya diferencia entre tratamientos no fue significativa sugiriendo que
la aplicacion de ADN propio en 50ppm no tiene efecto en la longitud de las plantas
ni el ancho de sus tallos después de los 25dda. Unicamente hubo diferencias
significativas en el muestreo de los 8dda teniendo tallos mas anchos las plantas del
tratamiento 2, el cual recibié 2 aplicaciones del mismo tratamiento (Figura 12. ay
b).

Por otro lado, la generacion de biomasa si fue diferencial entre tratamientos,
obteniendo mayor peso el grupo control tanto fresco como seco y en todas las

secciones de la planta.

Variables de rendimiento
Al evaluar la cantidad de frutos, su tamafio y su peso entre tratamientos no hubo
diferencias significativas como se observa en la figura 13.

Variables de calidad del fruto
Para identificar diferencias en las caracteristicas de calidad de los frutos, se
evaluaron las variables de colorimetria, firmeza, pH y soélidos solubles, las cuales
podrian impactar directamente en la percepcion sensorial como apariencia, sabor y
textura del productor y consumidor. En cuanto al color, no hubo diferencia
significativa entre los valores L a b de los tratamientos, en la figura 14.a se observa
la distribucion de la relacion entre las variables L y a, aqui se observa que el
tratamiento 2 tiene valores mas alejados de la media para las dos variables
mostrando una alta variabilidad. Para las variables que podrian definir el contenido
de metabolitos y sabor del fruto los tratamientos obtuvieron valores mayores

significativamente al grupo control el T2 para el pH y el T1 para los grados Brix.
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Adicionalmente, en los valores de textura del fruto, se observa una mayor
estabilidad en los grupos de tratamiento en comparacion con el grupo control, el
cual comienza con una mayor dureza (Figura 14.d) en el dia 1 después de la
cosecha (ddc) y sin diferencias en dureza al dia 23 ddc igualando a los grupos con
tratamiento. Los valores de deformacion (Figura 14.e) muestran una diferencia
importante del control a los 8 ddc, sugiriendo la pérdida de firmeza a la semana de
cosechados, similar a la variable dureza, al dia 23 ddc no hay diferencias
significativas entre grupos. Finalmente, la variable trabajo (Figura 14.f) muestra una
caida de firmeza en los grupos control y T1 hacia los 8 dias ddc que se igual con el

grupo T2 a los 23 ddc.
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Discusion

Uno de los mayores efectos de la seleccion artificial de plantas con fines productivos
gue se ha destacado recientemente es la pérdida de la capacidad vegetal para identificar
sefales de peligro en el ambiente y responder a ellas oportunamente, lo cual permite a
las plantas silvestres sobrevivir en ambientes con multiples factores de estrés. De igual
forma, se observa una disminucion del metabolismo secundario vegetal, identificado
principalmente por la sintesis de compuestos fendlicos y enzimas antioxidantes que
protege a la planta de peligros potenciales y al mismo tiempo nos provee de sustancias
bioactivas benéficas para los consumidores, relacionadas con la prevencion de procesos
inflamatorios, enfermedades neurodegenerativas, cancer, desérdenes cardiovasculares
y han demostrado tener propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antiparasiticas
(Pinto et al., 2021).

En el enfoque sostenible de la agricultura, propone promover la produccion de
metabolitos secundarios en los cultivos vegetales mediante la aplicacion de factores de
estrés en dosis no dafinas con base en el comportamiento hormético de estas respuestas
(Vargas-Hernandez et al., 2017). Por lo anterior, es de suma importancia realizar
experimentos para identificar la aplicacion adecuada de cada tratamiento. En este trabajo
se manejo el ADN propio como un eustresor bioldgico con el fin de activar el sistema
inmune del jitomate y atenuar los sintomas de la enfermedad producida por Fusarium

oxysporum.

Se identific6 que marcadores de inmunidad evaluados permanecen activos como
respuesta a la aplicacion del ADN propio durante por lo menos 10 dias después de su
aplicacién y esto sugiere una aplicacion periddica del tratamiento cada 7-15 dias.
Comparado con otros elicitores evaluados anteriormente como el acido salicilico, el
peréxido y el quitosano (Mejia-Teniente et al., 2013b), la activacion del sistema inmune
por ADN propio tuvo una duracion menor, pero hasta 10 veces mas intensa, lo cual es
esperado por ser una molécula tipo DAMP. En las variables PAL, SOD y perdxido de
hidrogeno observamos una regulacién mediante un ciclo de retroalimentacion negativa,
reportada anteriormente en algunos marcadores de inmunidad tales como los niveles de

expresion del factor de transcripcion WRKY33 (Li et al., 2020), un regulador maestro de
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la respuesta inmune mediada por &cido jasmonico y patdogenos necrotréficos (Birkenbihl
et al., 2012).

Las respuestas inmunes a la aplicacion tardia (52 dias después del transplante) de
ADN propio, tuvieron una baja intensidad, siendo significativamente diferente al control,
solo el peréxido de hidrégeno e incluso hubo una disminucion de sefial por parte de las
otras variables en comparacion con el control, esto sugiere una adaptacion por parte de
la planta a su entorno conforme crece. En este tiempo ha estado en contacto con otras
moléculas de ADN propio y no propio y podria sufrir un proceso de desensibilizacién.
Adicionalmente, se ha reportado que algunas hormonas reguladoras del sistema inmune
vegetal como el etileno, al ser secretadas de forma diferencial dependiendo de la etapa
fenolégica en que se encuentren las plantas, ocasionan una respuesta diferencial
dependiente de edad vegetal hacia los mismos estimulos (Baré-montel et al., 2019;
Pieterse et al., 2012). Esto obedece al conocido intercambio de uso de energia entre el
crecimiento y defensa a lo largo de la vida de la planta (Huot et al., 2014; Whitehead &
Poveda, 2019). Para activar su sistema inmune con ADN propio se podrian evaluar
concentraciones mas altas de las evaluadas en plantulas. Por lo anterior, se sugiere que
al utilizar ADN propio como un tratamiento agricola se realice en etapas tempranas de la
planta para mantener una baja concentracion del tratamiento y esta se mantenga en una

buena relacidon costo-beneficio.

En la evaluacién del efecto de ADN propio en plantas con infeccion de F. oxysporum,
se observé un aumento en la expresion del gen PR1a de casi tres veces la del control
cuando el ADN fue aplicado una semana después de la inoculacion de F. oxysporum,
siendo estas plantas las mas afectadas. En la expresion del gen CHS se observa un
aumento de 240, 28.5, 8.8 y 2 veces la expresion del control en las plantas con
anicamente la infeccion, plantas con uUnicamente el tratamiento de ADN, plantas con
Gnicamente estrés mecdanico en raiz y el tratamiento de ADN semanal, respectivamente.
Estos resultados sugieren que el tratamiento de ADN puede desencadenar diferentes
rutas de defensa dependiendo de otros factores, tales como estrés biotico presente y
otras aplicaciones del tratamiento, estando la expresion del gen PR1la estrechamente
relacionada con la ruta del acido salicilico y la respuesta sistémica adquirida (Conrath,

2006) pero los tratamientos sin alta expresidén en este gen presentan, de igual manera
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activacion en la defensa vegetal. Esta activacion podria estar mediada por el acido
jasmonico que desencadena una alta expresion de la ruta de los fenil propanoides
representada por la enzima PAL y el gen CHS. Por ultimo, el tratamiento con ADN propio

ha sido relacionado anteriormente con la ruta del &cido jasmaonico (Zhou et al., 2023).

El tratamiento de ADN logré recuperar un fenotipo de grupo control en un grupo
infectado con el tratamiento semanal de ADN propio, esto confirma los resultados de la
cinética ya que la activacion del sistema inmune vegetal que mantiene controlada la
infeccion tendria una duracion de 10 dias aproximadamente. Aun a partir de una
aplicacion, los sintomas de la infeccion se vieron mitigados de forma similar a
experimentos realizados anteriormente con ADN del patégeno (Serrano-Jamaica et al.,
2021). En esta relacién podemos comparar los efectos del tratamiento de ADN en plantas
cuando es utilizado como un DAMP (propio) y cuando es utilizado como un PAMP (no
propio, generalmente de patdgenos), al ser mas sensibles los organismos a su propio
ADN, se puede observar una respuesta inmune a partir de dosis mas pequefas de ADN
como 20 ug/mL a diferencia de los tratamientos de ADN no propio que son aplicados a
partir de 150 ug/mL, considerando el proceso de extraccidén que hasta ahora sigue siendo
complicado y costoso, esto es un factor importante a considerar, por otro lado, la materia
prima para obtener ADN propio resulta ser altamente sostenible ya que puede tratarse
de las mismas podas del cultivo que en ocasiones, significan un residuo cuyo manejo
genera costos extras a los productores. De esta forma, la aplicacion de ADN propio ofrece
una alternativa efectiva y mas sostenible que la aplicacion del ADN no propio en escala
productiva como se ha detallado en la publicacién de revision realizada como parte de

esta tesis doctoral (Carbajal-valenzuela et al., 2021).

Sumado a la efectividad para mitigar los sintomas de una infeccion por F. oxysporum,
la aplicacion de ADN propio en cultivos de jitomate resultdé no tener efectos adversos en
variables agronomicas, lo cual sugiere que el gasto de energia necesario para la
activacion del sistema inmune por ADN propio, no interfiere con el gasto de energia que
utiliza la planta para generar biomasa aérea, desarrollar flores y frutos y llenar el fruto. Se
sabe que la presencia de F. oxysporum en cultivos de jitomate y otras especies ocasiona
grandes pérdidas en el producto final por los sintomas clasicos que desarrolla en la

planta, pero adicionalmente ocasiona una disminucién en el crecimiento y desarrollo de
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estas (Chaturvedi et al., 2022; Mejda et al., 2009; Response et al., 2023), esto pudiera
ser explicado por la redireccion de energia que la planta debe hacer para generar los
mecanismos de defensa necesarios para sobrevivir, comiunmente descrito en la literatura
(Figueroa-Macias et al., 2021; Neuser et al., 2019; Whitehead & Poveda, 2019). Por lo
anterior, es necesario que un tratamiento aplicado desarrolle defensas en un nivel que al
final no ocasionen un gasto de energia excesivo, tal como el conocido resistencia
sistémica inducida, mediada por el acido jasmoénico (Choudhary et al., 2007) y el priming

en jitomate y otras especies (Leibman-markus et al., 2023).

Finalmente, en la evaluacion de variables agronémicas, el tratamiento de ADN no
demostré tener un efecto bioestimulante que resaltar, pero demostré no gastar energia
necesaria para el desarrollo y crecimiento de las plantas aun en su probado rol como
elicitor del sistema inmune vegetal. Esta caracteristica evita una disminucion del

rendimiento agricola que un cultivo con infeccidén por F. oxysporum pudiera presentar.

Conclusiones

El tratamiento de ADN propio a 50ppm en planas de jitomate activa la defensa vegetal
y es mantenida durante por lo menos 10 dias y las respuestas a este tratamiento
dependen de la edad de la planta. Aminora los efectos adversos que F. oxysporum tiene
cuando es inoculado en plantas de jitomate, incluyendo sintomas de la infeccion y
disminucién del crecimiento, especialmente cuando es aplicado semanalmente en etapas
tempranas de la planta. El tratamiento no presenta efectos adversos en variables

agronomicas del cultivo.
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