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RESUMEN

A diferencia de los animales, las plantas no son capaces de moverse para evitar
condiciones desfavorables para su desarrollo, por lo que han desarrollado
diferentes mecanismos para responder a estas condiciones estresantes. Se
considera estrés a los cambios en las condiciones de crecimiento de las plantas
gue tiene como resultado pérdida de la homeostasis metabdlica. Una planta
sometida a estrés no letal, puede tolerar e incluso volverse resistentes al factor de
estrés. La tolerancia a estrés se consigue por medio de la restitucion de la
homeostasis metabdlica primaria, lograda por medio del metabolismo secundario y
otras reacciones de defensa de las plantas. El metabolismo secundario se induce
por condiciones desfavorables bibticas o abidticas asi como también por moléculas
guimicas denominadas elicitores e inicia la sintesis de metabolitos de resistencia,
en su mayoria polifenoles. Este trabajo se centra en evaluar la induccion del
metabolismo secundario, en plantas de lechuga (Lactuca sativa) sometidas a
distintos tipos de estrés abiotico, por elicitores asi como correlacionar la expresion
de genes de resistencia con la sintesis de fenoles y flavonoides por medio de
técnicas bioquimicas y moleculares. Al relacionar la respuesta bioquimica con la
expresion de genes que participan en el metabolismo secundario en plantas
sometidas a estrés abiotico tratadas y no tratadas con acido salicilico fue evidente
qgue al tipo de respuesta depende de la combinacion entre el tipo de estrés y el
acido salicilico. En plantas sometidas a sequia, se presento un efecto menor del
estrés en las plantas tratadas y un periodo de recuperacién a la sequia mas corto,
las plantas sometidas a salinidad y SA mostraron sefiales de senescencia y baja
induccién del metabolismo secundario. El entender los mecanismos de respuesta
permitira desarrollar procesos productivos enfocados a desarrollar una agricultura
sustentable.



l. INTRODUCCION

Desde el origen del hombre, la dieta se ha basado principalmente en el consumo
de vegetales y hortalizas. Las hortalizas son de gran importancia cultural,
nutricional y econdmica. En México, se destinan 20,031 millones de hectareas para
cultivos, repartidas en forrajes, oleaginosas, frutas, granos y hortalizas. Del total de
hectareas sembradas solamente el 3% se utilizan para produccion de hortaliza, sin
embargo aportan 16% al producto interno bruto nacional. La lechuga es una planta
herbacea anual, de raiz corta y poco profunda, presenta inflorescencia amarilla, su
temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre 16 y 25°C. Es originaria de la India
desde donde se distribuyo al resto del mundo, ha estado presente en la dieta de
numerosas culturas generalmente como base de ensaladas. Se han identificado
componentes nutricionales como betacaroteno, acidos ascorbico, aspartico y
citrico, vitaminas A, C, E, B1, B2, B3, entre otros nutrientes. En 2010, se

produjeron en México un promedio de 315,800 toneladas de lechuga.

A diferencia de los animales, las plantas no se pueden mover para evitar
situaciones de estrés, por lo que han desarrollado mecanismos moleculares para
responder a él. El estrés se define como situaciones que alteran el equilibrio
fisiol6gico de un organismo. En las plantas se pueden presentar 2 tipos de estrés,
estrés bidtico ocasionado por la interaccién con fitopatégenos, y estrés abidtico
provocado por factores fisicos o quimicos, como salinidad, sequia, exceso de
agua, presion, metales pesados, radiacion UV, variaciones de temperatura, entre
otros, Cuando una planta sufre condiciones de estrés, se alteran procesos
fisiologicos como respiracion y fotosintesis generando altas concentraciones de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como peroxido de hidrégeno (H.0) vy
radicales supero 6xido (O2) e hidroxilo (OH), alterando el equilibrio fisiolégico de
las plantas. Las plantas responden de manera enziméatica (SOD, CAT, POX) o no
enzimatica (glutatibn y acido ascorbico) para disminuir el estrés oxidativo. El
mecanismo de defensa contra estrés abiotico se basa en la sintesis de enzimas y
compuestos antioxidantes que inactivan los compuestos oxidantes. Las plantas

pueden sufrir estrés letal, ocasionado por altos niveles de estrés que llevan a la
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planta a un estado senescente y posteriormente a la muerte o un estrés subletal,
en donde la planta desarrolla resistencia o adaptacion al estrés. Este proceso de
adaptacion o resistencia ocurre por la capacidad de la planta de reaccionar frente
el estrés y esta mediado por los cambios fisiologicos y moleculares que ocurren

cuando este se presenta.

Estos cambios moleculares se encuentran regulados a nivel génico. En
condiciones no éptimas para la planta, se activan factores de transcripcion que
inducen la sintesis de enzimas involucradas en rutas metabdlicas que permiten la
sintesis de compuestos secundarios que presentan actividad de defensa. Entre
estas rutas, se encuentra la ruta del acido shikimico. Uno de los productos de esta
via es el aminoacido fenilalanina, a partir de la cual se sintetizan distintos fenoles y
flavonoides. Este proceso se inicia con la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)
gue convierte la fenilalanina en acido cinamico, iniciando asi el metabolismo de los
fenilpropanoides. Los fenoles y flavonoides son metabolitos secundarios producto
del metabolismo fenilpropanoide de las plantas. Son utilizados para distintas
funciones fisiologicas como defensa de la planta, atraccion de insectos
polinizadores, defensa ante herbivoros, proteccion contra luz UV y presentan una

alta capacidad antioxidante.

Como mecanismos de regulacion de las respuesta a estrés, las plantas han
desarrollado sistemas quimicos inducibles. Los mecanismos de defensa de la
planta se activan por moléculas sintetizadas en condiciones de estrés. Entre las
moléculas inductoras de defensa destacan acido salicilico (SA), jasmonato (JA),
etileno (ET) y acido absisico (ABA). De manera general, estas moléculas activan
cascadas de sefalizacién que tienen como resultado la activacion de factores de
transcripcion y la activacion de genes de resistencia a estrés, estas moléculas
inductoras de respuestas de defensa se denominan elicitores. Entender el
metabolismo secundario de las plantas asi como su regulacién a nivel molecular y
genético, permitird sentar las bases para desarrollar sistemas de produccion
agricola sustentable, reduciendo el uso de agroquimicos, de igual forma permitira

elevar la calidad nutricional y funcional de productos agricolas.



[I. ANTECEDENTES
[1.1 Estrés

El estrés se define de manera general como cambios en las condiciones de
crecimiento de la planta que tienen como resultado pérdida o alteraciones en la
homeostasis metabdlica. Las plantas son susceptibles a sufrir estrés por factores
bidticos y abidticos (Shulaev y col., 2008).

[1.2 Estrés bidtico

El estrés bidtico es causado por patdbgenos como son virus, bacterias, hongos,
helmintos y fitoplasmas, que afectan el rendimiento de la planta al alterar las
funciones fisiolégicas normales (Agrios, 2005). Una planta puede sufrir estrés
bidtico cuando se conjugan 3 factores, que son clima adecuado para el patdégeno y
para la planta, huésped susceptible a infeccion y un patégeno especifico. Estos
factores se denominan tridngulo de la enfermedad (Scholthof, 2007), en algunas
ocasiones no se cumple completamente el triangulo pero la planta induce
mecanismos de respuesta, como es en el caso de la resistencia sistémica inducida,
potenciada por interacciones con rizobacterias promotoras del crecimiento de
plantas (PGPR) (Vallad y Goodman, 2004; Mejia-Teniente y col., 2010).

[1.3 Estrés abidtico

Todas las plantas tienen la habilidad de adaptarse a variaciones ambientales
circadianas o estacionales. Estas variaciones ambientales controlan el ciclo de vida
de las plantas (floracion, germinacion, senescencia, entre otras). Aparte de estas
variaciones circadianas y estacionales pueden ocurrir disturbios ambiental
imprevistos por la planta, resultando en condiciones que alteran el equilibrio
fisiologico (Groover y col, 2001). Este desequilibrio fisiolégico se denomina estrés
por factores abidticos y ocurre cuando las plantas se enfrentan a variaciones
fisicas o quimicas, producto de cambios ambientales, contaminacion, erosion del

suelo, variaciones de temperatura, radiacion UV, sequia, presion, salinidad, entre
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otros. (Grover y col, 2001). La alteracion las funciones metabdlicas resulta en la
pérdida de homeostasis, por lo que las plantas adaptan rutas metabdlicas, para

recuperar el equilibrio fisiolégico (Shulaev y col., 2008).
1.4 Estrés por déficit de agua, sequia

El agua es un compuesto de vital importancia para todos los organismos vivos. La
falta de agua afecta las funciones fisiolégicas normales, reduce el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Shinozaki y Yamaguchi 2006). Las plantas han
evolucionado mecanismos que les permiten sobrevivir al déficit de agua. Se
pueden inducir mecanismos de escape de la sequia o de resistencia, dividiendo
resistencia en: tolerancia y evasion a sequia. El objetivo de estos mecanismos es

mantener el potencial de agua en los tejidos (Harb y col., 2010).

Escape de la sequia se define como la habilidad de las plantas para completar su
ciclo de vida antes de sufrir dafios severos debidos al estrés, mientras que la
evasion de la sequia ocurre cuando las plantas pueden mantener el potencial de
agua en los tejidos, logrando esto al mejorar la absorcién de agua por las raices y
disminuir la perdida por evaporacion (reduccién de la transpiracion y reduccion de

superficie de evaporacion, area de hoja) (Harb y col., 2010).

Por otro lado, la tolerancia a sequia se define como la habilidad para sobrevivir a
déficit de agua con bajo potencial de agua en los tejidos, esto ocurre por la
acumulacion de compuestos que aumentan la turgencia y reducen la evaporacion
(Shinosaki y Yamaguchi, 2006; Harb y col, 2010).

1.5 Estrés por salinidad

La salinidad es la condicion de la tierra caracterizada por tener altas
concentraciones de sales solubles. Un suelo se considera salino cuando tiene una
conductividad eléctrica (EC) mayor o igual a 4 ds/m (deciSiemens por metro), que
es equivalente a una concentracion 40 mM de cloruro de sodio (NaCl) que genera
un aumento en la presion osmotica de 0.2 MPa (Munns y Tester, 2008).



El estrés por salinidad, se relaciona directamente con la sequia debido a que
concentraciones de sales en el suelo dificultan la absorcion de agua por las raices,
afectando las funciones fisiolégicas normales. Sin embargo, en situaciones de
estrés salino prolongado se acumulan concentraciones téxicas de sales en los
tejidos (Munns y tester, 2008; Ahmed y col, 2010).

Il.6 Respuesta a estrés

Cuando una planta sufre factores adversos, se desencadenan una serie de
respuestas bioguimicas enfocadas a ajustar las rutas metabdlicas para alcanzar un
nuevo estado de homeostasis, proceso conocido como aclimatacion (Mittler, 2006).
En una primera etapa, la planta siente los cambios en las condiciones externas y
desencadena una red de cascadas de sefializaciéon; seguida por la transduccién de
sefiales que induce la sintesis de proteinas y compuestos para recuperar el
equilibrio. Se producen principalmente tres tipos de compuestos: componentes
involucrados en la aclimatacion (como antioxidantes y osmoprotectores),
subproductos de estrés que aparecen en las células debido a la interrupcién de la
homeostasis (especies reactivas de oxigeno y algunos antioxidantes) y finalmente
moléculas involucradas en la transduccion de sefales para mediar la aclimatacion,
gue pueden ser moléculas recién sintetizadas o compuestos que se liberan de

forma conjugada, como el acido salicilico (SA) (Shualev y col, 2008).
II.7 Especies reactivas de oxigeno

El metabolismo aerdbico de las plantas, respiracion y fotosintesis, producen de
manera inherente subproductos como especies reactivas de oxigeno (ROS) en las
mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas. Cada vez existe mas evidencia que
indica que los ROS también actian como moléculas de sefalizacion involucradas
en la regulacion del desarrollo de la planta y en las reacciones de defensa contra
patogenos (Apel y Hirt, 2004). En altas concentraciones los ROS causan dafio
oxidativo a la planta. En condiciones de equilibrio los ROS son degradados por
diferentes componentes antioxidativos de defensa (Grene, 2002, Foyer y Noctor,
2005; Liu y col, 2010).



El equilibrio entre produccion y degradacion de ROS puede ser alterado por
diversos tipos de estrés. Como resultado de este desequilibrio, los niveles
intracelulares de ROS se incrementan rapidamente, proceso denominado
“‘explosiéon oxidativa” (oxidative burst) (Apostol y col, 1989; Foyer y Noctor, 2005).
El incremento en las concentraciones de ROS ocurre por diferentes mecanismos y
es inducido por sefiales especificas. En estrés bibtico, ocurre un incremento de
ROS en el sitio de invasion, ocasionada por la interaccion planta-patdgeno. Esta
interaccion induce la sintesis de compuestos involucrados en la generacion de
ROS, desencadenando una reaccion hipersensible en la planta que puede inducir
muerte celular programada como mecanismo de defensa (Gangl y Jones, 2001,
Mur y col., 2008).

En contraste, en situaciones de estrés abiotico se alteran funciones fisioldgicas de
la planta como fotosintesis y respiracion que resultan en la generacion de ROS.
Las especies reactivas de oxigeno se producen continuamente durante el
transporte de electrones de la fotosintesis y son simultaneamente removidas por
reduccion y asimilacién. Existen tres procesos que consumen oxigeno altamente
relacionados con la fotosintesis, estos son: la reaccidén oxigenasa de la ribulosa-1,5
bifosfato caroxilasa oxigenasa (RUBISCO), la reduccion directa de oxigeno
molecular por el transporte de electrones en el fotosistema | y la clororespiracion.
(Keller y col, 1998, Zsigmond y col, 2008)). Al verse afectados estos procesos por
variaciones ambientales, se altera el equilibrio entre produccién y remocion de
especies reactivas generando altas concentraciones de ROS toxicas para la planta,
por lo que han tenido que desarrollar mecanismos especializados para responder a
esto (Miller y col, 2007).

Una planta reacciona de manera diferente dependiendo del nivel de estrés al que
es sometida. En caso de estrés severo y prolongado, sufre estrés letal, la planta
entra en estado senescente y posteriormente muere. Si el estrés es moderado o

subletal, la planta se puede adaptar o volverse resistente (Grover y col, 2001).



I1.8 Mecanismos de respuesta a estrés

Los ROS se caracterizan por causar dafio oxidativo a proteinas, lipidos y DNA, por
lo que las plantas han disefiado sistemas enzimaticos y no enzimaticos para
eliminarlos. En presencia de iones de metales de transicion, el peréxido de
hidrégeno (H20,) puede ser reducido a radical hidroxilo (OH") por accién del i6n
superoxido (O%). El peréxido de hidrégeno y el ion superoxido son menos reactivos
gue el radical hidroxilo OH" (Asada, 2006; Del Rio y col, 2006). El riesgo para una
célula que produzca estos intermediarios radica en que las interacciones entre
ellos pueden llevar a la formacién del radical hidroxilo, altamente reactivo y dafiino
para la célula. Al no existir un mecanismo para degradar al radical hidroxilo, la
manera de evitar su formacién consiste en regular los intermediarios que lo forman.
Para estea finalidad existen 2 mecanismos fundamentales, el mecanismo

enzimatico y el no enzimatico (Apel y Hirt, 2004).
[1.9 Mecanismo no enzimatico

El mecanismo antioxidante no enziméatico se compone de los amortiguadores
celulares glutation y ascorbato, asi como también tocoferoles, flavonoides,
alcaloides y carotenoides. Cuando el glutation es oxidado por la accion de las
ROS, se forma el compuesto glutation oxidado, mientras que la oxidacion de
ascorbato produce monodehidroascorbato y dehidroascorbato. A través del ciclo
glutation-ascorbato, las formas oxidadas de estos compuestos son reducidas a su

estado original (Vanaker y col., 2000).

En situaciones de estrés abidtico se incrementan los niveles de enzimas para la
biosintesis de glutation y ascorbato. Para que este mecanismo sea eficiente, se
necesita la participacion de enzimas especificas que mantengan proporciones
mayores de glutatién y ascorbato reducido que las concentraciones de ROS. Estas
enzimas son glutation reductasa, monohidroascorbato reductasa vy
dehidroascorbato reductasa, usando NADPH como poder reductor (Apel y Hirt,
2004; Mhamdi, 2010).



[1.10 Mecanismo enzimético

El mecanismo enzimatico se compone de enzimas como Superoxido Dismutasa
(SOD), Catalasa (CAT), Ascorbato peroxidasa (APX) y Glutation Peroxidasa
(GPX). La enzima SOD convierte al id6n superoxido en peréxido de hidrogeno,
haciendo que sea susceptible a la detoxificacion por accion de catalasa, ascorbato
y glutation peroxidasas. Estas ultimas 2 enzimas requieren de la regeneracion del

ciclo ascorbato-glutation para detoxificar el peréxido de hidrogeno (Asada, 2006).

Las reacciones de defensa en las plantas varian dependiendo del tipo de estrés al
gue es sometida. En estrés biotico, la planta aumenta la sintesis de ROS via
oxidasas de NADPH, peroxidasas de membrana y amino oxidasas. En estas
condiciones aumenta la concentracion de peroxido de hidrogeno, ya sea de
manera directa, por interrupcion de funciones fisiolégicas en los cloroplastos y las
mitocondrias 6 por accion de SOD (Navrot, 2006), esto ocurre porque el
peréxidode hidrégeno puede desempefiar una funciébn doble, en bajas
concentraciones se puede difundir hacia otras células induciendo reacciones de
adaptacion a estrés en toda la planta (Mur y col., 2008), mientras que altas
concentraciones llevan a muerte celular programada. La concentracion de
peréxido de hidrogeno favorable en los tejidos se logra por la accion de enzimas
detoxificadoras como catalasa, peroxidasa, ascorbato peroxidasa, glutation

reductasa y monohidroxiascorbato reductasa (Gill y Tuteja, 2010).
[1.11 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos que no participan de
manera directa en los procesos celulares primarios, como division celular,
crecimiento, fotosintesis y respiracion pero que se asocian a diferentes funciones
de la planta, entre ellas a reacciones de defensa (Hyun y col., 2009).

Los metabolitos secundarios son producto del metabolismo secundario, término
acuiiado en 1891 por el ganador del premio nobel doctor Albertch Kossel, que

resalta la diferencia entre el metabolismo primario, presente en todas las células



vivas capaces de dividirse, del metabolismo secundario, presente incidentalmente

y no estrictamente necesario para la vida celular (Karlovsky, 2008).

Los metabolitos secundarios, desempefian un papel muy importante en la
adaptacion de las plantas a condiciones ambientales estresantes, ya que
presentan funciones de defensa variadas, abarcando desde toxicidad y resistencia
a luz UV hasta transduccion de sefales. Las distintas funciones de los metabolitos
secundarios se deben a las interacciones moleculares entre ellos y otros
compuestos, mediadas por la composicion quimica que presentan Cuadro 1
(Edrevay col., 2008).

[1.12 Sintesis de metabolitos secundarios.

La evolucion que han tenido las plantas a lo largo de 500 millones de afios en el
ambiente terrestre les ha permitido adaptarse a condiciones de estrés biotico y
abidtico. La adaptacion metabdlica mas sobresaliente que han desarrollado es el
metabolismo de los fenilpropanoides, mediante el cual se sintetizan la mayoria de

los metabolitos secundarios (Ferrer y col., 2008).

El precursor para la biosintesis de fenilpropanoides es el acido cinAmico, mismo
gue se forma a partir del aminoacido fenilalanina por medio de la accion de la
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), enzima altamente conservada entre las
plantas superiores considerada como la enzima clave que divide el metabolismo

primario del secundario. (Bate y col., 1994; Groover, 2001; Ferrer y col., 2008).

La accién de PAL produce acido trans-cindmico, esté &cido aromatico es oxidado
por la enzima cinamato-4-hidroxilasa (C4H) para producir acido 4-coumarico, al
gue posteriormente se le une una molécula de coenzima A por medio de la enzima
4-coumaroil-CoA-ligasa (4CL) generando 4-coumaroil-CoA. Esta molécula probé
un intermediario activo para la biosintesis de fenilpropanoides. Estas 3 enzimas,
PAL, C4H y 4CL son importantes para el crecimiento y desarrollo normal de las

plantas ya que la mayor proporcién de 4-coumaroil-CoA es usado para la sintesis



de lignina, molécula estructural de la pared celular, dejando una pequefia
proporcion para la sintesis de polifenoles y flavonoides. La enzima clave en la
divergencia hacia la ruta para la biosintesis de metabolitos secundarios es la

enzima chalcona sintasa (CHS) (Dixon y Palva, 1995; Yu y Jes, 2008).

La ruta para biosintesis de fenilpropanoides produce la mayoria de los compuestos
fendlicos encontrados en la naturaleza. Actualmente se han documentado mas de
7,000 compuestos fenilpropanoides (Wink, 2003). En condiciones 6ptimas para la
planta se han descrito distintos roles de fenilpropanoides en actividades
fisiologicas, como polimeros de lignina que constituyen la pared celular,
antocianinas como pigmentos florales para atraer polinizadores, sabores y
esencias derivadas de fenilpropanoides (Yu and Jez, 2008). Por otro lado, en
situaciones desfavorables para la planta se induce la sintesis de metabolitos
secundarios de defensa para responder a los distintos tipos de estrés, bidtico y
abidtico (Korkina, 2007). Las respuestas de defensa en las plantas se asocian
generalmente con la sintesis de metabolitos secundarios y enzimas especificas
(Hyun-jin, 2009), sin embargo también pueden participar metabolitos primarios

como prolina y &cido absisico (Younis y col., 2009).
[1.13 Induccién de metabolitos secundarios

El mecanismo de defensa es inducido por condiciones adversas para la planta. En
estrés bidtico se inicia por las interacciones planta-patdégeno (Agrios, 2005; Ferrari,
2010), mientras que en condiciones abidticas desfavorables, el mecanismo de
defensa se induce por el desequilibrio entre produccién y degradacion de ROS
(Miller y col, 2007).

La percepcion del estrés inicia reacciones de defensa mediante cascadas de
transduccion de sefiales. Estas cascadas de sefializacion tienen como resultado la
activacion de genes en el nucleo celular iniciando la sintesis de proteinas de
defensa y metabolitos secundarios protectores. La transduccion de sefales se

activa por el reconocimiento de sefiales de estrés o moléculas derivadas de
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patdégenos, denominadas elicitores, resultando en la biosintesis de compuestos tipo
hormonas como acido salicilico (SA), Jasmonato (JA) y etileno (ET). Estas
moléculas generan cambios a nivel transcripcional, activando genes de resistencia
a estrés desencadenando acciones de defensa especificas, como la sintesis de

metabolitos secundarios (Menke y col., 1999; Janda y col., 2007).
11.14 Funcién del &cido salicilico en estrés.

En reacciones planta-patdgeno la actividad de las enzimas detoxificadoras de ROS
catalasa y ascorbato peroxidasa es suprimida por efecto del acido salicilico y 6xido
nitroso, disminuyendo la habilidad de la planta para degradar ROS, generando
concentraciones toxicas para la planta que inducen muerte celular programada en
el sitio de infeccién, ademéas de funcionar como moléculas de sefializacién para
inducir sintesis de proteinas de defensa (Klessig y col., 2000, Dangl y Jones, 2001,
Janday col., 2007).

La relacion del acido Salicilico con estrés bibtico ha sido descrita en distintos
trabajos y esta bien comprendida, sin embargo, no se ha descrito completamente
la ruta por la cual actia en casos de estrés abidtico pero se cree que tiene efecto
parecido a la aclimatacion y tolerancia a estrés abi6tico. (Horvath y col., 2007).

Se ha reportado que concentraciones altas de SA endbégeno pueden causar
intoxicacion en la planta ya que induce altos niveles de perdxido de hidrogeno en
los tejidos, via inhibicion de catalasas y peroxidasas, desencadenando una
reaccion similar a la reaccién hipersensible producida por estrés bibtico resultando
en muerte celular programada (Foyer y Noctor, 2005), pero en bajas
concentraciones (0.05 -0.5mM) el SA desempefia un papel de proteccion, pues
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Cuadro 1. Relacion de la estructura quimica de los metabolitos secundarios con la

funcion de proteccion que desempenfan.

Caracteristica Quimica Tipo de interaccion Funcion

Disponibilidad de carga

eléctrica. (Cargas positivas

en compuestos que Electrostatica Estabilizacion de
contengas grupos amino e estructuras

imino protonados.)

Estabilizacion de
Presencia de grupos: estructuras (reforzamiento
-COOH, -OH, -NH, Union covalente de pared celular)
- . Polimerizacién Anti microbial (Bloqueo de
@: OH Q Condensacion sitios activos)
0

Respuesta Hipersensible

Presencia de dobles enlaces
conjugados. (electrones des
localizados)
Absorcion de luz
@ - ultra-violeta Fotoprotector
Disipacion de
—CH=CH—CH=CH— energia

!

CICHSSS(HE==CH:==(H=:==

Disponibilidad de grupos:

-NH2, -SH, -OH
= , . o
| o Transferenciade  Actividad Antioxidante
—OH

electrones Actividad Anti radical
Cadenas de carbono
insaturadas -CH»,-CH=CH-

12



desencadena niveles moderados de peréxido en los tejidos, lo que a su vez induce
una generacion moderada de ROS induciendo los mecanismos naturales para
degradarlos resultando en el incremento de la capacidad antioxidante de la planta,
actuando como un proceso de refuerzo contra mayores niveles de estrés (Janda y
col., 2008). Por otro lado, el SA también actia como molécula de sefalizacion,
induciendo la expresion de genes para la biosintesis de compuestos de proteccion,

denominados metabolitos secundarios (Arias y col., 2008).
[1.15 Elicitores y factores inductores de metabolitos secundarios (FIMS)

Los elicitores son moléculas que activan respuestas de defensa en plantas.
Pueden ser de origen abibtico como iones metalicos 0 compuestos inorganicos y
de origen bidtico, como moléculas derivadas de hongos, virus, bacterias,
herbivoros o quimicos derivados de plantas liberados en las zonas de infeccion
(Ferrari, 2010). Los elicitores son reconocidos por la planta e inducen el

mecanismo de defensa.
[1.16 Mecanismo de accioén de elicitores.

La activacion del mecanismo de defensa de las plantas se inicia por el
reconocimiento de las moléculas que conforman al elicitor por receptores
especificos, seguido por reacciones de fosforilacion y desfosforilacion de proteinas
membranales y citosdlicas, flujo de iones, despolarizacibn de la membrana

plasmatica, alcalizacion extracelular y acidificacion intracelular (Janday col., 2007).

Estos eventos ocurren en un lapso de tiempo posterior a la recepcion del elicitor
mediante la activacion de respuestas rio abajo. Después de estos cambios, se
activan oxidasas de NADPH y peroxidasas que llevan a una acumulacién masiva
de ROS, en coordinacién con la producciéon de moléculas de sefalizacion
especificas como SA, ET y JA, resultando en respuestas tardias de defensa
asociadas a la sintesis de metabolitos secundarios (Ferrari, 2010) ya que la
percepcion del elicitor por la planta activa enzimas involucradas en el metabolismo

secundario.
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Los elementos involucrados en las rutas de transduccion de sefiales pueden ser
activados de manera diferencial en respuesta a elicitores especificos. También
existe una colaboracién cruzada entre las diferentes rutas de sefalizacion que
llevan a respuestas especificas a diferentes estimulos, ya sean bioticos o abioticos
(Farag y col, 2008).

El tipo de reaccion de defensa es diferente en ambos casos. En estrés biotico se
aumenta la concentracion de ROS para inducir muerte celular programada en
células infectadas, mientras que en condiciones de estrés abidtico se intenta
disminuir el dafio Oxidativo causado por ROS (Apel y Hirt, 2004). La intensidad de
la respuesta varia dependiendo de la fuerza del estimulo al que la planta es
sometida (Ferrari, 2010).

[1.17 Clasificacion y funciones de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se pueden clasificar en compuestos fenolicos,
carotenoides, alcaloides, compuestos que contienen nitrégeno y compuestos
organosulfurados. Los mas estudiados son los fendlicos y carotenoides Figura 1.
(Hai Liu, 2004).

La funcién en la naturaleza de estos compuestos es dar color a las plantas,
protegerlas de la luz ultravioleta, responder a estrés bidtico o abiético, proteger el
ADN y permitirles superar las inclemencias de su entorno. (Craig, 2009).

11.18 Aplicaciones de metabolitos secundarios

La induccion controlada de reacciones de defensa de la planta, las prepara para
resistir mayores niveles y tipos de estrés. Este enfoque permite aplicar tratamientos
para lograr sistemas de agricultura sustentable; ya que al inducir los mecanismos
naturales de defensa de las plantas de manera previa a que sufran estrés, les
permite tolerar condiciones desfavorables de manera natural, disminuyendo el uso

de compuestos quimicos usados de manera tradicional. El entendimiento y
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aplicacion del metabolismo secundario de las plantas es una herramienta hacia el
desarrollo de una agricultura sustentable (Mejia-Teniente y col., 2010).

Otra ventaja de los mecanismos inducidos por estrés es que algunos metabolitos
secundarios producidos aportan beneficios a la salud al ser consumidos. Las
plantas han estado presentes en la dieta desde el origen del hombre por su aporte
nutricional basico, sin embargo también contienen compuestos secundarios
bioactivos, llamados fitoquimicos de manera coloquial (LPI, 2010). Los fitoquimicos
son metabolitos secundarios, considerados como nutrimentos no esenciales, el
cuerpo no necesita para vivir, pero tienen efecto en la prevencion y tratamiento de
enfermedades. Entre los mecanismos propuestos por los que actdan los
fitoquimicos, se encuentran: antioxidantes, funcion hormonal, estimulacién de
enzimas, interferencia con la replicacion del DNA, efecto antibacterial y accion
fisica (algunos fitoquimicos se unen a la membrana evitando asi la interaccion de

patdgenos con la membrana celular del huésped) (Korinka, 2007; Yu y Jez, 2008).
[1.19 Modelo de estudio: Lechuga (Lactuca sativa)

La lechuga es la planta mas importante del grupo de las hortalizas de hoja, es
ampliamente conocida y cultivada en casi todos los paises del mundo. Es originaria
de Europa y Asia, cultivada desde hace 2000 afios, a partir de ahi se distribuy6 al
resto del mundo, llegando al continente Americano aproximadamente en el afo
1494 (Ryder, 1979).

La lechuga (L. sativa) pertenece a la familia de las plantas compuestas, es una
planta anual, de raiz corta y poco profunda, presenta inflorescencias amarillas. Su
temperatura Optima de crecimiento oscila entre los 16 y 25°C. (A. I. C. 1999).

La importancia cultural de la lechuga radica en que ha estado presente de manera
cotidiana en la dieta de numerosas culturas, principalmente como base de
ensaladas y otros platillos, ademas de aportar al consumidor una gran variedad de

nutrientes esenciales, aporta vitaminas A, C, E, B, minerales como potasio,
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magnesio, calcio, aminoacidos, fibra dietética, entre otros componentes (S.N.D.

2009).

Segun el reporte de Expectativas de Produccion Agropecuaria y Pesquera 2009 de

la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion

(SAGARPA),

en México se destina una superficie de 20, 031 millones de

hectareas para siembra en general y se destinan 15,856.6 Ha para el cultivo de

lechuga (SAGARPA, 2009),

logrando una produccién de 317,780.92 toneladas

representando un ingreso de $773,602,690.°° pesos al afo (SIAP, 2009). Se

estima que el mexicano promedio consume 56 kilos de verdura al afio, en su

mayoria lechuga, jitomate, cebolla y chile.

Fitoquimicos
Carotenoides Fenodlicos Alcaloides Qompuestos Organosulfurados
nitrogenados

a - Caroteno _ Isotiocianatos
B - Caroteno : Indoles
B -Criptoxantina Acidos ) ) ) ) Compuestos
Luteina fendlicos Flavonoides || Estilbenos Coumarinas Taninos alil-sulfricos
Zeaxantina
Licopeno

Ac. Hidroxi || Ac. Hidroxi || Flayonoles || Flavonoes | |Catequinas | |Flavonones || Antocianinas || Isoflavonoides
benzoicos cinamico

Figura 1. La figura muestra la clasificacion de los compuestos fendlicos. Estos
compuestos se sintetizan por medios del metabolismo fenilpropanoide y algunos
participan en reacciones de defensa. Adaptado de Hai liu, 2004.
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. HIPOTESIS

La aspersion foliar de &cido salicilico induce la expresion de genes de resistencia a
estrés que aumentan la concentracion de fenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante en la planta de lechuga, reduciendo las afecciones ocasionadas por

estrés abiético.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 GENERAL

Evaluar la relacion de genes inducidos por estrés abiético y &cido salicilico con la
produccion de fenoles, flavonoides, capacidad antioxidante y su efecto en la

resistencia a estrés en lechuga (Lactuca sativa).

IV.2 ESPECIFICOS

Evaluar diferencias a nivel de rendimiento (biomasa) en plantas de lechuga

sometidas a los distintos tratamientos.

Determinar contenido de algunos metabolitos primarios y secundarios y su

correlacion con los tratamientos aplicados.
Determinar actividad antioxidante en tejido de lechuga procesado.

Evaluar expresion de genes relacionados con estrés en lechuga.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales, reactivos y equipos

V.1.1 Material Biologico

Plantas de lechuga (Lactuca sativa) variedad PX 06516006 sometidas a diferentes

tratamientos de estrés abibtico. Las muestras se colectan en sobres de papel

aluminio y congeladas al instante en nitrégeno liquido.

V.1.2 Materiales

Guantes

Sobres papel aluminio 15X20 cm.
Hielera

Termo para Nitrégeno Liquido
Tubos 50 ml (Falcon)

Tubos de ensayo 13X100

Tubos 1.5 a 2 ml (Eppendorf)
Tubos para PCR

Puntas para micropipeta

Puntas para micropipeta tratadas con DEPC
Matraz Erlenmeyer 250m|

Viales ambar 5ml con rosca

Gradillas

V.1.3 Equipos y software

Micropipetas .5-10, 2-20, 20-200, 100-1000 pL (RAININ)
Refrigerador (4°C)

Congelador (-20°C)

Ultra congelador (REVCO)

Camara digital (Cannon powershot 6.0 Mega pixeles)

19



e Vortex (VELP scientifica)

e Microcentrifuga refrigerada (PRISM Labnet International)
e Plato Caliente con agitador (IKA C-MAG H57)

e Termociclador (TECHNE TC-4000)

e Cémara para electroforesis (SELECT Bioproducts)
e Fuente de poder (THERMO electron corporation)
e Horno de Microondas (Whirlpool)

e Computadora personal (DELL)

e Fotodocumentador UV-VIS (DNR)

e Espectrofotometro (Bio-rad Smartspe Plus)

e Programa Gel Capture (DNR)

e Programa Gel Quant (DNR)

e Programa Amplif X 1.5.4 (REALDbasics)

e Programa Serial Cloner 2.1 (SERIALbasics)

V.1.4 Reactivos

Agua destilada

e Sustrato Organico (PEAT MOSS)
e Vermiculita (Intersum Dm3)

e Hipoclorito de sodio 10% (CLOROX)
e Acido salicilico 0.1mM

e Cloruro de Sodio (NacCl)

e Dietilen-Piro-Carbonato DEPC

e Nitrogeno Liquido

e TRIZOL Reagent (Invitogen)

e Cloroformo

e Isopropanol

e Etanol DEPC 75%

e Agua DEPC
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e KIT SuperScript jij (Invitrogen)
e dNTP’s (Promega)

e Titanium Polimerasa

e Tampodn PCR titanium Polimerasa
e Oligonucleotidos especificos PAL, CAT, SODmn, B-TUB (Invitrogen)
e Bromuro de Etidio

e Tampon de carga

e Tampon de corrida TAE

e Tampon de corrida MOPS

e Formaldehido 37%

e Agarosa

e Acido Galico

e Reactivo Folin-Ciocalteau

e Carbonato de Sodio

e Rutina

e 2-aminoetildifenil borato

e Metanol

e 2, 2-difenil-1-pirohidracil DPPH
e Trolox

e Acido Sulfosalicilico

e Ninhidrina

e Prolina

e Tolueno

V.2 Métodos
V.2.1 Germinacién y siembra de lechugas

Se utilizaron semillas comerciales de lechuga (Lactuca sativa var. PX 06516006).

Las semillas fueron hidratadas 12 horas y desinfectadas con solucion de hipoclorito
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al 10% previamente a la siembra, usando como sustrato una mezcla de materia
organica comercial Peat Moss y vermiculita en proporcion 3:1, germinandose en
alméacigos de 200 pozos. Se mantuvieron con riego diario y posteriormente se
trasplantaron las plantulas cuando las lechugas tenian altura homogénea y
presenten de 5 a 7 hojas verdaderas. Se manejo un periodo de 8 dias para
aclimatacion posterior al trasplante.

V.2.2 Tratamiento estrés abidtico

Para los fines de este estudio, se manejaron 2 tipos de estrés en 4 condiciones
diferentes, estrés salino usando concentraciones de Cloruro de sodio (NaCl) de 40
y 80mM; estrés hidrico por déficit de agua clasificado como sequia moderada (3
dias sin riego) y sequia severa (6 dias sin riego). Se clasificaron en grupos de
tratamiento de estrés y estrés mas aspersion foliar de SA concentracién 0.1 mM
cada 5 dias.

V.2.3 Determinacion de caracteristicas agronémicas.

Se realizaron observaciones diarias por 16 dias de tratamiento, documentando
cambios fenotipicos. El dltimo dia de tratamiento, se cosecharon las plantas para
determinar altura, numero de hojas, peso fresco y seco de la parte foliar y raiz. Las
plantas se secaron en un horno a 60° C por 24 horas. Para la determinaciéon de
clorofila, se tomaron de 3 a 5 mediciones por planta en hojas no marchitas
utilizando el equipo SPAD Minolta y se calcul6 el promedio.

V.2.4 Muestreo

Se colectaron muestras de tejido en momentos donde se observen cambios
fenotipicos importantes. Se prepararon sobres de papel aluminio, rotulados. Se
corté una hoja de 3 plantas escogidas al azar por tratamiento y se congelaron en
nitrégeno liquido inmediatamente después, fueron guardadas a -70°C hasta su

procesamiento.
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V.2.5 Extraccién metandlica de fenoles y flavonoides

Moler muestras de tejido en un mortero usando nitrégeno liquido. Posteriormente
tomar 0.2g de tejido en un matraz forrado con papel aluminio, agregar 10 ml de

metanol, tapar agitar por 24 horas.
V.2.6 Determinacion de fenoles

La cuantificacion de fenoles se llevo a cabo con la siguiente metodologia: Realizar
una curva de calibracidbn con concentraciones de estandar de acido galico en
cantidades de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 ug, partiendo de una solucién
base de 0.1mg/mL. La solucion de acido galico debe ser preparada al momento.
Colocar los pL correspondientes de solucién base para cada concentracion de la
curva en una vial color ambar y afadir volumenes de agua destilada hasta
completar un volumen de 500uL: 20uL acido gélico + 480uL de agua.
Posteriormente se agregar 250uL de reactivo de Folin-Ciocalteau 1N y 1250uL de
carbonato de sodio al 20%. Las muestras se deben dejar reposar 2 horas en
obscuridad a temperatura ambiente. Para terminar se lee la absorbancia a 760nm
en espectrofotdmetro UV-VIS. Se grafican los valores de absorbancia para obtener
la curva de calibracion, se determina la linea de tendencia, la ecuacion de la curva
y el valor de R?, que debe ser mayor a 0.99. Para la cuantificacién de fenoles en la
muestras, tomar 40 yL del sobrenadante del extracto metandlico y seguir el mismo
proceso que para realizar la curva. Se interpolan las absorbancias de las muestras

en la curva para calcular mg equivalentes de a. galico.
V.2.7 Determinacion de flavonoides

Para la cuantificacibon de flavonoides totales se empleara el analisis
espectrofotométrico propuesto por (Oomah y col., 2005) con estandar de rutina. La
curva de calibracion se realiza usando concentraciones del estandar de 50, 25, 10,
5, 2.5y 1 pg/mL. Al blanco de la curva se le afiaden 230uL de metanol y 20 pL de
2-aminoetildifenil borato al 1%. Posteriormente, se colocan 50uL de cada

concentracion del estandar por triplicado en una placa de 96 pozos y se le
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adicionan 180 pL de metanol + 20 pL de 2-aminoetildifenil borato al 1%, para tener
un volumen final de reaccion de 250 pL. Se lee la absorbancia a 404 nm en el
equipo Multiskan (Thermo Electron Corporation, Multiskan Ascent, modelo
51118307). Graficar la absorbancia de las soluciones estandar para obtener la
curva de calibracién, calcular linea de tendencia, valor de R? y ecuacién de la
curva. Para la cuantificacién de las muestras se toman 50 uL del sobrenadante del
extracto metandlico, se anaden 180 yL de metanol y 20 pyL de solucion de 2-
aminoetildifenil borato al 1%. Se prepara un blanco de muestra anadiendo 50 pL
del extracto metanolico y 200 uL de metanol, esto se realiza para eliminar factores
de ruido en la medicion debido al contenido de clorofila en el extracto metandlico.
Para calcular el contenido de flavonoides en el tejido, interpolar la absorbancia de

las muestras en la curva de calibracion.
V.2.8 Determinacion de la capacidad antioxidante.

La determinacién de la capacidad antioxidante se basa en la capacidad de los
compuestos antioxidantes de reducir al radical DPPH. De forma oxidante, el DPPH
tiene color azul y al inactivarse se torna amarillo. Primero se realiza una curva de
calibracién usando Trolox como estandar, el Trolox es un homodlogo hidrosoluble
de la vitamina A. Se prepara en concentraciones desde 800 a 100uM. A
continuacion, en una placa de 96 pozos se agregan 20uL de cada concentracion
por triplicado asi como también de cada muestra, se cargan pozos control que
contienen 20uL de metanol y también pozos de blanco con 220uL de metanol.
Posteriormente, utilizando una pipeta multicanal se le afiaden 200uL de DPPH a
cada pozo con excepcion del blanco, esto debe realizarse en menos de 1 minuto, y
se lee la absorbancia en Multiskan (Thermo Electron Corporation, Multiskan
Ascent, modelo 51118307) cada 10 minutos durante 90 minutos. Se grafican las

absorbancias de la curva y se calculan porcentajes de degradacion y EC50.
V.2.9 Determinacion de prolina

La determinacion de prolina se basa en la coloracion que se obtiene al reaccionar

ninhidrina con prolina. EI complejo que se forma tiene una coloracion rojiza. Se
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realiza una curva de calibracién usando concentraciones de prolina de 500 a
50uM. Las concentraciones estandar de prolina se disuelven en &cido
sulfosalicilico al 3%. Tomar 2 ml de las concentraciones en un tubo de ensayo y
agregar 2 ml de ninhidrina acida + 2 ml de acido acético glacial. La mezcla se
calienta a 100°C durante una hora y se termina la reaccion incubando 5 minutos en
hielo. Posteriormente se le agregan 4 ml de tolueno y se agita en vortex 20 de 10
a 20 segundos. Se recupera la fase organica y se mide la absorbancia a 520nm.
Para las muestras, se toman 0.5 gramos de tejido molido en nitrogeno liquido y se
disuelven en 10ml de acido sulfosalicilico. A continuacion se filtran con papel filtro.
Para la reaccion se toman 2 ml del extracto y se prosigue de la misma forma que
para la curva. Se interpolan las mediciones en la curva de calibracion para calcular

la concentracion de prolina por gramo de tejido fresco.
V.2.10 Disefio de oligonucledtidos para PCR

Para realizar la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se necesitan disefiar
oligonucledtidos especificos para la secuencia del ARN mensajero de los genes de
interés. Para el disefilo primero se debe realizar un andlisis bioinformatico de
secuencias reportadas en la base de datos del NCBI de genes del organismo de
interés. Los numeros de acceso de las secuencias de interés para este trabajo son:
PAL (AF299330), CAT (GW397519.1), SOD (AJ310449), PER (GW397557.1) y B-
TUB (AB232706), obtenidos de la base de datos del NCBI. Con estas secuencias,
se disefian los oligonucleotidos utilizando programas bioinformaticos como
AMPLIFX 1.5.4 y SerialCloner 2.1. Par disefiar el oligonucleétido se debe
considerar la longitud de las secuencias amplificada, proporcion de guaninas-
citosinas y no mas de 2 grados centigrados de diferencia en las temperaturas de
alineamiento por par de oligonucleétido. Para fines practicos, los pares de
oligonucledtidos que se pretende disefiar amplificaran fragmentos de 350 a 550
pares de bases en promedio. El proceso de disefio consiste en buscar la secuencia
de los mensajeros en las bases de datos, posteriormente identificar regiones en la
secuencia con contenido de G-C favorable para el oligonucleétido y se toman de
18 a 25 pares de bases de esta region para conformar el oligo-sentido. Para
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disefar el oligo-antisentido se toma una region con caracteristicas similares a la
anterior, después se construye la secuencia complementaria y se invierte el orden,
para tenerla en direccion 5” a 3". Los pares de oligonucleétidos tedricos se deben
evaluar realizando PCR virtual en programas bioinformaticos. Finalmente las
secuencias que cumplen con los requisitos de especificidad y eficiencia en el PCR

virtual se mandan sintetizar con un proveedor especializado.
V.2.11 RT-PCR

Para la extraccion de RNA se utilizara el método de extraccion por Trizol®.
Brevemente, se tritura el tejido en nitrégeno liquido. Posteriormente se agrega 1ml
de Trizol y se mezcla en vortex hasta homogenizar la mezcla, a continuacién se
centrifuga a 10,000 RMP por 10 minutos. Se recupera el sobrenadante y se incuba
5 min. a temperatura ambiente. Se le agrega después 0.2mL de cloroformo y se
agita manualmente 15 segundos. A continuacion se centrifuga a 10,000 RMP por
15 minutos. Se forman 2 fases y se recupera la fase acuosa, se la agrega 0.5mL
de isopropanol para precipitar el RNA y se incuba 3 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifuga 10 minutos a 10,000 RPM y se desecha el sobrenadante,
para finalizar se lava la pastilla con 1 mL de etanol al 75% en agua tratada con
DEPC, se centrifuga a 10,000 RPM 5 minutos y se desecha el sobrenadante. Para
terminar la extraccion de RNA se deja secar la pastilla y se re suspende en 30uL
agua tratada con DEPC. Es necesario correr un gel de agarosa desnaturalizante
(30g agarosa + 24.9ml de agua tratada con DEPC + 3.5ml de MOPS 10X + 1.2ml
de formaldehido al 37%, el gel se corre usando MOPS1X como tampdn de corrida)
para verificar la integridad del RNA, a continuacion se cuantifica y se prosigue con
la sintesis de la primera cadena complementaria. Si no se usa el mismo dia, se

debe guardar en el ultracongelador.

Posteriormente a la extraccion, se sintetiza cDNA. Este proceso se realiza
siguiendo el protocolo de OligoDT usando el Kit Superscriptjjj (INVITROGEN).
Para este método primero se realizan las mezclas de reaccién. En una primera

etapa se mezclan en un tubo para PCR de 1 a 5ug de RNA, 1uL de mezcla de
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DNTP’s, 2uL de oligonucleétidos DT y 2uL de agua tratada con DEPC. Esta
mezcla se incuba a 65°C por 5 minutos. Aparte se realiza la segunda mezcla de
reaccion en donde se agregan 2L de Buffer RT, 4uL de MgCl,, 2uL de DTT y 1uL
de RNase OUT. Para realizar la reaccion se agregan 9uL de la mezcla 2 a la que
contiene RNA. Se incuba 2 minutos a 25°C. Posteriormente se le agrega 1pL de la
enzima Superscript IIRT y se incuba 10 minutos a temperatura ambiente. Se
incuba después 50 minutos a 42°C y se termina la reaccién a 70°C por 15 minutos,
para finalizar la sintesis se le agrega 1uL de RNaseH, se incuba 20 minutos a 37°C

y se almacena a -20°C.

Para comprobar la expresion de genes, se realiza PCR usando oligonucleoétidos
especificos para la secuencia de interés. Para realizar la reaccion de PCR, se
realiza una mezcla de reaccion que contiene 2.5uL de regulador MINUS10X, 1uL
de oligonucleétido sentido y 1uL de antisentido, 0.5ul dNTP, 0.75uL de MgCI2,
0.1uL de TAQ polimerasa, 18.7uL de agua y 1puL de cDNA para obtener un
volumen final de 25uL. Posteriormente se realizan 35 ciclos de temperatura para
gue la reaccion se lleve a cabo y se termina 15 minutos a 94°C. Finalmente se
realiza una electroforesis y se cuantifican las bandas de interés usando el

programa GelQuant (DNR).
V.3 Disefio experimental

Variables independientes: Aspersion foliar de acido salicilico 0.1 mM + diferentes

tipos y niveles de estrés abidtico: sequia severa y moderada, salinidad 40 y 80mM.

Variables dependientes: Altura, numero de hojas, peso fresco y seco de raiz y
parte foliar, contenido de fenoles, flavonoides, actividad antioxidante y expresion de

genes de interés.

Unidad experimental: Grupo de 8 a 9 individuos de lechuga (L. sativa) var. PX
06516006 por tratamiento, altura promedio 15cm. de 5 a 6 hojas verdaderas.
Aleatorizacion: Las lechugas crecieran en la misma parcela bajo invernadero, se

formaran los grupos al azar estandarizando el tamafio de las plantas. El acomodo
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en los tratamientos no serd aleatorio, pero se pretende realizar otra repeticién en

otra época del afio para disminuir la temperatura ambiental como variable.

Repeticiones: 2 repeticiones, en determinaciones de fenoles y flavonoides se

realizaran 2 repeticiones por triplicado por determinacion.

Controles: 2 controles, Control riego normal y control riego normal + aspersion de
acido salicilico; riego con agua destilada debido a que los tratamientos de salinidad
utilizan soluciones de NaCl en agua destilada. Se usaron estos controles para
comparar el desempefio de las lechugas en condiciones normales y con aspersion
de salicilico, esto es con el fin de evaluar el efecto del acido en situaciones de

estrés abioético. Cuadro 2

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos y los grupos establecidos para el estudio

Sequia Sequia Salinidad Salinidad

Tratamiento Control moderada  severa 40mM 80mM

Riego Riego
L. sativa Riego Riego cada Riego cada diarios con diarios con

diario 3 dias 6 dias solucién solucién

NaCl 40mM NaCl 80mM
L. sativa + Riego Riego
aspercion de Riego Riego cada Riego cada diarios con diarios con
SA 0.1mM diario 3 dias 6 dias solucién solucién
cada 5 dias. NaCl 40mM  NaCl 80mM

*Las plantas se riegan con 50ml de agua o solucién de NacCl.
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VI RESULTADOS

Se analizaron grupos de 8 a 9 individuos sometidos a los distintos tratamientos
descritos en el cuadro 2. Para eliminar variaciones ambientales se realizO una
repeticion de los tratamientos en otra época del afio. En total se analizaron de 16 a
18 individuos por tratamiento para las mediciones fenotipicas y 8 individuos para
las determinaciones bioquimicas y de expresion genética.

V1.1 Germinacion de plantas de lechuga.

Las semillas se sembraron en almacigos de 200 pozos en sustrato en proporcion
3:1, peet moss: vermiculita, previamente al sembrado se realiz6 la desinfeccion de
las semillas con solucién de hipoclorito al 10%. Las semillas se hidrataron 12 horas
en agua destilada estéril. Se obtuvo una eficiencia de germinacion de 92.5%.
Figura 2.A. Las plantulas fueron trasplantadas a macetas cuando alcanzaron una
altura de 5 a 7 cm. y tenian de 5 a 6 hojas verdaderas Figura 2.B. Posterior al
trasplante, se manejo un periodo de recuperacién de 1 semana para aclimatacién
y recuperacion del estrés post trasplante. Después de este periodo, se dividieron
en grupos de 8 individuos de manera aleatoria para homogenizar las plantas de

cada tratamiento. Los tratamientos aplicados se describen en el cuadro 2.

A) B)

Figura 2. Estado de las plantas antes de la aplicacién de los tratamientos. A) Germinacién de las
semillas, se obtuvo una eficiencia de germinacién de 92.5%. B) Plantas de lechuga, previo al inicio
de los tratamientos.
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V1.2 Cambios en parametros agronomicos.

Se evaluaron los cambios en parametros agronémicos en los grupos de manera
diaria, llevando un registro fotogréafico. El ultimo dia de tratamiento se cosecharon
las plantas y se determinaron parametros agronémicos como altura, nimero de
hojas, peso fresco y seco. Las plantas sometidas al tratamiento de sequia severa
alcanzaron el coeficiente de marchitez permanente para los dos tratamientos (con

y sin acido salicilico), entrando en estado senescente y posteriormente murieron.

Al comparar la altura de las plantas, se observd mayor altura en las plantas
sometidas a sequia moderada tratadas con acido salicilico 0.1mM, sin embargo no
se encontraron diferencias significativas con los controles. Las plantas de este
mismo tratamiento que no fueron tratadas con &cido salicilico presentaron una
altura menor significativamente diferente comparada con las si tratadas, como se
muestra en la Figura 3.A. Al comparar los individuos de los tratamientos de
salinidad, se observd mayor altura en las plantas regadas con NaCl concentracién
40mM con aspersion foliar de SA y menor altura en las regadas con solucion salina
a 80mM con aspersion de SA pero no se encontraron diferencias significativas con
respecto a los controles.

En relacién al numero de hojas, el tratamiento que presentdé menor nimero fue el
tratamiento de sequia moderada sin aspersion de &cido salicilico, seguido por los
tratamientos de salinidad 80mM y 40mM + SA. Figura 3.B.

La determinacion de peso fresco se realizo inmediatamente después de
cosecharlas, El tratamiento de salinidad 80mM sin aspersion de SA presento el
menor peso fresco, presentando diferencias significativas con respecto al control,
gue fue el tratamiento con el mayor peso fresco. La aspersion foliar de acido
salicilico evito la disminucion de peso fresco en plantas sometidas a estrés salino
concentracion 80 y 40mM, pues en ambos tratamientos se presento un mayor peso
fresco en las plantas tratadas con &cido salicilico que en la no tratadas, como se
muestra en la figura 3.C. El analisis de peso seco mostrd resultados similares, las

plantas sometidas a estrés por déficit de agua y estrés salino tratadas con acido
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salicilico presentaron mayor peso seco que las no tratadas, sin embargo

Unicamente se encontraron diferencias significativas en el tratamiento de salinidad

40mM sin aspersion de SA en comparacion con el control, que fue el grupo con el

mayor peso seco. No se apreciaron diferencias significativas entre los tratamientos

sometidos a estrés, como muestra la figura 3.D.
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Control Control Sequia Sequia  Sal Sal Sal Sal
+SA +SA  80mM 80mM+ 40mM 40mM +
SA SA

Figura 3. Promedios de parametros agronomicos al momento de la cosecha, se tomaron
mediciones de 10 individuos. Las barras representan la media +/- el error estdndar. Las letras
representan los resultados de la comparacion de medias por el método de Tukey-Kramer HSD,
letras diferentes entre grupos indican diferencias significativas. A) Gréfica de la altura al dia de la
cosecha. B) Gréfica del promedio del nimero de hojas por planta. C) Gréfica del peso fresco. D)

Gréfica del peso seco.

31



VI.3 Andlisis de porcentaje de agua en tejido fresco y seco.

Se calculd el porcentaje de agua Yy biomasa en la composicion del peso fresco.
Analizar la composicion del peso es importante pues los mecanismos de
resistencia o tolerancia a distintos tipos de estrés abidtico se asocian con la
capacidad de las plantas para mantener niveles 6ptimos de potencial de agua en
los tejidos asi como también con la capacidad para completar su ciclo biolégico en
un meno periodo (Harb y col., 2010). Esto se realiz6 calculando la proporcion del
peso seco en el peso fresco, considerando el peso fresco de cada tratamiento
como 100%. Con este andlisis se pudo observar que las plantas del tratamiento
salinidad 40mM con y sin aspersion de &cido salicilico presentaron la mayor
acumulacion de agua en los tejidos y la menor proporcién de biomasa, mostrado
en la figura 4 A y B, siendo el no tratado con SA el que presenté la menor

proporcion de biomasa.

Cuadro 3. Resumen de datos peso fresco, seco y proporcion de biomasa.

Peso fresco Agua en tejido Biomasa
Peso (g) % Peso (g) %

Tratamiento

Control 17.195" 13.090" 761  4.105" 23.9
Control + SA 16.418°  13.080"® 797 3.338" 203
Sequia 15.809" 13.297"® 823  2.512"° 17.7
Sequia + SA 15.801" 13.290"®  80.6  2.512"° 19.4
Salinidad 80mM 12.9048 10.227"% 793  2677"® 207

Salinidad 80mM + SA 14.708"B 11.769"8 80.0 2.939" 20.0

Salinidad 40mM 15.269"8 13.0838 85.7 2.186° 14.3
Salinidad 40mM + SA 16.606° 13.805" 83.1 2.801"® 16.9
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Unicamente se encontraron diferencias significativas entre este tratamiento y el
control. En las plantas sometidas a sequia, se obtuvo una ligera proporcibn mayor
de biomasa en las plantas tratadas con SA, mientras que en las sometidas a estrés
salino 80mM se observo un resultado inverso, con mayor proporcion de biomasa
en las no tratadas con SA, sin encontrar diferencias significativas en ambos casos.
Estos resultados se muestran en la figura 4.C y se presenta un resumen de datos

en la cuadro 3.

A) B)
% agua en tejido % peso seco

AB A
AB AB 25 AB AB  AB AB
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Control Control Sequia Sequia Sal Sal Sal Sal Control Control Sequia Sequia Sal Sal Sal Sal
+ SA +SA  80mM 80mM+ 40mM 40mM + +SA +SA  80mM 80mM+ 40mM 40mM +
SA SA SA SA
C .
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0% Sal Sal
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Control . | Sequia | Sal Sal

Control Sequia 30mM 40mM

+SA +SA | 80mM +SA 40mM +SA

"% agua 76.1 79.7 823 806 793 80.0 857 831

u% Biomasa| 23.9 20.3 17.7 19.4 20.7 20.0 14.3 16.9

Figura 4. Composicién del peso fresco, los datos se obtuvieron calculando la proporcion del peso
seco en el peso fresco, considerando la diferencia entre peso fresco y seco como el aporte de agua
en los tejidos al peso fresco y el peso fresco de cada tratamiento como 100%. Las barras de error
representan la media +/- el error estandar y las letras los resultados de la comparacion de medias
por el método de Tukey-Kramer HSD, letras diferentes entre grupos indican diferencias
significativas. A) Grafica de la proporcion de agua en tejido. B) Grafica de la proporcion de biomasa
en el peso fresco. C) Suma de las proporciones de agua en tejido y biomasa.

34



VI.4 Andlisis del efecto de los tratamientos de sequia moderada y severa.

Los efectos de la sequia en las plantas a nivel fenotipico consisten en
marchitamiento de la planta, pérdida de vigor, enrollamiento y rigidez de las hojas,
coloracion opaca y posteriormente muerte de las hojas afectadas. A nivel
fisiologico se presenta una disminucidn de la actividad fotosintética y transpiracion
reduciendo el crecimiento y desarrollo de la planta (Shinozaki y Yamaguchi 2006).

En la figura 5 se muestra el estado de las plantas previo al inicio del estrés.

Como se menciond anteriormente, las plantas sometidas a sequia severa se
marchitaron considerablemente y posteriormente murieron, ningun individuo de las
plantas tratadas y no tratadas con SA sobrevivié este nivel de estrés. Por otro lado,
en las plantas sometidas a sequia moderada fueron apreciables diferencias a nivel
fenotipico entre las plantas tratadas y no tratadas con SA en el numero de hojas y
la altura. Otra diferencia observable consisti6 en el periodo de recuperacion
posterior al estrés.

Se evalud el tiempo en que las plantas superaban los efectos de la sequia,
observando un periodo mas corto en las plantas tratadas con acido salicilico. Se
suspendio el riego de las plantas por 3 dias restaurandose al dia 4. Al quinto fue
apreciable una mayor mejoria en las plantas tratadas con aspersion foliar de acido
salicilico 0.1mM. Estas diferencias se muestran en la figura 6.

V1.6 Determinacién de fenoles

Al identificar diferencias en la expresion en el gen PAL, gen clave que divide el
metabolismo primario del secundario, se procedid6 a medir el contenido de
metabolitos secundarios como fenoles y flavonoides asi como también la
capacidad antioxidante de las plantas sometidas a los distintos tipos de estrés. En
la cuantificacion fueron apreciables cambios en el contenido de fenoles entre las
plantas tratadas y no tratadas con SA en los distintos tipos de estrés. En
condiciones de no estrés para la planta, se presento un mayor contenido en las

plantas tratadas con SA, sin encontrarse diferencias significativas entre ellas. En
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las plantas sometidas a sequia, las plantas tratadas con SA presentaron niveles de
fenoles similares a los de los controles mientras que en las no tratadas se obtuvo
menor concentraciéon. Sin embargo, el contenido de fenoles aumento
considerablemente en estas plantas durante el periodo de recuperacion
alcanzando una concentraciéon similar a la de los controles. EI mayor contenido de
fenoles se presento en el tratamiento de sequia tratado con SA durante el periodo
de recuperacion. En las plantas sometidas a salinidad 80mM se observé un efecto
inverso al de sequia, pues se determind menor concentracion de fenoles en las
plantas tratadas con SA y un alto contenido de fenoles en las no tratadas,
encontrandose diferencias significativas comparandolas con los controles. Estos

datos se muestran en la figura 7.

Control Sequia Sequia Salinidad  Salinidad Tratamiento
moderada  severa 40mM 80mM

- Sin aspersion
foliar de acido
salicilico 0.1mM

. Con aspersion
__ foliar de écido
~ salicilico 0.1mM
- cada 5 dias.

Figura 5. Estado de las plantas al dia O de tratamiento, En la fila superior se muestran las plantas
no tratadas con SA 0.1mM, en la inferior las que fueron tratadas con aspersion foliar de SA 0.1 mM
cada 5 dias. Los grupos se organizaron de izquierda a derecha en control, sequia moderada,
sequia severa, salinidad 40 y 80 mM
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1 2 3 5 6 Tratamiento

Control

Sequia
moderada

Sequia
moderada +
SA 0.1 mM

Figura 6. Apariencia visual de las plantas sometidas a los tratamientos de sequia moderada durante
la etapa de estrés y el periodo de recuperacion. A) Las columnas muestran los dias del tratamiento.
La primer fila muestra la misma planta del grupo control, la segunda una planta sometidas a sequia
moderada sin tratamiento de 4cido salicilico y la tercer fila a un individuo sometido a sequia tratado
con aspersioén foliar de acido salicilico 0.1 mM. B) Plantas del grupo sometido a sequia moderada
sin aspersion se SA, al dia 5 del estudio. C) Plantas sometidas a sequia tratadas con SA. Fotos al
dia 5 de tratamiento.
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Contenido de fenoles
25

20 BC

15

BC

10

mg equivalentes de acido
Galico/ gramo de muestra

Sal
80mM
+ SA

13.151 | 15.725 | 8.600 | 14.093 | 17.043 | 21.092 | 20.465 | 14.438

Control | Sequia | Sequia | Sequia | Sequia | Sal

Control | = "sp 1 11+SA| 2 |2+SA| 8omMm

Figura 7. Determinacion de fenoles, expresado como miligramos equivalentes de acido galico por
gramo de muestra. Las barras de error representan el error estandar y las letras los resultados del
andlisis estadistico por el método de Tukey HSD, se usé un valor a de 0.1. Letras diferentes entre
grupos indican diferencias significativas.

V1.7 Determinacion de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides mostré una tendencia similar a la de fenoles. En
condiciones de no estrés se presentd mayor concentracion en las plantas tratadas
con SA, fueron apreciables diferencias significativas entre las plantas de estos
grupos. Durante la etapa de estrés en las plantas sometidas a sequia se determino
una menor concentracion en las plantas no tratadas con SA que las si tratadas vy
un incremento del doble de concentracion de flavonoides durante el periodo de
recuperacion. La combinacion de sequia y aspersion foliar de acido salicilico
indujeron el mayor contenido de flavonoides entre todos los grupos, observandose
diferencias significativas con los demas. En las plantas sometidas a salinidad
80mM se obtuvo menor concentracion en las plantas tratadas con SA que en las
no tratadas, las no tratadas mostraron alto contenido de flavonoides,
encontrandose diferencias significativas con los controles, como se muestra en la

figura 8.
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V1.9 Determinacién de prolina

Para evaluar el efecto del &cido salicilico en los mecanismos de resistencia a
estrés se cuantifico la acumulacion de prolina en los tejidos. Este aminoacido
participa manteniendo el potencial de agua en los tejidos, lo que le permite a la
planta resistir estrés hidrico y osmdético. En condiciones no estresantes para la
planta se presentaron concentraciones de prolina bajas en el tejido, incluso con
aspersion foliar de SA. Al someter las plantas a estrés el contenido de prolina en
los tejidos aumento en los 2 tratamientos, sequia y salinidad 80mM. Fue apreciable
que al combinar el tratamiento de acido salicilico con estrés se tuvo una mayor

acumulacion de prolina, como se puede ver en la figura 9. A

Contenido de flavonoides

70 A A
60

50 B B
BC BC

CcD

40
30 D
20
10

Sal
80mM
+ SA

22.047 | 34.774 | 23.642 | 44.639 | 43.673 | 60.245 | 57.809 | 37.931

mg equivalentes de rutina /
gramo de muestra

Control | Sequia | Sequia | Sequia | Sequia | Sal

Control | ™ "sp™ "4 | 1+SA| 2 |2+SA 80mM

Figura 8. Determinacién de flavonoides. Expresado como miligramos equivalentes de rutina por
gramo de muestra. Las barras de error representan el error estandar y las letras los resultados del
anadlisis estadistico por el método de Tukey HSD, se usé un valor a de 0.1. Letras diferentes entre
grupos indican diferencias estadisticamente significativas.

V1.10 Contenido de clorofila

Para evaluar de manera indirecta cambios en la actividad fisiol6gica en las plantas
sometidas a estrés, se determind la cantidad de clorofila usando un medidor de
clorofla SPAD marca Minolta. La coloracion en las hojas se relaciona

directamente con la cantidad de clorofila y la cantidad de nitrdgeno en la hoja. Este
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umoles prolina/g tejido peso fresco

12

10

andlisis mostro diferencias significativas Unicamente en las plantas sometidas a
sequia sin aspersion de acido salicilico, presentando menor cantidad de clorofila en
el tejido. Las plantas bajo estrés salino no mostraron diferencias comparandolas

con los controles. Figura 9.B
A) B)
Clorofila (SPAD’s)

Prolina
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Figura 9. Cuantificacion de prolina y clorofila. A) contenido de prolina, resultados expresados como
pmoles de prolina por gramo de muestra. B) contenido de clorofila, determinaciones SPAD. Las
barras de error representan el error estandar y las letras los resultados del andlisis estadistico por el
método de Tukey HSD, letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos.

V1.8 Determinacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se relaciona con el contenido de metabolitos
secundarios activos presentes en el tejido. Para abordar este andlisis se calcularon
la concentracién de antioxidantes presentes en el tejido como pumoles equivalentes
de trolox por miligramo de muestra, el porcentaje de DPPH degradado por
tratamiento y el t-EC50, que es un parametro usado para evaluar la eficiencia en la
degradacion de DPPH calculando el tiempo que tarda en degradarse el 50% de
DPPH, a menor t-EC 50 mas eficiente se considera la degradacién del compuesto

oxidante. Los resultados obtenidos se relacionan directamente con la
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concentracion de fenoles y flavonoides. Las graficas de concentracion de
antioxidantes equivalentes a trolox y de porcentaje de DPPH degradado siguen la
misma tendencia que las graficas de contenido de fenoles y flavonoides.

En los analisis anteriores se pudo observar en las plantas del grupo control mayor
concentracion de fenoles y flavonoides en las plantas tratadas con acido salicilico,
viéndose esto reflejado en la concentracion de antioxidantes equivalentes a trolox y
por consiguiente una mayor degradacion de DPPH en las plantas tratadas con SA.
En las plantas sometidas a sequia durante el periodo de estrés se aprecia una baja
concentracion de antioxidantes en las plantas no tratadas y una concentracion
similar a las del control en las plantas tratadas. En este mismo grupo se aumenta la
concentracion de antioxidantes durante el periodo de recuperacion del estrés.

En el grupo de plantas sometidas a salinidad 80mM se observd una menor
concentracion de antioxidantes y una menor degradacion en las plantas que fueron
tratadas con &cido salicilico, sin embargo las plantas no tratadas sometidas a
salinidad presentaron una alta degradacion de DPPH correlacionada con la alta
concentracion de antioxidantes presentes en los tejidos. Estos datos se muestran

en lafigura 10 Ay B.

El tratamiento mas eficiente para degradar la mayor cantidad de DPPH fue el de
las plantas sometidas a salinidad 80mM sin aspersion de SA seguido por las
plantas en periodo de recuperacién de sequia tratadas con acido salicilico. Es
importante resaltar que las plantas sometidas a sequia durante el periodo de estrés
sin tratamiento con acido salicilico presentaron poca concentracién de
antioxidantes pero una eficiencia mayor para degradar DPPH que las plantas
tratadas con SA pues presentaron un t-EC50 menor, como se muestra en la figura
10.C. En el cuadro 4 se presenta un resumen de los datos de capacidad

antioxidante.
V1.5 Evaluacion de expresion de genes de resistencia.

Se realizé un analisis bioinforméatico para identificar secuencias reportadas de RNA

mensajero de lechuga (Lactuca sativa) en la pagina del NCBI. Se determind utilizar
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las secuencias de los genes fenilalanina amonio liasa (PAL), catalasa (CAT),
superoxido dismutasa (SOD) por su participacién en reacciones de resistencia a
distintos tipos de estrés para evaluar los cambios en expresion genética en relacion
con estrés abidtico. Se seleccion6 el gen betatubulina (BTUB) como control interno.
Se disefiaron los oligonucledtidos respectivos para cada gen usando los programas
Genius, AmplifX y Serialcloner y se evaluaros realizando reacciones en cadena de
la polimerasa (PCR) virtuales en los programas AmplifX y Serialcloner. De este
analisis se obtuvieron fragmentos esperados de entre 340 y 550 pares de bases.
Las secuencias de los oligonucledtidos y el tamafio de los fragmentos esperados
se muestran en el cuadro 5. Posterior a la evaluacion virtual de los oligonucleétidos
se estandarizaron las condiciones de temperatura y mezcla de reaccion para la
reaccion en cadena de la polimerasa. La estandarizacion de la técnica se realizo
con DNA genomico de lechugas del tratamiento control. Las condiciones de
temperatura se muestran en la figura 11. Los ologonucleotidos fueron disefiados

con temperaturas de hibridacion similares entre genes para facilitar la reaccion.

Cuadro 4. Resumen de datos sobre capacidad antioxidante.

Tratamiento pmol eq. trolox % degradacion DPPH t- EC 50
Control 561.339 52.227 34.416
Control + SA 716.136 64.611 32.635
Sequia 1 239.269 24.632 24.224
Sequia 1 + SA 592.543 54.723 32.831
Sequia 2 762.636 68.331 28.664
Sequia 2 + SA 841.564 74.645 21.881
Salinidad 80mM 853.801 75.624 19.767
Salinidad 80mM + SA 600.497 55.360 34.692
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Cuadro 5. Oligonucleotidos usados para la reaccion en cadena de la polimerasa.

Gen Oligonucleotidos pb.
Sentido 5" a 3’ Antisentido (5" a 3")*

PAL aatggctcggacctcaaatcgaagtaatc cgctttgaacatggttggtgactgg 375

CAT tcggaggagctaatcacagccatgc acctggatcacagtcctttcacgggttc 544

SOD gttcaatggcggaggtcatgtgaatc gcatgctcccaaacgtctatgccaag 309

B-TUB attcccttggtggtggaacaggatcag tagatggcggaagcggtgaggtagc 535

umol eq de TROLOX/g muestra % degradacion DPPH
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Figura 10. Andlisis de capacidad antioxidante. Las barras representan el promedio de las
determinaciones de cada grupo. Las barras de error muestran el error estandar y las letras los
resultados del analisis estadistico por el método de Tukey HSD, se usé un valor a de 0.05. Letras
diferentes entre grupos indican diferencias estadisticamente significativas. A) Concentracion de
compuestos antioxidantes equivalentes de trolox, expresado como pmoles equivalentes de trolox
por mg de muestra. B) Porcentaje de DPPH degradado por tratamiento. Calculado como proporcion
de la absorbancia de DPPH sin antioxidantes, a partir de la formula (1- abs muestra/abs
DPPH)*100. C) Grafica del t-EC50, expresado en minutos y calculado al interpolar el valor medio
de absorbancia en la ecuacion de la grafica. A menor t-EC50 mayor eficiencia para degradar DPPH.
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Figura 11. Condiciones de temperatura y fragmentos esperados para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) A) Muestra la rampa de temperatura utilizada asi como los tiempos de cada ciclo.
B) Estandarizacion de las condiciones de PCR y evaluacion de los oligonucleétidos.

Posterior a la estandarizacion, se extrajo RNA total por el método de trisol, descrito
en materiales y métodos y se verificd la integridad del RNA por medio de
electroforesis usando geles de agarosa desnaturalizante. EI RNA extraido se
cuantific6 con el programa Gelquant y se procedi6 a sintetizar DNA
complementario, cargando la misma cantidad de RNA en nano gramos para cada

tratamiento. El estado del RNA se muestra en la figura 12.

Al realizar PCR se encontraron diferencias en la expresion de todos los genes
analizados, siguiendo tendencias similares. La aspersion foliar de acido salicilico
0.1mM indujo ligeramente la expresion de los tres genes analizados (PAL, CAT y
SOD) en condiciones de no estrés para la planta y en sequia. En las plantas
sometidas a sequia hubo muy poca expresion en las plantas no tratadas con SA,
las bandas no fueron apreciables a simple vista pero fueron detectadas por el
programa de cuantificacién. Durante el periodo de recuperacion de la sequia
aumento considerablemente la expresion de los genes analizados. La expresion de

PAL aument6 aproximadamente 10 veces en las plantas no tratadas mientras que
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en las tratadas aumenté el doble. De igual manera se incremento la expresion de

catalasa y superoxido dismutasa durante el periodo de recuperacion del estrés.

A) B)

123 4 567 8 123 4 567 8

Figura 12. Electroforesis de RNA en gel de agarosa desnaturalizante. Carril 1: control, carril 2:
control + SA, carril 3: Sequia estrés, carril 4: sequia estrés + SA, carril 5: sequia recuperacion, carril
6: sequia recuperacion + SA, carril 7: salinidad 80mM, carril 8: salinidad 80mM + SA. A) Muestra la
integridad del RNA total extraido de plantas de lechuga. B) Electroforesis de RNA posterior a la
cuantificacién, se cargo la misma cantidad de RNA en cada poso.

En los tratamientos de sequia fue apreciable el efecto del &cido salicilico exdgeno
en la expresion de genes, no siendo asi en las plantas sometidas a salinidad
80mM, pues se observo una expresion similar en las plantas tratadas y no tratadas
con SA a la expresion presente en los controles. Estos resultados se muestran en
la figura 13 y en el cuadro 6. No se muestran los resultados del gen beta tubulina,
porque no fue posible utilizarlo como control de carga porque al ser un gen

estructural, se afecta su expresion de manera proporcional al nivel de estrés,
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Figura 13. RT-PCR de genes de resistencia a estrés. Los carriles corresponden a los distintos
tratamientos. Carril 1:control, carril 2:control + SA, carril 3:sequia, carril 4:sequia + SA, carril
5:sequia recuperacion, carril 6:sequia recuperacion + SA, carril 7:salinidad 80mM y carril 8:salinidad
80mM + SA. La primer fila corresponde al gen fenilalanina-amonio-liasa (PAL), la segunda fila a
catalasa (CAT), la tercera al gen superdxido dismutasa (SOD Mn) y la dltima fila muestra el RNA
usado para la sintesis de la primer cadena complementaria.

Cuadro 6. Expresion de genes de resistencia. Cuantificacion de los resultados de la
PCR.

Expresidon genes de resistencia, nano gramos DNA

Tratamiento B-TUB PAL CAT SOD Mn
Control 9.6 17.80 7.0 24.20
Control + SA 4.7 20.16 33.66 37.66
Sequia 1 4.1 4.4 4.5 4.7
Sequia 1 +SA 6.0 15.30 9.9 34.33
Sequia 2 31.00 47.33 74.00 45.66
Sequia 2 + SA 15.01 38.33 72.00 48.00
Salinidad 80mM 5.9 14.26 11.20 40.00
Salinidad 80mM + SA 7.8 14.80 10.53 32.60
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VIl DISCUSION

El objetivo de este trabajo se centra en evaluar la relacién de genes inducidos por
estrés y acido salicilico con la produccién de fenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante, asi como el efecto de estos genes con la resistencia a distintos tipos
de estrés abidtico. En plantas sometidas a sequia se observo la induccion de la
enzima PAL en plantas tratadas con SA y se determiné un mayor contenido de
fenoles y flavonoides asi como una mayor capacidad antioxidante, permitiéndole a
la planta reponerse mas rapidamente de la sequia. Por otro lado, en plantas
sometidas a salinidad hubo una menor induccion de la enzima PAL que en las
plantas de sequia, la aspersién foliar de acido salicilico tuvo un efecto negativo en
la sintesis de fenoles y flavonoides pues se determind una menor concentracion de
estos compuestos en las plantas tratadas con SA, sin embargo se observo
induccion del gen SOD, lo que muestra que el mecanismo inducido para la
tolerancia a salinidad se relaciona con el estrés Oxidativo generado por la

acumulacion de iones Na* en tejido.

VII.1 La aspersion foliar de acido salicilico 0.1mM aumenta la turgencia celular en

condiciones estresantes para la planta.

Al someter a las plantas de lechuga (Lactuca sativa) a condiciones de sequia se
observé una reduccion en el crecimiento de las plantas, presentaron menor altura y
menor proporcidon de biomasa en comparacion con el control. Cuando las plantas
se enfrentan a estrés hidrico, el contenido de agua dentro de la planta disminuye
considerablemente, la célula se encoge y la pared celular se relaja. Este cambio en
el volumen disminuye la presion de turgencia y aumenta la concentracion de
solutos en la célula (Zeiger y Taiz, 2007). Al reducirse la presion de turgencia se
afectan las actividades dependientes de ella, como el crecimiento, desarrollo
celular y actividades metabdlicas como fotosintesis. Al disminuir el desarrollo
celular se reduce la superficie de area foliar, disminuyendo asi la pérdida de agua
por transpiracion ayudando a la planta a usar al maximo el suministro de agua

disponible. El objetivo de los mecanismos para resistir el déficit de agua es
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mantener el potencial de agua en los tejidos (Janda y col., 2007, Harb y col., 2010).
Las plantas tratadas con aspersion foliar de acido salicilico presentaron una altura
y peso fresco comparable al de los controles y mayor biomasa en comparacion con
las plantas del mismo tratamiento sin aspersion de SA. Ademas presentaron un
periodo de recuperacién del estrés menor, lo que nos indica que los mecanismos
para mantener la turgencia celular y mantener asi las funciones celulares fueron
inducidos en alguna manera por el acido salicilico. Las plantas tratadas con SA
presentaron sintomas de sequia menos severos que las plantas no tratadas, como
se observa en la figura 6. Sin embargo no se tienen datos de peso fresco y seco de
las plantas durante la etapa estrés para determinar el contenido de agua en el

momento del estrés.
VII.2 Efecto de la aspersion de acido salicilico en condiciones de salinidad.

El estrés salino afecta de 2 formas el equilibrio fisiolégico, generando diferencias
de presion osmotica en la raiz impidiendo la absorcion normal de agua generando
un “estrés hidrico por falta de agua” inducido por sales asi como también por
acumulacion de iones Na“ generando concentraciones toxicas en los tejidos
(Ahmed y col, 2010). Las altas concentraciones de Na* desequilibran el potencial
i6nico fomentando la entrada de iones CI, inhiben la funcién de algunas enzimas
y reducen la fotosintesis induciendo la creacion de ROS (Munns y Tester, 2008).
Los mecanismos de tolerancia a salinidad se pueden agrupar en 3 categorias. La
primera es una respuesta a la presion osmotica que impide la absorcion de agua
por la raiz, esta respuesta esta enfocada a mantener el potencial de turgencia en
los tejidos. El segundo mecanismo se enfoca a evitar la entrada de iones Na* a la
planta, por medio de exclusién en las raices minimizando la concentracion en
hojas. El tercer mecanismo se enfoca en regular las concentraciones toxicas en el
citoplasma, esto ocurre por medio de la compartamentalizacion de iones en
vesiculas, la expulsion de iones y también la acumulacion de compuestos
protectores de bajo peso molecular (Munns y Tester, 2008). En las plantas
sometidas a estrés salino durante este experimento fue visible el efecto osmatico

de la solucién salina 40 y 80mM. Las plantas sometidas a salinidad 40mM
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presentaron una inhibicion en el crecimiento y menor peso fresco y seco que las
plantas tratadas con SA. La aspersion de SA disminuyo la perdida de biomasa
causada por el estrés por déficit de agua inducido por la concentracion 40mM de
NaCl. Ambos tratamientos tratados y no tratados con SA tuvieron una acumulacion
mayor de agua en tejido en comparacion con los controles. Las plantas sometidas
a un nivel mayor de salinidad también presentaron disminucion de crecimiento pero
en estas plantas fue observable el efecto de toxicidad por iones Na* en las hojas
pues presentaban sefiales de senescencia. Hubiera sido conveniente evaluar las
sefiales de senescencia de manera mas puntual para determinar el efecto del
acido salicilico en la acumulacién de iones Na®*. Con este nivel de estrés no fueron
apreciables diferencias claras entre plantas tratadas y no tratadas con &acido
salicilico foliar. Las plantas no tratadas presentaron mayor altura pero menos peso
fresco y seco, en comparacion con las tratadas. Se ha reportado en trabajos
previos que el efecto protector del &cido salicilico en distintos tipos de estrés
abidtico depende del estado de la planta al momento de la aplicacion asi como
también de la forma de aplicacién y concentracién (Horvath y col., 2007, Munns y
Tester, 2008).

VII.3 Efecto del acido salicilico en la acumulacion de compuestos osmoprotectores.

Mantener niveles éptimos de turgencia en los tejidos es algo clave para las plantas
en condiciones de estrés. Esto se puede lograr con la acumulacion intracelular de
compuestos de bajo peso molecular, como prolina para mantener un ajuste
osmoético adecuado para la célula (Harb y col., 2010). Las plantas sometidas a
estrés durante este estudio mostraron mayor concentracion de prolina en
comparacién con los controles y una aun mayor concentracion al combinar el
estrés con acido salicilico. Esto se debe a que el acido salicilico desencadena
cascadas de sefalizacion que tienen como objetivo encender genes de resistencia
a estrés (Yu y Jez, 2008). Hubiera sido interesante medir la expresion de otras
enzimas involucradas en la ruta fenilpropanoide para determinar el mecanismo
para la acumulacién en prolina en diferentes tipos de estrés. En sequia se indujo

PAL y sintesis de fenoles y flavonoides con &acido salicilico asi como la
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acumulacion de prolina, sin embargo en sequia no aumento la sintesis de PAL ni
concentracion de antioxidantes con la aspersion de acido salicilico, pero si la

acumulacion de prolina.

VII.4 Efecto del acido salicilico en la sintesis de fenoles, flavonoides y capacidad

antioxidante.

Las plantas cuentan con mecanismos especificos para responder al estrés
oxidativo, como los son el mecanismo enzimatico y no enzimatico. Dentro del
mecanismo no enzimatico se agrupan el acido ascérbico, glutation, fenoles y
flavonoides, entre otros metabolitos secundarios (Sarvaajet y Narendra, 2010).
Como se ha mencionado antes, la enzima PAL es la enzima clave que divide el
metabolismo primario del secundario, su importancia radica en que esta enzima
inicia la sintesis de toda una division de compuestos con actividades especificas
dependiendo de su estructura. Estos compuestos incluyen a los fenilpropanoides
gue son precursores de flavonoides, coumarinas, isoflavonoides, estibenos y otros
compuestos fendlicos (Junli y col., 2010). Estos compuestos tienen importantes
funciones en la naturaleza como protectores contra patdgenos, luz UV, moléculas
regulatorias en la transduccion de sefiales, de comunicacion con otros organismos
y antioxidantes (Ferrer, 2008). Muchos productos de la ruta fenipropanoide tienen
funcion antioxidante porque cuentan con mdultiples grupos hidroxilo y dobles
enlaces, permitiéndoles interactuar con radicales libres e iones oxidantes (Yu y
Jez, 2008).

La sintesis de PAL puede ser inducida por mdltiples estimulos ambientales,
aumentando de esta manera la biosintesis de fenilpropanoides. La aspersion foliar
de &cido salicilico amenté ligeramente la expresion de PAL en el grupo control,
relacionandose directamente con el mayor contenido de fenoles, flavonoides y
capacidad antioxidante en el tratamiento control tratado con SA. La mayor
diferencia entre las plantas sometidas a sequia consistié en la rapida recuperacion
del estrés de las plantas tratadas con SA, relacionado con el aumento de expresiéon

de PAL y contenido de compuestos antioxidantes. Durante la etapa de
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recuperacion, estas plantas mostraron una mayor eficiencia para degradar DPPH
que las plantas no tratadas con SA, aun cuando ambos tratamientos presentaron

niveles similares de antioxidantes en el periodo de recuperacion.

En el grupo salinidad 80mM se determind una menor expresion de PAL en ambos
tratamientos en comparacion con los controles. Sin embargo, el tratamiento no
tratado tuvo una alta concentracion de fenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante, ademas de alta expresion de SOD. Estos datos suponen respuesta a
niveles toéxicos de iones en tejidos. Las plantas tratadas con SA aunque
presentaron mayor peso fresco y seco, tuvieron menor capacidad antioxidante que
las no tratadas. Con esta concentracion de NaCl el acido salicilico contribuy6 a
aumentar la turgencia en tejido pero no indujo la sintesis de PAL y redujo la

sintesis de fenoles y flavonoides.
VII.5 Efecto del &cido salicilico en la induccién de genes de resistencia a estrés.

En articulos publicados se describe el rol del 4cido salicilico como participante en
la sefalizacion e inductor de factores de transcripcidn en condiciones de estrés
bidtico y abidtico. Inducn genes de proteinas relacionadas a patégenos en estrés
biético y genes para adaptacién o tolerancia a estrés abiético, como por ejemplo
genes para sintesis de enzimas con capacidad antioxidantes, polifenoles y de otros
mecanismos de sefializacion (Klessing y col., 2000, Agrios, 2005, Horvéath y col,
2007, Janda y col, 2007, Zhixiang y col., 2009, Sarvaajet y Narendra, 2010). En
condiciones de estrés abibtico el acido salicilico induce la reaccién hipersensible
fomentando la sintesis de ROS’s (Mur y col., 2008). En situaciones de estrés
abidtico el SA puede tener efectos perjudiciales o benéficos para la planta,
dependiendo en gran manera de la concentracion (Klessing y col., 2000, Horvath y
col., 2007). En bajas concentraciones induce cantidades moderadas de ROS’s que
desencadenas estrés oxidativo moderado, lo que activa mecanismos naturales
para contrarrestar los compuestos oxidantes, de esta manera cuando se presentan
factores de estrés abibtico la planta esta preparada para contrarrestar los efectos

oxidantes, producto de la interrupcién de la interrupcion de las funciones
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fisiologicas normales, permitiéndole restituir el equilibrio fisiolégico (Apel y Hirt,
2004, Sarvaajet y Narendra, 2010). En los experimentos realizados en este trabajo,
fue observable el efecto del acido salicilico al inducir la expresion de PAL, CAT y
SOD en condiciones de no estrés para la planta, figura9. Las plantas control
tratadas con SA mostraron una mayor expresion de estos genes. Este efecto
también fue apreciable en las plantas del grupo sometido a estrés por déficit de
agua durante la etapa de estrés. Al aplicar el periodo de recuperacion la expresion
de estos genes aumentd en ambos tratamientos, pero de mayor manera en las
plantas no tratadas pues en las que fueron tratadas ya se tenia niveles altos de
expresion. Las plantas tratadas mostraron un periodo mas corto de recuperacion
de la sequia. En el tratamiento de salinidad no se apreciaron diferencias en los
niveles de expresion de estos genes, sin embargo es notoria la expresion de la

enzima SOD para contrarrestar los efectos de toxicidad en las hojas.
VIIl CONCLUSION.

Los resultados obtenidos indican que la aspersion foliar de acido salicilico en baja
concentracion puede encender mecanismos de tolerancia o resistencia a estrés
abidtico. Esto ocurre por su participacién en la transduccién de sefiales teniendo
como fin la expresion de genes involucrados en distintas rutas que le permiten a
las plantas resistir el estrés. Sin embargo, por la participacion del acido salicilico
en reacciones de defensa a estrés bidtico, puede tener un efecto favorable o
perjudicial para la planta, dependiendo en manera importante de la concentracion
de SA que se utilice para inducir los mecanismos de defensa. Otro factor
importante para lograr el efecto protector del SA exdgeno es el tipo de estrés al
gue se somete la planta asi como del estado fisiolégico en que se encuentre
cuando se aplique el tratamiento de SA. Fue posible observar esto con al comparar
visualmente las plantas, las diferencias en expresion de los genes analizados, el
contenido de fenoles, flavonoides, prolina y capacidad antioxidante entre los
grupos sometidos a sequia y salinidad pues se apreciaron efectos diferentes entre

los factores de estrés..
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