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RESUMEN

Los patdégenos de plantas son responsables de bajos rendimientos en la
produccion agricola. Su control se realiza principalmente mediante métodos
quimicos y biolégicos con frecuencia propuestas para reducir su impacto
ambiental. Por otro lado, las interacciones planta-patbgeno o planta-
microorganismos, generan multiples sefiales dentro de las plantas que activan el
mecanismo de defensa, algunos de los cuales también puede ser inducida por
elicitores. La sefalizacion inducida por el inductor de planta sirve como una guia
para desencadenar una serie de eventos intracelulares que terminan en la
activacion de las cascadas de transduccion y las vias hormonales que finalizan en
la resistencia inducida (IR) y en consecuencia la activacion de la inmunidad planta
al estrés ambiental. En este sentido, hemos empleado elicitores para generar esta
IR en Capsicum annuum L. como sistema de estudio en las interacciones planta-
inductor y planta-inductor-patégeno. En este trabajo se evalud la produccion de
H,O, enddgeno causado por el &cido salicilico (AS), el quitosano (QN), y los
inductores de H,O, en Capsicum annuum L. La produccion de peroxido de
hidrégeno después de la induccién con los elicitores, asi como los andlisis de
actividades enzimaticas de catalasa (CAT) y fenilalanina amonio liasa (PAL)
fueron analizados. También se realiz6 el andlisis de la expresion génica de catl,
proteina relacionada con la patogénesis-1 (PR1), mkk1, mk1, mk2, wrkyd, wrkyl,
npr1, y B-tub fueron determinadas. Nuestros resultados muestran que el 6,7 y 10
mM concentraciones AS, 14 y 18 mM de H,0,, indujeron una produccién
abundante de H,O, enddgeno. Tratamientos QN indujeron las mismas respuestas
en menor proporcién que los otros dos inductores. En conclusion, la aplicacion de
los elicitores AS, QN y H,0O, en plantas de Capsicum annuum L. activa el sistema
de defensa de las plantas mediante la induccién de la expresion de los genes de
defensa prl, wrkyd y mkkl y el incremento en la produccion de metabolitos
secundarios como &acido cafeico, elagico, rosmarinico, rutina, quercetina y
resveratrol.

(Palabras clave: elicitores, estrés bidtico, estrés oxidativo, resistencia sistémica
inducida)



SUMMARY

Plant pathogens are responsible for large declines in agricultural production. Their
control is carried out mainly by chemical and frequently proposed biological
methods to reduce their environmental impact. On the other hand, plant-pathogen
or microbe interactions generate multiple signals within plants activating defense
mechanism, some of which can also be induced by elicitors (protective molecules).
Elicitor-induced plant signaling serves as a guide to a series of intracellular events
that end in activation of transduction cascades and hormonal pathways triggering
induced resistance (IR) and consequently activation of plant immunity to
environmental stresses. In this sense, we have employed elicitors to generate this
IR in Capsicum annuum L. as study system in plant-elicitor and plant-elicitor-
pathogen interactions. In this work, we evaluated the endogenous H,O, production
caused by salicylic acid (SA), chitosan (QN), and H,O, elicitors in Capsicum
annuum L. Hydrogen peroxide production after elicitation, catalase (CAT) and
phenylalanine ammonia lyase (PAL) activities, as well as gene expression analysis
of catl, pal, pathogenesis-related protein 1 (prl), ), mkkl, mk1, mk2, wrkyd, wrkyl,
nprl, y B-tub were determined. Our results displayed that 6.7 and 10 mM SA
concentrations, and, 14 and 18 mM H,0O, concentrations, induced an endogenous
H.O, and gene expression. QN treatments induced the same responses in lesser
proportion than the other two elicitors. In conclusion, the application of AS, QN and
H,O, elicitors in plants Capsicum annuum L. activates the defense system of
plants by inducing the expression of defense genes prl, wrkyd and mkkl,
increased production of secondary metabolites such as caffeic acid, ellagic,
rosmarinic, rutin, quercetin and resveratrol.

(Key words: elicitors, biotic stress, oxidative stress, induced systemic resistance)
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1 INTRODUCCION

Capsicum spp es una planta dicotiledonea que pertenece a la familia de
las solanaceas; el fruto es empleado principalmente como condimento en diversos
platillos gastronomicos, mientras que en la industria se utiliza para la produccion
de oleorresinas, pigmentos naturales y farmacos (Guzman-Maldonado et al.,
2002).

Con una produccién de 2.24 millones de toneladas (alrededor de 147,000
Ha sembradas) que representan un valor comercial de 8 mil millones de pesos,
nuestro pais ocupa el segundo lugar a nivel mundial como productor de esta
hortaliza antecedido de China que contribuye con una produccién de 25'015,498
Ton (SAGARPA, 2010).

Uno de los principales factores que afecta el rendimiento de este cultivo
son las enfermedades causadas por agentes fitopatdgenos como la generada por
el Oomiceto Phytophthora capsici (marchitez del chile; Gonzalez-Chavira et al.,
2002; Rico-Guerrero et al.,, 2002), por la bacteria Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (mancha bacteriana Orellana-Benavides et al., 2003) y las causadas
por geminivirus, siendo estas ultimas las que afectan principalmente los cultivos de
chile debido a su rapida distribucion por el insecto vector que las transmite. En
México, el rizado amarillo del chile fue la primera enfermedad asociada a
geminivirus. Esta enfermedad es producida por el virus huasteco de la vena
amarilla de chile (PHYVV, Pepper Huasteco Yellow Vein Virus) y por el virus del
mosaico dorado del chile (PepGMV, Pepper Golden Mosaic Virus) los cuales
causan pérdidas parciales o totales del cultivo (Torres-Pacheco et al., 1996). Para
ilustrar la magnitud de la problematica se estima que tan solo por estrés de origen

bidtico las perdidas a escala mundial son de poco mas de 42.1% (Agrios, 2005).

El uso de mecanismos de defensa en plantas, particularmente la
expresion y regulacion de la resistencia de amplio espectro asociada al fenémeno

ISR (resistencia sistémica inducida) y SAR (resistencia sistémica adquirida),



puede funcionar como una alternativa viable para el disefio de estrategias de
control de patégenos, con la finalidad de producir plantas con mayores niveles de
resistencia ya que las estrategias basadas en la regulacién de los mecanismos
naturales de repuesta al ataque de patdgenos, representa una forma mas viable y

duradera que producir plantas genéticamente modificadas.

La resistencia inducida es una forma de defensa activa que involucra la
expresion diferencial de genes y cambios metabdlicos que ocurren como
consecuencia de un proceso de reconocimiento especifico entre la planta y el
patogeno (Madriz-Ordefiana, 2002). Por otro lado, los elicitores son moléculas que
inducen la respuesta de proteccion en las plantas ante cualquier tipo de estrés
(Ozeretskovskaya y Vasyukova, 2002; Zhao et al., 2005; Boller y Felix. 2009;
Holopainen et al., 2009). Ademas, se ha observado que las plantas tratadas con
elicitores generalmente desarrollan resistencia en el hospedero, debido a que la
aplicacion de estos sobre la superficie de la planta activa mdultiples vias de
sefalizacion de defensa intracelular (Odjacova and Hadjiivanova, 2001; Garcia-
Brugger et al., 2006; Bent and Mackey, 2007; Holopainen et al., 2009).

Por lo tanto y debido a que no se ha establecido aun un mecanismo de
defensa inducible sostenible como alternativa al uso de pesticidas, se requiere
determinar la expresion génica diferencial y los cambios metabdlicos que esta
conlleva, en el modelo vegetal Capsicum annuum L. susceptible a enfermedades,
en presencia de los elicitores AS, QN y H,0,; con la finalidad de generar
estrategias de control que permitan aumentar el rendimiento de este cultivo que se
ve afectado por organismos antagonistas y disminuir el uso constante de

agroquimicos en los cultivos de interés comercial.



2 ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de Capsicum spp.

El chile (Capsicum spp), proviene de la palabra nahuatl chilli; es una
hortaliza que tiene una larga tradicion en la dieta de la poblacion mexicana, por lo
gue es uno de los atributos que la identifica y ha sido apreciado como condimento
desde tiempos prehispanicos dado que fue la base de la alimentacién de las
culturas de Mesoamérica junto con la calabaza, el frijol y el maiz. Se sabe que
tuvo origen entre Peru y Bolivia (Figura 2.1) y fue domesticado por primera vez en
México, ya que las evidencias mas antiguas de semillas de chile se remontan a los
afios 7,000 A.C y se localizaron en las zonas de Ocampo, Tamaulipas y

Coxcatlan, Puebla en la Republica Mexicana, distribuyéndose de América hacia

Europa, Africa y Asia por

convirtiéendose asi en un cultivo de uso y distribucion mundial (Molina-Torres et al.,

2001; CONAPROCH, 2005).

los conquistadores espafioles y portugueses,
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Figura 2.1. Origen y distribucion geografica de Capsicum spp (CONAPROCH,

2005).

Ademas de la importancia gastronédmica que ha adquirido el chile en

varios paises después de México, el chile también se caracteriza por su contenido
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de vitamina A y vitamina C, por ser fuente importante de pigmentos naturales y de
compuestos de uso farmacoldgico como los capsaicinoides, ademas de ser
utilizados también como materia prima para la obtencion industrial de oleorresinas
(Molina-Torres et al., 2001; Guzman-Maldonado et al., 2002).

En México, existe una gran diversidad de chiles tanto cultivados como
silvestres; todos los chiles pertenecen a la familia de las Solanaceas y al género
Capsicum, las especies cultivadas en México son: Capsicum baccatum, Capsicum
chinense, Capsicum pubescens, Capsicum frutescens y Capsicum annuum, de las
cuales ésta ultima es la més importante, ya que C. annuum agrupa la mayor
diversidad de chiles como el serrano, el jalapefio, el poblano, el morron, entre
otros (Pickersgill, 1984; Pozo-Campodoénico et al., 1991).

2.1.1 Clasificacion taxonémica de Capsicum annuum L.

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum spp
Especie: Capsicum annuum L.

2.2 Patdgenos de Capsicum spp

Una de las enfermedades de este cultivo es “la marchitez del chile”,
causada por el Oomiceto Phytophthora capsici, a esta enfermedad se encuentran

asociados un grupo de microorganismos fitopatbgenos de varias especies de



Fusarium, Rhizoctonia solani y el oomiceto Pythium spp. (Mufioz-Sanchez et al.,
1998; Gonzalez-Chavira et al. 2002; Rico-Guerrero et al., 2004).

Cabe senalar, que no solo este cultivo es atacado por hongos y
oomicetos, sino también por bacterias y virus; principalmente por Xanthomonas
campestris pv. Vesicatoria que origina la enfermedad conocida como mancha
bacteriana (Orellana-Benavides et al., 2003) mientras que las enfermedades
causadas por geminivirus son las que mayor efecto tienen en el cultivo de chile,
debido a su réapida distribucién por el insecto vector que las transmite. En México,
este cultivo se ve afectado principalmente por enfermedades de origen viral
causadas por los geminivirus PHYVV y PepGMV (Torres-Pacheco et al., 1996;
Godinez-Hernandez et al., 2001; Anaya-LoOpez et al., 2003 a, b).

2.3 Estrés bid6tico

El estrés es usualmente definido como un factor externo que ejerce una
alteraciéon de homeostasis en la planta, dando lugar a una serie de respuestas
bioquimicas o fisiologicas que define un estado particular diferente de un
organismo al observado bajo condiciones optimas (Benavides-Mendoza, 2002;
Peters et al., 2004; Susuki et al., 2005; Taiz y Zeiger, 2006).

El estrés bidtico se define entonces como el estrés que ocurre como
resultado de la demanda realizada por la planta por otros organismos vivos, tales
como bacterias, virus, hongos, parasitos, insectos y heridas (Peterson y Higley,
2001; Fujita et al., 2006). La respuesta al estrés es iniciada cuando la planta
reconoce el estrés a nivel celular, activando rutas de transduccién de sefiales que
transmiten informacion por medio de células individuales y por toda la planta,
conduciendo cambios en la expresion de varias redes de genes (Gorovits y
Czosnek, 2007).



El estrés bidtico es uno de los factores principales que afecta un amplio
rango de cultivos de ciertas especies y disminuye tanto el rendimiento como la
calidad del cultivo, la adaptacién y aclimatacién de los estreses ambientales,
resulta de eventos integrados que ocurren en todos los niveles de organizacion, es
decir, a nivel anatomico, morfoldgico, celular, bioquimico y molecular (Benavides-
Mendoza, 2002; Taiz y Zeiger, 2006).

2.3.1 Tolerancia al estrés bio6tico

El concepto de estrés se encuentra estrechamente relacionado con la
tolerancia al estrés, debido a que éste Ultimo se refiere a la capacidad de la planta
para hacer frente con cierto éxito al ambiente desfavorable que la rodea y
permanecer en un estado particular de estrés sin sufrir cambios significativos en
su fenotipo (Benavides-Mendoza, 2002; Fujita et al., 2006; Mittler, 2006; Taiz y
Zeiger, 2006).

Bajo este contexto, la investigacion agricola se ha centrado en los Ultimos
afios a estudiar la relacién entre la induccion de las vias de sefalizacion y la
respuesta de defensa de las plantas al estrés ambiental. Esto debido a que la
relacion que existe entre el estrés bidtico y el rendimiento de la planta afecta
directamente en las decisiones econémicas, asi como el desarrollo de practicas de
control (Roberts et al., 2002; Suzuki et al., 2005; He et al., 2007; Gorovits y
Czosnek, 2008).

2.4 Sistemainmune de las plantas

La mayoria de los microorganismos asociados a plantas son patdgenos
gue dafian el crecimiento y reproduccion de la misma; por lo que las plantas

responden generalmente a la infeccion haciendo uso del sistema inmune innato



que las caracteriza (Jones y Dangl, 2006). Esto es, puede reconocer y responder a
moléculas comunes de varias clases de microorganismos, incluyendo no
patbgenos. O responder a factores de virulencia de patdgenos, ya sea

directamente o a través de sus efectos sobre el hospedero (Jones y Dangl, 2006).

Las plantas con frecuencia difieren en su resistencia a patdgenos
microbianos. Esto se debe a la velocidad e intensidad de reaccion y tipo de
respuesta que genere el sistema inmune de la planta; cuando ésta entra en
contacto con las moléculas del patdgeno a las cuales responde este sistema. Es
decir, las plantas resistentes responden mas rapido y mas vigorosamente a los

patdgenos que las plantas susceptibles (Taiz y Zeiger, 2007).

En general, el término “inmunidad” se refiere al estado fisiolégico de tener
suficientes defensas biologicas para evitar una infeccién, una enfermedad o
cualquier invasion biolégica no deseada. Esta definicidbn se aplica a todos los
sistemas eucarioticos multicelulares, por lo que es apropiado describir la habilidad
gue tienen las plantas para enfrentar infecciones microbianas como una respuesta
‘inmune” (Jones y Dangl, 2006; Zipfel et al., 2008; Castro-Mercado y Garcia-
Pineda, 2009). Por lo tanto, la respuesta inmune primaria de la planta se define
como la inmunidad disparada por el reconocimiento de estructuras invariables de
la superficie microbiana llamadas patrones moleculares asociados a — patdgenos
o0 microbios (PMAPs/MAMPs) a través de proteinas receptoras Illamadas
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en ingles), las
cuales son importantes para guiar la inmunidad a la infeccion microbiana es todas
las especies de plantas (Chisholm et al., 2006; Jones y Dangl, 2006; Bittel y
Robatzek, 2007, Castro y Garcia, 2009; Boller y Felix, 2009; Postel y Kemmerling,
2009).

Las estructuras PAMPs son normalmente los componentes esenciales de
toda clase de patdgenos, como la flagelina bacteriana y la quitina fangica. Las
plantas también responden a moléculas enddgenas liberadas por la invasion de
patdgenos, tales como la pared celular o fragmentos cuticulares llamados patrones

moleculares asociados al peligro (DAMPSs) (Lotze et al., 2007; Matzinger, 2007;
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Zipfel et al., 2008; Postel y Kemmerling, 2009). A su vez, la estimulacion de PRRs
guia a la inmunidad disparada por PAMP (PTI) (Dodds y Rathjen, 2010). Las
respuestas intracelulares asociadas con PTI incluyen cruzamiento rapido de flujo
idnico a través de la membrana plasmatica, activacion de la ruta de sefalizacion
MAP cinasa, produccion de especies reactivas de oxigeno, cambio rapido en la
expresion génica y reforzamiento de la pared celular (Zipfel, 2008). Junto con la
PTI, una segunda clase de percepcion involucra el reconocimiento por receptores
intracelulares de moléculas virulentas del patdégeno llamadas efectores; este
reconocimiento induce inmunidad disparada por el efector (ETI) (Postel y
Kemmerling, 2009; Dodds y Rathjen, 2010).

Este modo de reconocimiento conduce a la dindAmica co-evolutiva entre la
planta y el patdbgeno que son completamente diferentes de PTI como el marcado
contraste con PAMPs, los efectores son caracteristicamente variables y
prescindibles (Dodds y Rathjen, 2010). Generalmente, la PTl y la ETI dan lugar a
respuestas similares, aunque la ETI es cualitativamente mas fuerte y rapida e
involucra una forma de muerte celular programada Illamada respuesta
hipersensible (HR) (Zipfel, 2008). Por otro lado, PTI es generalmente mas efectiva
contra patdgenos no adaptados en un fendmeno llamado resistencia del no-
hospedero, mientras que ETI es activa contra patdgenos adaptados. Sin embargo
estas relaciones no son exclusivas y dependen de las moléculas elicitoras
presentes en cada infeccion (Figura 2.2) (Boller y Felix, 2009; Zipfel, 2009; Dodds
y Rathjen, 2010; Mejia-Teniente et al., 2010).

Las respuestas inmunes inducidas por los PMAP son importantes para la
inmunidad a la infeccion microbiana en todas las especies vegetales (Bittel y
Robatzek, 2007). El bloqueo de esta inmunidad por efectores microbianos (que
conduce a la susceptibilidad disparada por efector) se considera como una
estrategia clave de los patdgenos exitosos para crecer y multiplicarse en las

plantas hospederas (Alfano y Collmer, 2004).

Por otra parte, los genes de resistencia (R), son genes del hospedero que

participan en la defensa contra una gran variedad de patégenos, codifican para
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receptores proteicos que se unen a moléculas especificas generadas por los
patégenos (elicitores) e incluyen proteinas, péptidos, membrana externa o
procesos de secrecion (Taiz y Zeiger, 2007). Ademas de este reconocimiento gen
por gen mediado por genes de resistencia (R) de la planta con los
correspondientes genes de avirulencia (Avr) del patdgeno, la resistencia del no
hospedero es activada por el reconocimiento del patégeno especifico o por
moléculas de sefializacion derivadas de la pared celular de la planta (elicitores

exdgenos o enddgenos respectivamente) (Odjacova y Hadjiivanova, 2001).
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Figura 2.2. Respuesta inmune primaria en la interaccion planta-patdgeno (Mejia-
Teniente et al., 2010).

2.5 Mecanismos de defensa

Debido a que las plantas se encuentran en continuo contacto con otros
organismos, las interacciones planta-patégeno pueden presentar varios tipos de
asociaciones que dependen principalmente del contenido energético de cada

organismo. Por lo tanto y dado que el ataque de patdogenos es una condicion



desfavorable, la planta activa una serie de mecanismos de defensa cuyo fin es

detener, aminorar o contrarrestar la infeccion (Madriz-Ordefiana, 2002).

Generalmente, los mecanismos defensa de las plantas estan basados en
la prevencion, tolerancia o resistencia (Thakur, 2007); dichos mecanismos, se
activan de diferente manera, de acuerdo al tipo de patdgeno que este atacando a
la planta (necrotrofo o biotrofo) (Jalali et al., 2002). Estos mecanismos pueden ser
constitutivos, es decir, mecanismos de defensa que proveen de forma pasiva
resistencia contra patdégenos. Los mecanismos de resistencia constitutiva o
preformada se pueden dividir en mecanismos de defensa estructurales
constitutivos (barreras fisicas) por ejemplo la presencia de capas gruesas de
cuticula, presencia de tricomas, deposicion de ceras, entre otros; y mecanismos
de defensa quimicos constitutivos como la acumulacion de compuestos téxicos en
las células vegetales (Madriz-Ordefiana, 2002). A diferencia de los mecanismos
constitutivos, los mecanismos inducidos de defensa, también llamados de
resistencia inducida, se activan solamente como una respuesta al ataque de
patégenos (Collinge et al., 1994). A continuacion se describen algunos de los

mecanismos de defensa de mayor estudio entre la comunidad cientifica.

2.5.1 Defensa activa

El mecanismo de defensa activa se basa en la optimizaciébn de los
recursos de la planta, es decir, invierte sus recursos metabdlicos en su desarrollo,
crecimiento y multiplicacién; en lugar de gastar su contenido energético en
sistemas preestablecidos. Este mecanismo se caracteriza por activar un sistema
de defensa solo cuando es realmente necesario (Fornoni et al.,, 2004). La
activacion de una defensa eficaz por parte de la planta se basa en la rapidez con
la que es capaz de reconocer la presencia del patégeno (Fornoni et al., 2004).
Esto se logra debido a que las plantas emplean una elevada cantidad de sefales

originadas por microorganismos Yy factores del medio ambiente, activando asi los
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mecanismos de defensa. También puede lograse mediante agentes externos,
como elicitores especificos y no especificos. Tanto los elicitores no especificos
como los especificos son los primeros compuestos reconocidos por la planta para
gue se dé la activacion de la cascada de sefalizacion y por tanto la respuesta de
defensa (Ebel y Cosio, 1994). Los primeros inducen respuesta de defensa en un
gran numero de especies vegetales; mientras que los especificos inducen la
reaccion de defensa contra un patdogeno muy especifico, y es producido

Gnicamente por el patégeno.

2.5.2 Respuesta hipersensible

La Respuesta Hipersensible (HR) se activa una vez que las células
epidérmicas han sido invadidas y penetradas por algin patégeno y se caracteriza
por lesiones necréticas de tejido. Las células hipersensibles ubicadas mas al
interior de la epidermis, al detectar al organismo patégeno inducen su muerte
celular programada, este es un mecanismo utilizado por algunos hospederos con
la finalidad de evitar la diseminacién del patégeno intra o extracelularmente,
ademas, en ocasiones llegan originar la muerte del patégeno. Posteriormente la
planta sintetiza compuestos como lignina y compuestos antimicrobianos con el fin
de resguardar la zona afectada (Wolpert et al.,, 2002). Ademas, la HR esta
asociada a la expresion simultanea o paralela de otros mecanismos de defensa,
incluyendo la acumulacién de fitoalexinas, deposicion de lignina, suberina y
proteinas ricas en hidroxiprolina; y con la produccion y acumulaciéon de altas

cantidades de proteinas relacionadas con patogénesis (PR) (Heath, 2000).

2.5.3 Resistencia sistémica adquirida

La Resistencia Sistémica Adquirida (SAR, por sus iniciales en inglés), se

puede definir como la resistencia a subsecuentes ataques por patogenos y se

11



puede detectar en partes de la planta infectada y no infectada (Ross, 1961),

teniendo una intima relacion con la Respuesta Hipersensible.

La SAR, dentro del mecanismo de transduccion de sefiales, no
necesariamente obedece la interaccion gen a gen, una vez que se activa el
mecanismo la resistencia se activa por toda la planta, transfiriendose esa
informacion a lo largo y ancho de la planta via floema, contra atacando a una
amplia variedad de patdgenos por un tiempo que va desde algunas semanas
hasta meses (Kuc, 1982; 2001; Ryals, et al., 1992; 1996).

En estudios recientes, se ha confirmado que el AS es una molécula que
induce la resistencia en plantas a una variedad de patdégenos como virus, hongos
y bacterias, en donde el AS interviene con proteinas como NPR1, la cual tiene la
capacidad de trasladarse hasta nucleo y activar factores de transcripcion como
TGA que inducen la expresion de genes implicados en la resistencia (Kuc, 1982;
Yalpani et al., 1991; Whitham et al., 1994; Durrant et al., 2004). Lo interesante
agui, es que es posible activar la SAR de manera externa sin la necesidad de que
esté presente el patdgeno, mediante la aplicacion de los compuestos como Acido
Salicilico, Acido Jasmdnico 6 Metil-Jasmonato, Oxido Nitrico, y Etileno. Se han
descrito 3 rutas Biosintéticas para el AS, cada una de ellas es capaz de inducir
SAR, la primera de ellas es la via citoplasmica o via del Fenil-propanoide, la
segunda via es la del Cloroplasto y la tercera es la via alterna de la Vacuola, que
hasta el momento ha sido la mayormente descrita (Kawano et al., 2004). Cada una
de estas rutas es capaz de activarse en presencia de algin patégeno.

2.5.4 Resistencia sistémica inducida

La resistencia sistémica inducida (ISR), se caracteriza por estar mediada
por vias metabdlicas sensibles a acido jasmonico (AJ) y etileno (ET) y ser
independiente de la expresion de los genes PR y del acido salicilico AS (Pieterse y
Van Loon, 1999). Otro tipo de ISR, se desarrolla a partir de la colonizacion de las
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raices de la planta por microorganismos de la rizosfera, particularmente
rizobacterias promotoras del crecimiento de la planta (PGPR) (Vallaland y
Goodman, 2004).

La ISR es bien conocida en la relacién planta-insecto plaga, en la cual
como ya mencionamos, todo gira en torno al AJ que como mensajero secundario
realiza un trabajo muy similar a la induccién de resistencia local y luego se
generaliza en la planta. El andlisis conjunto de la actividad de AS y AJ realizado
por Staswick y Lehman (2000) mostré que no deben usarse ambos productos
simultdneamente, porque existe una accion de bloqueo que inhibe ciertas
reacciones de defensa. Es importante notar que el modo de accion del AJ para el
control de insectos plaga resulta méas eficaz que otros mediadores como ET o AS
empleados aisladamente (Staswick y Lehman 2000).

2.5.5 Resistenciainducida por heridas

La resistencia inducida por herida (WIR, por sus siglas en ingles), se
activa tras el ataque de una planta por insectos que causan dafo/herida, como los
insectos comedores. Es una resistencia sistémica y duradera, pero no es de
amplio espectro, ya que protege frente a otros insectos comedores. La activacion
de la WIR depende de la ruta regulada por la hormona JA. La sefial sistémica de
la WIR es el péptido denominado sistemina. Igualmente, se ha identificado el
receptor celular de la sistemina, que es una RLK (Receptor-Like Kinase) (Vallaland
y Goodman, 2004).

2.6 Elicitores

Las plantas tratadas con elicitores generalmente desarrollan resistencia

en el hospedero, debido a que la aplicacién de estos sobre la superficie de la
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planta activa multiples vias de sefializacion de defensa intracelular (Odjacova y
Hadjiivanova, 2001; Garcia-Brugger et al.,, 2006; Bent y Mackey, 2007,
Holopainen et al., 2009).

Los elicitores son moléculas muy estables que inducen la respuesta de
proteccion en las plantas, son de bajo peso molecular, y sintetizados como tales o
liberados de precursores poliméricos durante la infeccion (Ozeretskovskaya y
Vasyukova, 2002; Zhao et al., 2005; Boller and Felix. 2009; Holopainen et al.,
2009). Su variabilidad es inferior a la del resto del patdégeno, por lo cual han sido
“elegidas” por plantas y animales como las “huellas delatoras” de los diferentes
grupos de patégenos (Somssich y Hahlbrock, 1998; Ozeretskovskaya vy
Vasyukova, 2002; Zhao et al., 2005; Dodds y Rathjen, 2010).

El Elicitor precisa ser reconocido en la planta por un receptor (proteina),
que activa la expresion de genes de defensa. Existen dos grupos de elicitores, los
biogénicos y los abiogénicos. Los elicitores biogénicos se dividen a su vez en dos
grupos, exégenos y enddgenos. Los exdgenos son aislados de patdégenos o su
medio de cultivo, mientras que los enddgenos son aislados de tejidos de la misma
planta (Ozeretskovskaya y Vasyukova, 2002; Zhao et al., 2005; Bent y Mackey,
2007). Por su parte, los elicitores abiogénicos son iones de metales pesados,
inhibidores de algunas etapas metabdlicas, radiaciones UV, algunas clases de
antibioticos y fungicidas (Ozeretskovskaya y Vasyukova, 2002). Comparado con
los elicitores biogénicos, los elicitores abiogénicos inducen las reacciones de
defensa de la planta cuando son administrados en dosis relativamente altas, por
su parte, los elicitores biogénicos son activos a muy bajas dosis. Cuando son
aplicados, causan sintomas no Vvisibles de demanda y acumulacion de
compuestos de estrés toxico que sensibilizan el tejido de la planta y mejoran su
resistencia a subsecuentes infecciones (Ozeretskovskaya et al., 1994,

Ozeretskovskaya y Vasyukova, 2002; Bent y Mackey, 2007; Boller y Felix. 2009).

La estructura quimica de los elicitores esta conformada por glicoproteinas,
polipéptidos, oligosacaridos, polisacaridos, compuestos que contienen lipidos u

otros compuestos (Odjacova y Hadjiivanova, 2001). Algunos elicitores proteinicos
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son directamente producidos por bacterias u hongos patégenos, mientras que los
oligosacaridos bioldégicamente activos son liberados del patdgeno y pared celular
de plantas por las hidrolasas secretadas de ambos organismos.

Este método de resistencia inducida por elicitores se caracteriza
primordialmente por las ventajas que presenta: A) Seguridad ecolégica, ya que el
método se basa en la induccion del potencial natural inmunolégico de la planta
hospedera y no en la supresion de fitopatdgenos. B) Tiene un efecto sistémico y
prolongado. C) Participacion de mdltiples sistemas de defensa en la resistencia
inducida, lo que hace la adaptacion de los patdgenos a especies protegidas, casi
imposible. D) Induccién de resistencia no especifica para diversos patdgenos
como hongos, bacterias, virus, nematodos, etc., (Ozeretskovskaya y Vasyukova,
2002; Zhao et al., 2005; Dodds y Rathjen, 2010). Por lo tanto, es importante
aprender como perciben las plantas la presencia de patdégenos e inician la

defensa.

2.6.1 Eventos de sefializacion celular inducidos por elicitores

Tanto el estrés bidtico como los elicitores conducen a una serie de
eventos intracelulares con el propésito de activar y mejorar la respuesta inmune
primaria de la planta, y en ambos casos, el reconocimiento molecular es necesario
para iniciar la via de sefalizacion. Los primeros eventos asociados tanto con PTly
ETI son la fosforilacibn de proteinas o activacion de proteinas de membrana
plasmética, movilizar o generar directa o indirectamente diversas moléculas de
sefalizacion tales como el flujo rapido de iones calcio de almacenaje externo,
oxido nitrico, especies reactivas de oxigeno (Garcia-Brugger, et al., 2006; Castro y
Garcia, 2009; Postel y Kemmerling, 2009; Dodds y Rathjen, 2010).
Particularmente, la activacion temprana de genes involucrados en la biosintesis de
fitohormonas modifica el balance hormonal, conduciendo a cambios

transcriptémicos apropiados (Garcia-Brugger, et al., 2006).
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En sintesis, en la ruta de sefalizacion guiada por las proteinas cinasas
activadas por mitdégenos (MAPK) se encuentran todos los componentes de
transduccion de sefiales que transfieren sefiales de receptores extracelulares a
respuestas celulares en eucariotas, y sirven como un regulador central altamente
conservado de crecimiento, muerte, diferenciacion, proliferacion y respuestas al
estrés (Nakagami et al., 2005; Fiil et al., 2009; Dodds y Rathjen, 2010). Una
cascada tipica de MAPK consiste de un complejo modular de cinasa activada por
MAPK cinasa (MAPKKK) las cuales se fosforilan a MAPK cinasa (MAPKK) que se
vuelven a fosforilar hasta llegar a MAPK (Nakagami et al., 2005; Saucedo and
Gavilanes, 2005; Garcia-Brugger et al., 2006; Vlot et al., 2009; Dodds y Rathjen,
2010). Estas rutas regulan la actividad de varios sustratos, tales como factores de
transcripcion y proteinas cinasas. Importantemente, las cascadas MAPK han sido
implicadas tanto en PTI como en ETI y la expresién de genes tempranos o tardios,
sugiriendo que las repuestas en general son las mismas pero varian en magnitud
(Tao et al., 2003; Pitzschke et al., 2009).

2.6.2 Induccién de resistencia mediante el uso de elicitores

La resistencia inducida es un mecanismo activo de defensa que involucra
cambios claros en el metabolismo provocados por la expresion diferencial. Por lo
tanto, para que ocurra la induccion de la defensa, es necesaria la mediacién de
sistemas de reconocimiento especifico, mediante los cuales la planta reconoce la
presencia del patdégeno (Hutcheson, 1998). El efecto de resistencia inducida (IR)
promovido por elicitores ha sido evaluado tanto en monocotiledoneas como en
dicotiledéneas. Entre los elicitores comunmente usados en la induccion de
resistencia para el control de enfermedades se encuentran el acido salicilico (AS),
el quitosan (QN), el metil jasmonato (JM) y acibenzolar-S, un anélogo de AS que
se asocia con la acumulacion de AS y proteinas relacionadas a patogénesis (PR)
(Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Elicitores usados en la resistencia inducida para el control de

enfermedades.

Enfermedad Agente causal Cultivo Elicitor Referencia
Marchitamiento Fusarium oxysporum Melén Metil Jasmonato  Buzi et al., 2004
por Fusarium f. sp. Melonis
Oidio Blumeria graminis f. Cebada ASM, Quitosano Faoro et al., 2008

sp. hordei Iriti et al., 2008;
Erysiphe necator Uva Quitosano Vitalini et al., 2009
Tizon ampuloso Exobasidium vexans Té ASM, AS Ajay and Baby,
2010
Ataque de raiz por  Armadillium vulgare Lechuga AS, Al Tierranegra-
cochinilla Garcia et al.,
2011
Fusariosis de la Fusarium Trigo, AS, AJ Makandar et al.,
espiga graminearum Xiﬁ:ﬁ:né 2010

2.6.2.1 Acido salicilico y su actividad inductiva

El acido salicilico (AS) es una fitohormona ubicua en plantas que genera
un impacto significativo sobre el crecimiento y desarrollo vegetal, fotosintesis,
transpiracion, intercambio i6nico y transporte de electrones, asi como cambios

especificos en la anatomia de las plantas, hojas y en la estructura del cloroplasto.

Ademas de lo anterior, el AS es una molécula de sefalizacion endbégena
que media el mecanismo de defensa de la planta contra patégenos e induce la
produccion y acumulacion de PPRs que estan involucradas en la induccion de
resistencia (Alvarez, 2000; Darby et al. 2000).

Mayers et al (2005) mostraron que el AS induce resistencia al virus del
mosaico del pepino (CVM) en plantas de Arabidopsis thaliana y chayote. Lo

anterior, debido a que el tratamiento previo (5 dias) con AS (1 y 2 mM
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respectivamente para cada planta) indujo la inhibicion del movimiento sistémico
del CMV asi como retraso de sintomas. En chayote observaron el mismo
comportamiento, sin embargo, el movimiento del virus célula-célula fue menor que
en A. thaliana; esto se puede atribuir a que se generé una resistencia a la
replicacion del virus en el tejido infectado o bien a la inhibicion sistémica de

circulacién del virus.

Por otro lado, Anand et al., (2007) llevaron acabo la aplicacion exdgena
de AS (5mM) en plantas de Nicotiana benthamiana previas a la infeccién con
Agrobacterium tumefaciens. Llegaron a la conclusion que la aplicacion exdgena de
AS induce la defensa de la planta mediada por esta fitohormona; debido a que se
observaron que se disminuia la susceptibilidad a esta bacteria del suelo;
comparada con la planta control donde se observaba un fenotipo totalmente
susceptible. Ademas, la aplicacion exogena de AS a cultivos de A. tumefaciens
disminuye su crecimiento, virulencia y adherencia a celulas vegetales (Anand et
al., 2007).

2.6.2.2 Actividad antimicrobiana de quitosan

El quitosan, es un polisacarido lineal compuesto de cadenas (B-(1-4) D-
glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad
acetilatada) distribuidas aleatoreamente. Se extrae mediante la desacetilacion de
la quitina, principal elemento estructural del exoesqueleto de los crustaceos. Esta
molécula tiene potencial uso en la agricultura en lo que concierne al control de
enfermedades de plantas debido a que se ha mostrado que inhibe el crecimiento y
toxicidad de hongos. Ademas, se ha visto que activa la respuesta de defensa en
plantas contra virus y bacterias; aumentando la acumulacion de fitoalexinas y

proteinas PR en la planta (El-Hadrami et al., 2010).

Vasyukova et al (2001) mostraron que el quitosan soluble en agua de bajo

peso molecular y a una concentracion de 1000 pg/ml, indujo resistencia sistémica
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y local en papa (Solanum tuberosum) y tomate (Lycopesicon esculentum) a
Phytophthora infestans y nematodos respectivamente. También mostraron que el
quitosan indujo la acumulacion de fitoalexinas en el tejido de la planta hospedera,
ademas de estimular la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La
activacion del mecanismo de proteccion en el tejido de la planta, e inhibio el
crecimiento de diferentes patdgenos como el Oomiceto Phytophthora infestans y el

nematodo de raiz Meloidogyne incognita.

Por su parte, Kulikov et al (2006) evaluaron el efecto del peso molecular
del quitosano y su habilidad para suprimir la infeccion sistémica del virus del
mosaico moderado del frijol en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L). Mostraron
que las plantas tratadas con las fraccciones de quitosan (1.2-40.4 kDa) asi como
la concetracion de aspersion usada (10 y 100 pg/ml); inhibia la acumulacion del
virus y propagacion sistémica. Concluyendo que el grado de resistencia antiviral
inducida por el quitosano incrementaba cuando disminuia el peso molecular del

mismo.

2.6.2.3 Participacion del perdxido en el mecanismo de defensa

Uno de los mecanismos de defensa que han desarrollado las plantas es la
utilizacién y modificacion del oxigeno molecular (O,) para convertirlo en derivados
con un alto grado de toxicidad hacia microorganismos potencialmente patégenos
(Garcia-Pineda et al., 2004). El estallido oxidativo es una de las reacciones mas
rapidas de defensa al ataque de patdgenos ya que constituye la produccion de
intermediarios reactivos de oxigeno (reactive oxygen intermediates, ROI),
principalmente superoxido (O;27) y peréxido de hidrégeno (H2O)en el lugar donde
el patégeno fue reconocido (Apostol et al., 1989). ElI H,O, activa o inactiva
proteinas involucradas con transduccion de sefiales para la expresion de genes
relacionados con tolerancia a diversos tipos de estrés incluyendo estrés oxidativo,
hidrico y derivado de patdogenos (McAinsh et al., 1996; Moon et al., 2003; Apel y
Hirt, 2004; Pitzschke et al., 2006). Debido a que este puede atravesar la
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membrana vegetal, el H,O, es capaz de actuar como molécula de sefializacion de
una célula a otra participando en varias rutas y particularmente en aquellas que
involucran MAPKs (Saucedo-Garcia y Gavilanes-Ruiz, 2005; Benezer- Benezer et
al., 2008).

El ritmo de produccion de ROS (por sus siglas en inglés de Reactive
Oxygen Species) es elevado radicalmente cuando las plantas estan bajo estrés,
en comparacion con los bajos niveles de produccion de estas moléculas en
condiciones Optimas de crecimiento de la planta. El aumento de la produccién de
estos compuestos, es parte importante de la respuesta de defensa de las plantas
para hacer frente a factores biéticos o abiéticos que provoguen estrés, pues estan
involucrados en eventos como el reforzamiento de la pared celular y la activacion
de genes de defensa (Orban y Bok4, 2013). Entre las ROS, el compuesto mas
estudiado es el H,O, debido a su estabilidad y su capacidad de difusion a través
de membranas, lo que le permite desempefiar un papel fundamental en la
generacion y modificacion de respuestas de defensa (Orban y Boka, 2013). El
H.O, es producido como una de las primeras respuestas del sistema de defensa
de las plantas, para conseguir resistencia o tolerancia a diferentes tipos de estrés,
debido a que interviene en la activacién o inactivacion de proteinas involucradas
en la transduccién de sefales para la expresion de genes relacionados con la
tolerancia a estrés de tipo oxidativo, hidrico, y estrés derivado de patdgenos
(Orozco et al., 2001; Apel y Hirt, 2004). Sirve como un mediador clave de
activacion de ABA, una fitohormona con importantes funciones en la respuesta
adaptativa a estrés tanto de tipo biético como abidtico y es capaz de actuar como
molécula de sefializacion de una célula a otra participando en varias rutas,
especialmente en aquellas que involucran Proteinas Cinasa Activadas por
Mitdgenos (Benezer et al., 2008; Munemasa et al., 2013). Ademas, es sabido que
durante una interaccion compatible entre planta-patégeno, los niveles de H,0O,
incrementan dramaticamente, al igual que las respuestas de defensa
estructurales, en donde el H,O, actia como co-factor para reforzar la pared celular

a través de uniones cruzadas de polimeros, lo cual hace posible el endurecimiento
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y por lo tanto impide la penetracion y proliferacion de los patdgenos. (Camarena y
de la Torre, 2007; Fones y Preston, 2011; Chen et al., 2012; Yang et al., 2013).

Por todo lo anterior, es necesario determinar la concentracion y
oportunidad adecuada de perdxido de hidrogeno para poderlo usar como agente

elicitor y evaluar el efecto de proteccion que ejerce en plantas contra patdégenos.

2.7 Genes relacionados al estrés biotico

2.7.1 Proteinas reclacionadas a la patogénesis (PR)

Las proteinas relacionadas con la patogénesis son un grupo de proteinas
de novo que se inducen en plantas como respuesta al atague de algun patdgeno,
el cual provoca la activacion de genes mediante el mecanismo SAR (Van Loon et
al., 2006). Los principales grupos de proteinas PR (PR1-PR5) se han
caracterizado por técnicas genéticas y moleculares, y separado por extraccion
acida, a pH 2.8, en hojas de tabaco infectado con el geminivirus PepGMV y de
acuerdo a ello, se clasific6 como PR1 a las proteinas de migracion electroforética
mas rapida (Antoniw et al., 1980). Este grupo de proteinas es el mas abundante,
pues ha alcanzado hasta 1-2 % de las proteinas totales de las hojas. Debido a que
aun se desconoce la funcién especifica de las proteinas tipo PR1, se ha hecho
una comparacion en varios taxones vegetales, y ha indicado que la familia PR1 es
altamente conservada en las plantas, por lo que se sugiere que comparten un
origen evolutivo y poseen una actividad esencial para el funcionamiento y la
supervivencia de los seres vivos. Los genes que derivan las proteinas PR1 son
genes relacionados con la defensa, conocidos como dependientes de la via de AS
y su expresion es regulada positivamente por NPR1 (Heil y Bostock, 2002; Edreva,
2005; Hyong et al., 2007). Cabe sefalar, que la activacion de estas proteinas
puede ser inducida por la aplicacion de elicitores como AS, acido jasmonico,
etileno, quitina o quitosan, los cuales también pueden aumentar el nivel de

resistencia a patdgenos de las plantas.
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2.7.2 Catalasa

La catalasa (CAT) es una homoproteina tetramérica, presente en todos
los organismos aerobicos, que existe como multiples isoenzimas codificadas por
genes nucleares que se encuentran principalmente en los peroxisomas y
glioxisomas. Las isoenzimas de catalasa difieren en propiedades bioquimicas, asi
como en su especificidad, pero su funcion principal probablemente implica
conversion de acidos grasos, ademas de su relacion con la lignificacion y la
fotorrespiracion (Xing et al., 2007; Soares et al., 2010).

Diversos estudios han demostrado que existe un vinculo entre las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y procesos tales como el crecimiento, el
desarrollo y la respuesta a estrés bidtico y abidtico. Asimismo las ROS y la SAR
estan relacionadas por la regulaciéon de retroalimentacion positiva, ya que la
produccion de ROS es parte de la red de sefializacion para la induccién de SAR.
Para contrarrestar la toxicidad o estrés oxidativo que ROS puede causar, las
plantas han desarrollado un sistema de defensa de enzimas antioxidantes
altamente eficiente, entre las cuales se incluye la catalasa, que participa en el
aumento a la tolerancia a diferentes factores de estrés y es una de las enzimas
predominantes que actia un mediador de la respuesta de defensa, ya que la
reduccion de su actividad se relaciona con la acumulacién de H,O,, es decir la
expresion del gen CAT puede ser inducida por H,O,, ademas de patdgenos y AS,
lo cual es importante en el establecimiento de SAR (Xing et al., 2007; Camarena y
de la Torre, 2007; Soares et al., 2010; Garcia y Rivera, 2011; Guevara et al.,
2012).

2.7.3 Fenilalanina amonio liasa

La fenilalanina-amonio-liasa (PAL, por sus siglas en ingles de

Phenylalanine ammonia-lyase) es una enzima constitutiva que actia en la via de
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fenilpropanoide en plantas superiores. Esta implicada en la sintesis de fitoalexinas,
que son compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular. La expresion de
PAL puede ser inducida por elicitores como AS y H,0; y su activacion genera un
aumento en el contenido fendlico en las plantas, lo que sugiere que es una
respuesta asociada con la resistencia a enfermedades (Martinez et al., 2001; Van
Loon et al., 2006; Singh et al., 2009; Mejia et al., 2013). Esta enzima actua entre el
metabolismo primario y secundario, ya que cataliza el primer paso en la
desaminacion responsable de la conversion de la fenilalanina (Phe) a acido trans-
cinamico, el cual es un intermediario en la via para la produccion de flavonoides,
cumarinas y ligninas (Figura 7) (Zhao et al., 2005; Song y Wang, 2009).

PAL, también participa de modo determinante en la generacion de
compuestos fendlicos y estructuras de defensa. Es probable que en su regulacién
esté implicada la interaccién contra microorganismos patdogenos y que sea clave
en la activacion de los mecanismos de defensa vegetales ya que es la enzima que
regula los diferentes metabolitos obtenidos en la biosintesis de fenilpropanoides
(Ardila et al., 2007).

2.7.4 Factor de transcripcién WRKYd

Las proteinas WRKY, constituyen una gran familia de factores de
transcripcion codificados en todas las plantas superiores. Las funciones precisas
que desarrollan alin no se han aclarado, sin embargo se conocen al menos 72
miembros en Arabidopsis thaliana y 100 en arroz (Park et al., 2006, Dang et al.,
2013). Estos factores de transcripcibn se caracterizan por una secuencia de
aminoacidos WRKYGQK en su extremo N-terminal, la cual es una region
conservada de 60 aminoacidos que presenta un dedo de zinc en el C-terminal.
Aunque los miembros de la familia de los genes WRKY comparten un nimero
diferente de dominios WRKY, las interacciones entre proteinas WRKY pueden
resultar en homocomplejos o heterocomplejos, que alteran la regulacion

transcripcional y de esta manera pueden servir como nodos entre las distintas
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funciones fisioldgicas a través de la regulacion de los distintos grupos de genes
(Oh et al.,, 2008; Lim et al.,, 2011; Chen et al.,, 2012). Es posible que estas
funciones incluyan la senectud, el desarrollo de tricomas, de semillas y la
biosintesis de metabolitos secundarios, sin embargo, en la mayoria de los
miembros WRKY, sus posibles funciones en la sefializacion siguen siendo en gran
medida desconocidas, especialmente en plantas que no son modelo de estudio
(Oh et al., 2008; Lim et al., 2011; Li et al., 2012; Dang et al., 2013).

Los factores WRKY tienen papeles importantes como reguladores
positivos y negativos a través de la regulacion transcripcional o de la interaccion
proteina-proteina en los aspectos de la respuesta de defensa de las plantas (Huh
et al., 2012). Pueden tener la funcion de factor de transcripcion en cascadas de
sefalizacion relacionadas con la defensa, éstas se han visto involucradas en
varios procesos de las plantas, incluyendo la respuesta al estrés bidtico o abidtico.
También estan implicados en la fuerte y rapida respuesta a inductores de
resistencia a enfermedades, en la sefializacion de ROS, como el H;0O,, en la
respuesta a heridas y dafio por patdégenos, como virus, bacterias y hongos (Park
et al., 2006; Rushton et al., 2010; Chen et al., 2012).

Los elementos conservados de los factores de transcripcion WRKY
reconocen una secuencia especifica de TTGAC conocida como caja W, la cual se
encuentra dentro de los promotores de muchos genes relacionados con la
defensa, tales como los genes PR, y por lo tanto son necesarias para inducir su
expresion (Park et al., 2006; Oh et al., 2008; Lim et al., 2011; Nuruzzaman et al.,
2014).

Los factores de transcripcion WRKY se han clasificado en tres grupos (I,
I, y 1), el grupo Il se compone de varios subgrupos (lla, 1lb, lic, lld y lle) basados
principalmente en diferentes estructuras primarias (Chen et al., 2012; Huh et al.,
2012). El grupo WRKY lla se ha descrito como regulador positivo y negativo en la
defensa de la planta. Algunos miembros de este grupo contienen un motivo
asociado con la funcidn de represion, sin embargo en Capsicum annuum existe un
gen codificado por el grupo lla, designado factor de transcripcion Capsicum

annuum WRKYd (CaWRKYd), el cual no contiene estos motivos, lo que sugiere
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gue desempefia un papel positivo en la defensa. Ademas se ha observado que su
expresion aumenta por tratamientos hormonales relacionados con la defensa de
las plantas y durante el silenciamiento de éste se ha afectado la expresion de los
genes PR (Huh et al., 2012).

Diversas investigaciones han demostrado que los factores de
transcripcion WRKY presentan tanto autorregulacion, como regulacion cruzada,
por lo que pueden llevar a cabo sus funciones en diversas vias de sefalizacién a
través de la interaccion fisica con diferentes proteinas, como MAP quinasas, MAP
guinasa quinasas, calmodulina, histonas deacetilasas, entre otras. Recientemente
se ha hecho evidente, el papel de los factores especificos WRKY que estan
asociados con la defensa inducida en la cascada de sefializaciébn de protein
quinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Rusthon et al., 2010). Durante la
respuesta al estrés y las sefiales de transduccion, las proteinas WRKY actuan rio
abajo de diversas MAPKSs y parecen estar reguladas en varios niveles en los que
implica la fosforilacién por éstas proteinas (Agarwal y col, 2011; Chen et al., 2012).

2.7.5 Proteinas quinasas activadas por mitbgenos

Las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPKS) constituyen una
importante via de sefializacion muy conservada utilizada para traducir estimulos
extracelulares en respuestas intracelulares en organismo eucariotas; incluidos
animales, levaduras y plantas (Asai et al., 2008; Liang et al., 2013). La cascada
MAPK se ha caracterizado ampliamente en plantas y algunas otras especies. Esta
es formada por tres médulos de quinasas; MAPKKK, MAPKK y MAPK, que estan
vinculados de diversas maneras a receptores rio arriba y abajo (Jonak et al., 2002;
Asai et al., 2008). Esta via interviene en transductores de sefiales a través de la
fosforilacion e integra la informacion del entorno celular a la respuesta
transcripcional y centros de respuesta metabdlicas (Asai et al., 2008; Liang et al.,
2013). Las vias de sefializacion MAPK participan en la regulacion del crecimiento
y muerte celular, la diferenciacion, el ciclo celular y las respuestas a una

diversidad de estimulos ambientales bi6ticos o abiéticos como el frio, el calor,
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radiacion UV, sequia, ROS y ataque de patdgenos (Jonak et al., 2002; Pitzschke
et al., 2009), por ello las MAPKs actian con receptores o sensores de
transduccion de estimulos extracelulares para lograr una adaptacion de las
respuestas intracelulares asociada con la resistencia adquirida basal y SAR (Qiu
et al., 2008; Liang et al., 2013). Debido a que la deteccidn de las sefiales de estrés
y su transduccion en las respuestas adecuadas es crucial para la adaptacion y
supervivencia de las plantas, el papel de la cascada de MAPK es muy importante
en la sefalizacién, ademas de ser un paso esencial en el establecimiento de la
resistencia a los patogenos (Pitzschke et al., 2009).

Existen pruebas tanto bioquimicas como genéticas que indican que la
expresion de multiples miembros de la familia de las MAPK en una célula puede
contribuir a la especificidad de las sefiales de transmision y permitir la integracion
de las sefales en respuesta a diversos estimulos fungiendo como puntos de
divergencia entre ellos (Ichimura et al., 2002; Jonak et al., 2002; Qiu et al., 2008;
Liang et al., 2013). Uno de los objetivos de las cascadas MAPK cuyas actividades
estan directa o indirectamente reguladas por la fosforilacion con MAPK son los
factores de transcripcién de union al ADN. De este modo éstas cascadas pueden
regular la expresion génica en respuesta a sefiales extracelulares. (Qiu et al.,
2008).

Las MAPKs se pueden clasificar en grupos en funcion de su dominio
conservado S/TxxxxxS/T y otros sitios especificos (Asai et al., 2008; Liang et al.,
2013). Una MAPKK (MKK1) conocida también como MAPK o ERK quinasa o MEK
ha sido identificada como un inductor de la respuesta a estrés bidtico y abidtico
como parte de una cascada de sefalizacion. La expresion del gen MKK1 puede
ser inducida por heridas, frio, sequia y alto estrés salino o la aplicacion de
elicitores derivados de patdgenos tales como la flagelina y la laminarina, asi como
por H,O, (Ichimura et al., 2002; Asai et al., 2008; Qiu et al., 2008; Liang et al.,
2013). Ademés de acuerdo a algunos estudios la cascada en donde interviene
MKK1 en conjunto con otras MAPKs podria ser un mecanismo importante para la
regulacion de los niveles de H,O, de las plantas, las interrupciones de ésta

pueden llevar a un exceso de acumulacion de H,O, y posteriormente a la muerte
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celular. Por ello se creé que el H,O; sirve como una sefal de estrés rio arriba en la
cascada de MKK1 a manera de retroalimentacion negativa para la regulacion del
nivel de H,O, (Mészéros et al., 2006; Gao et al., 2008).

2.8 Fenoles y flavonoides

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en las plantas, esenciales para su crecimiento, reproduccion y en la
proteccion frente a patdgenos, siendo secretados como mecanismo de defensa en
condiciones de estrés como infecciones, radiaciones UV, entre otros. Estos forman
un grupo heterogéneo de mas de 10 000 compuestos con distintas caracteristicas
y numerosas funciones en plantas, entre las que se encuentran la defensa de las
plantas, la regulacion del metabolismo y la sintesis de la lignina (Taiz y Zeiger,
2006). Este tipo de compuestos son sintetizados por dos rutas; la ruta de acido
maldnico, que aunque es importante fuente de fenoles en hongos y bacterias, no
lo es tanto en plantas; y la ruta del acido shiquimico que es la responsable de
sintesis de la mayoria de los fenoles en las plantas, los cuales derivan de la
fenilalanina en una reaccion catalizada por la fenilalanina amonio liasa (PAL). El
incremento en la sintesis de compuestos fendlicos, en algunas especies vegetales
como la lechuga, esta relacionado con la acumulacion de AS y el metil jasmonato
(Taiz y Zeiger, 2006; Tierranegra et al., 2011; Garcia y Rivera, 2011).

Las plantas superiores presentan en gran proporcién, principalmente en
hojas, flores y fruto, un grupo de componentes polifendlicos conocidos como
flavonoides (flavonas, flavonoles, antocianinas, etc), metabolitos secundarios que
se encuentran altamente correlacionados con la capacidad antioxidante de la
planta y la defensa de éstas (Arnnok et al., 2012; Cheng et al., 2013). Las vias de
biosintesis de flavonoides parecen estar reguladas principalmente a nivel
transcripcional, se encuentran en el limite de metabolismo primario y secundario,
ya que se sintetizan por la combinacion de las vias de fenilpropanoides y de
policétidos. La ruta de fenilpropanoides proporciona el p-cumaroil-CoA, mientras

gue la via de policétido es responsable de la elongacién de la cadena mediante la
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utilizacion de la malonil-CoA reductasa como la unidad de condensacion. Debido a
sus funciones ecoldgicas y fisiolégicas en respuesta a factores ambientales, los
genes de biosintesis de flavonoides han evolucionado hasta convertirse en una de
las vias mas ampliamente extendidas en las plantas y son actualmente necesarios
para cumplir con los requerimientos para la adaptacion a las diferentes presiones

ambientales en las que crecen las plantas (Saito et al., 2013).
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3 HIPOTESIS
Los elicitores Acido Salicilico, Quitosan y Peroxido de Hidrogeno activan

genes de respuesta a varios tipos de estrés bidtico, generando resistenciainducida

en la planta Capsicum annuum L.

30



4 OBJETIVO

Determinar el efecto de proteccion que ejercen los elicitores AS, Quitosan

y H,0, a estrés bidtico en el sistema Capsicum annuum L.

4.1 Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion y oportunidad de aplicacion de cada elicitor
para Capsicum annuum L.

2. Determinar la cantidad de H,O, y actividad enzimética en plantas inducidas
con elicitores.

3. Evaluar la respuesta fenotipica a estrés biotico inducida por elicitores en
Capsicum annuum L.

4. Determinar el patrén de expresion genica de la interaccion Capsicum

annuum L.—elicitor—estrés bidtico.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biolégico

5.1.1 Plantas de Capsicum annuum L.

Las semillas de Capsicum annuum L. variedad Don Pancho y Don Benito,
fueron proporcionadas por el INIFAP-Campo Experimental Bajio. Las plantas
obtenidas para los ensayos correspondientes se germinaron y mantuvieron en el
cuarto de germinaciéon perteneciente al laboratorio de biotecnologia del Area de
Biosistemas de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Auténoma de

Querétaro.

5.1.2 Cepa silvestre de geminivirus PepGMV

Para la inoculacién viral se emplearon los componentes A y B del
geminivirus PepGMV, los cuales fueron proporcionados gentilmente por
CINVESTAV-Unidad Irapuato. Estos componentes virales se encuentran clonados
en el plasmido bluescript SK + (pBS) en construcciones diméricas. Los
componentes A y B del PepGMV son digeridos con las enzimas de restriccion
EcoRI y Hindlll respectivamente (Figura 5.1), para dar lugar a un fragmento de
aproximadamente 2.9 Kb correspondiente al pBS (2958 pb) y a dos monémeros
de ADN viral con un tamafio aproximado de 2.6 Kb que corresponden al tamafio
del componente A (2613 pb) y B (2595 pb).
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Figura 5.1. Mapa de restriccibon de los componentes A (pBS::ComA) y B
(pBS::ComB) del PepGMV en el plasmido bluescript SK + (Ledn-
Galvan, 2004).
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5.1.3 Cepa de Phytophthora capsici

Para la inoculacion con el Oomyceto Phytophthora capsici, se uso la cepa
C7P8F7 preservada en medio de cultivo papa dextrosa al 1.5% a 25°C (PDA,
Anexo 1l). Dicha cepa fue gentilmente proporcionada por INIFAP Campo
Experimental Bajio.Es un aislado de Dolores Hidalgo, Guanajuato, México, que
presentd la mayor virulencia entre 32 aislados monozoospéricos obtenidos en un
estudio realizado por el INIFAP, sobre la variabilidad genética de P. capsici en

Guanajuato.

5.1.4 Cepa bacteriana Xanthomonas campestris pv. vesicartoria

Se emple6 la bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
preservada en medio de cultivo YPG (Anexo Il), para la inoculacién de C. annuum
L. en la interacciones planta-elicitor-patdgeno. Esta bacteria fue proporcionada
gentilmente por el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica de

San Luis Potosi.

5.1.5 Quitosan
El quitosan empleado en la presente investigacion, es derivado de quitina

de camaron, tiene 1836.277 g/mol de peso molecular, con grado de des-

acetilacion del 95 %. Fue gentilmente proporcionado por la FESC-UNAM.
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5.2 Métodos

La metodologia que a continuacion se describe, se dividi6 en dos
segmentos principales. El primer segmento se establecio para determinar el estrés
oxidativo y oportunidad de aplicacion del elicitor en C. annuum L. El segundo fue
establecido para evaluar el efecto de proteccion que genera el elicitor en
interacciones planta-elicitor-patégeno, mediante el andlisis del fenotipo y expresion
de genes relacionados al estrés bibtico, asi como la produccion de metabolitos

secundarios generados por esta interaccion.

5.2.1 Germinacién de plantas Capsicum annuum L.

Las semillas de las variedades Don Benito y Don Pancho de C. annuum
L. fueron tratadas con 200 ppm de KNO3 (Anexo Il) para estimular la germinacion.
Después de la germinacion, las plantulas de C. annuum L. se crecieron en vasos
de unicel de 250 mL con substrato peat moss en un cuarto de germinacion con
fotoperiodos de 16 h luz—8 h oscuridad a 25°C. Las plantas fueron regadas con

solucion Stainer al 50% (Anexo Il; Stainer, 1984).

5.2.2 Determinacién de la concentracion de elicitores

De acuerdo a lo descrito en antecedentes, las concentraciones de acido
salicilico (AS) que han tenido un efecto antimicrobiano se encuentran en un rango
de 1-10 mM, las de quitosan (QN) van de 10-1000 pg/mL, y las concentraciones
de peréxido de hidrogeno (H.0,), empleadas experimentalmente en el grupo de
Biosistemas, se encuentran en un rango de 10-18 mM (Mayers et al., 2005; Anand
et al., 2007; Vasyukova et al., 2001; Kulikov et al., 2006; Tierranegra-Garcia et al.,
2011). Tomando en cuenta lo anterior, se determind la concentracion de cada

elicitor usando como base la concentracién mas alta de cada uno de ellos. A partir
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de esta concentracion maxima se establecieron la concentracion minima y media
para cada elicitor. Estableciéndose entonces para AS las concentraciones 0.1, 6.7
y 10 mM. Para QN, 10, 670 y 1000 pg/mL y para H,O, las concentraciones
establecidas fueron 6, 14 y 18 mM (Anexo Il). Las soluciones de QN fueron
previamente hidrolizadas de acuerdo a lo descrito por Lizarraga-Paulin et al.
(2011).

5.2.3 Tratamiento con elicitores y determinacién de oportunidad de

aplicacion

El tratamiento con los elicitores se realiz6 de manera foliar en plantas de
C. annuum L. de 8-10 hojas verdaderas de edad fenoldgica. Las plantas control
fueron tratadas sélo con agua. Dos aplicaciones Unicas fueron llevadas a cabo en
tiempos diferidos, con el objetivo de generar una dinAmica de estrés oxidativo y
evaluar la duracion del efecto inductivo en la planta. Lo anterior, para poder
establecer a través de la dindmica oxidativa una oportunidad de aplicacion. La
generacion in situ y cuantificacion endégena de H,0,, las actividades enzimaticas
de catalasa (CAT) y fenilalanina amonio liasa (PAL por sus siglas en inglés de
phenylalanine ammonia lyase), la expresion de los genes catl, pal, prl y gpdh, asi
como la determinacién total de fenoles y flavonoides; fueron las variables de
respuesta evaluadas en la dinamica oxidativa. Cabe sefalar, que también se
midieron indicadores fenolégicos como altura y diametro de la planta. La
aplicacion de elicitores se llevé a cabo tanto en la variedad Don Benito como en la
variedad Don Pancho de C. annuum L., siguiendo un disefio de tratamientos
completamente aleatorio (Tabla 5.1, Figura 5.2). El muestreo fue realizado entre
dos periodos de tiempo, de acuerdo a las dos aplicaciones Unicas de elicitores que
se llevaron a cabo. Para el primer muestreo respecto a la primera aplicacion, las
muestras fueron tomadas inmediatamente después de la primera aplicacion (idpa)
de elicitores en el dia cero, asi como a las 2, 4, 8 y 12 h post aplicacion (hpa); y al
dia 1, 2, 3, 4, 5, 10 y 30 post aplicacion (dpa) de elicitores. Subsecuentemente, la

segunda aplicacién de elicitores se hizo en el dia 42 después de la primera
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aplicacion, cuando las plantas tenian una edad fenolégica de 12-16 hojas
verdaderas. El muestreo correspondiente a esta aplicacion, se realizé segundos
antes y después de la segunda aplicacion, asi como al dia 1, 3, 4 y 5 dpa. La
colecta foliar fue hecha de hojas apicales en ambos estadios fenologicos de las

plantas analizadas.

Tabla 5.1. Disefio de tratamientos de aplicacion de elicitores.

Tratamiento Descripcién Elicitor Concentraciéon Repeticiones Unidad

Experimental

T1 V1EIC1 0.1 mM 3 3
T2 VIELC2 AS 6.7 mM 3 3
T3 VIEIC3 10 mM 3 3
T4 V1E2C1 6 mM 3 3
T5 V1E2C2 H,0, 14 mM 3 3
T6 V1E2C3 18 mM 3 3
T7 V1E3C1 10 pg/mL 3 3
T8 VIE3C2 ON 670 pg/mL 3 3
T9 V1E3C3 1000 pg/mL 3 3
T10 V2E1C1 0.1 mM 3 3
T11 V2E1C2 AS 6.7 mM 3 3
T12 V2E1C3 10 mM 3 3
T13 V2E2C1 6 mM 3 3
T14 V2E2C2 H,0, 14 mM 3 3
T15 V2E2C3 18 mM 3 3
T16 V2E3C1 10 pg/mL 3 3
T17 V2E3C2 ON 670 pg/mL 3 3
T18 V2E3C3 1000 pg/mL 3 3
T19 V1EOCO - 3 3
T20 V2EOCO Agua - 3 3
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V= variedad, E= elicitor, C= concentracion
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Don Benito Don Pancho Don Benito ‘ Don Pancho Don Benito Don Pancho Don Benito

‘ Don Pancho

AS C1=0.4 mM C2=6.7 mM C3=10 mM Confroles
H,0, C1=6mM C2=14 mM C3=18 mM
QN C1=10 pg/mL C2=670 pg/mL C3=1000 pg/mL

Figura 5.2. Esquema de distribucion de tratamientos para la aplicacion de elicitores en el cuarto de germinacion.
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5.2.4 Determinacién de indicadores oxidativos

5.2.4.1 Tincidén citoquimica con 3,3-Daiaminobenzidina (DAB)

Esta tincion, es wuna técnica cualitativa que permite localizar
histolégicamente la generacion in situ de H,O,. La 3,3- diaminobenzidina (DAB)
captura el H,O; y lo polimeriza instantanea y localmente dando un polimero visible
de color café rojizo. Cabe mencionar que la inestabilidad del peroxido de
hidrégeno es sobrellevada por la alta estabilidad del polimero formando con el
DAB (Thordal Christensen et al., 1997). La tincion se llevé a cabo de acuerdo al
método descrito por Thordal Christensen et al (1997) con las siguientes
modificaciones: las hojas apicales de las plantas fueron cortadas con un bisturi
desde la base del tallo, y sumergidas en una solucién de 1mg/mL de DAB/MOPS
10 mM (Anexo Il) por un periodo de 8 h cubiertas de la luz a 25 °C. La solucion fue
acidificada con HCI concentrado hasta obtener un pH 3.8 necesario para
solubilizar DAB. Transcurrido el tiempo, se realizaron lavados con metanol en
bafio maria para agilizar la despigmentacion de la hoja y presente la tincion
histoldgica del H,O,. Posteriormente, el material vegetal se almacend en glicerol al
50% para su conservacion y observacion visual y en estereoscopio de la tincion.
Cabe mencionar que la modificacién que se hizé al método, fue en el regulador, ya
qgue en lugar de usar 2-N- morfilino acido etanosulfénico (MES) se utiliz6 3-N-
morfolino &cido propanosulfénico (MOPS 10 mM), dado que comparten

caracteristicas similares de pH por ser reguladores de sistemas bioldgicos.
5.2.4.2 Cuantificacion enddgena de H,0O, y actividades enziméaticas
Para la cuantificacion de H;O, y determinacion de actividades

enzimaticas, fue necesaria la preparacion de extractos crudos foliares, los cuales

se describen a continuacion.
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5.2.4.2.1 Preparaciéon del extracto crudo foliar de Capsicum annuum L.

Los extractos fueron obtenidos de acuerdo a Sibanda y Okoh (2008), para
lo cual 50 mg de tejido foliar fueron macerados con nitrégeno liquido hasta
pulverizar. Posteriormente, el tejido pulverizado fue homogenizado con dos
lavados en acetona (2.5 mL por lavado) en tubos falcon de 15 mL. La
homogenizacion se realiz6 por inversion del tubo (5-6 veces) y se almacen6 a 4°C
por 24 h. Transcurrido el tiempo, el sistema se transfirio a tubos Eppendorf y
fueron centrifugados a 5000 rpm durante 10 minutos para asegurar la precipitacion
del tejido. El sobrenadante, que fue descartado, contiene clorofila y otros
compuestos organicos que pudiesen interferir en la reaccidon. Posteriormente, el
precipitado se resuspendié mediante vortex en 1.5 mL de regulador de fosfatos pH
7.0 (0.05M) y centrifugado a 13000 rpm durante 15 minutos para asegurar la
extraccion proteica y enzimatica. Finalmente el sobrenadante fue recuperado y

almacenado a -20°C para las pruebas posteriores.

5.2.4.2.2 Cuantificacién de H,O, con Hydrogen Peroxide Assay Kit

La cuantificacion del H,O, se realizé de acuerdo al protocolo Hydrogen
Peroxide Assay Kit (National Diagnostic) que es un método colorimétrico y
cuantitativo para la determinacién de H,O, en sistemas biol6gicos y quimicos. La
prueba esta basada en la formacién de un complejo entre naranja de xilenol y
hierro férrico, el cual es producido por la oxidacion dependiente peréxido de hierro
férrico. Esta reaccion se cuantifica colorimétricamente, detectando pequefias
cantidades de peroxido (15 ng/mL).

El procedimiento se llevé a cabo en microplaca para optimizar el nimero
de reacciones del kit. La indicada modificacion se hiz6 sin alterar las
especificaciones del proveedor que pudieran interferir con el resultado.

Brevemente, 100 uL de extracto de planta fue mezclado con 90 pL de la solucién
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substrato de Hydrogen peroxide que contiene hierro férrico y naranja de xilenon.
La solucion substrato se prepard con los componentes A (89.1 uL) y B (0.9 uL)
qgue vienen en el kit. La mezcla de reaccion se incub6 a temperatura ambiente por
30 minutos, para permitir el viraje total de amarillo a azul. Transcurrido el tiempo
de incubacién, se llevd a cabo la lectura en un espectrofotdmetro para microplaca
a una absorbancia de 532 nm. Se utiliz6 regulador de fosfatos pH 7 (0.05 M,
Anexo II) como blanco de reaccidn, debido a que este es el disolvente del extracto
crudo. También se realiz0 una curva de calibracion de H,O, de concentracion
conocida (Figura 5.3) con los reactivos del kit para correlacionarla con la cantidad

de H,O, enddgeno generado por la presencia de elicitores en C. annuum L.
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Concentracién de H,0, [uM]

Figura 5.3. Curva de calibracion de H,O, con kit colorimétrico.

5.2.4.2.3 Actividad catalasa (CAT)
La actividad catalasa (CAT) se llevo a cabo con la finalidad de determinar

indirectamente la presencia de H,O, generado por los elicitores AS, H,O, y QN en

C. annuum L. Lo anterior, debido a que la enzima catalasa es una enzima
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presente en los peroxisomas de las células de todos los tejidos animales y
vegetales, caracterizada por su alta capacidad de reaccion. Actla sobre el
peréxido de hidrégeno, descomponiéndolo en agua y oxigeno, liberando energia

en forma de calor (Figura 5.4, Franco et al., 1999).

2H2 O2 p 2H20 + O2

catalasa

Figura 5.4. Descomposicién de H,O, mediado por catalasa (Franco et al., 1999).

Brevemente, la actividad CAT fue determinada espectrofotométricamente
monitoreando la oxidacion de H,O, a 240 nm como lo descrito por Chandlee et al.,
(1983). La mezcla de reaccion consistié de 1 mL de extracto crudo foliar y 1 mL de
H.O, 0.022 M. El blanco fue preparado de la misma manera, excepto que en lugar
de extracto foliar, se adicion6 1 mL de regulador de fosfatos 0.05 M pH7. Una
alicuota del extracto crudo foliar fue usada para determinar el contenido total de
proteina mediante el método de Bradford (1976) utilizando albumina de suero
bovino como estdndar y una curva de calibracion de H,O, (Figura 5.5). La
actividad especifica de la enzima, fue expresada como los pmoles de H,O,

oxidado por mg de proteina por minuto (umol/mg proteina/min).
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Figura 5.5. Curva de calibracion de H,O, para determinacion de actividad catalasa.
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5.2.4.2.4 Actividad fenilalanina amonio liasa (PAL)

Para determinar la actividad PAL, los extractos de planta fueron
preparados similarmente usando regulador de boratos 0.1 M pH 8.8 (Anexo Il). La
actividad PAL fue determinada espectrofotométricamente a 290 nm por la
formacion de acido trans-cinamico, de acuerdo al método descrito por Gerasimova
et al. (2005). La curva de calibracion se hizo usando diferentes concentraciones de
acido cinamico (Figura 5.6). La mezcla de reaccion estuvo constituida de 100 pL
de extracto de planta y 100 uL de la solucion L-fenilalanina 60 uM/mL. La mezcla
fue incubada a 37°C por 1 h y transcurrida la incubacioén, la reaccién fue parada
por la adicion de 50 uL de TCA 1M (Anexo Il). La concentracion de proteina fue
medida de acuerdo al método descrito por Bradford (1976). La actividad

enzimatica se expreso como la cantidad de acido cindmico producido en umol/mg

proteina/h.
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Figura 5.6. Curva de calibracion de acido cinamico.
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5.2.4.2.5 Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford

(microplaca)

La determinacion de la cantidad total de proteina se efectto por el método
de Bradford (1976), el cual consiste en la union del colorante azul de Comassie G-
250 a las proteinas, formando un complejo visible a 595 nm. Fue necesario hacer
una curva de calibracion de proteina, utilizando diluciones de una proteina de
concentracion conocida (albumina de suero bovino, BSA), con la finalidad de que
esta curva sirviera como referencia para correlacionar el contenido de proteina
total en las muestras problema (Figura 5.7). Para la cuantificacion de la proteina
total de la muestra, se preparé la mezcla de reaccion empleando 200 pL de
reactivo de Bradford 1:5 (Anexo Il) y 40 uL del extracto crudo foliar obtenido
anteriormente. La mezcla de reaccion se efectué directamente dentro de los pozos
de la microplaca. Una vez preparadas las mezclas, se dejaron incubar
aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, las
muestras fueron leidas en un espectrofotbmetro para microplacas a una

absorbancia de 595 nm.
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Figura 5.7. Curva de calibracion de BSA para cuantificacion de proteina.
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5.2.4.3 Andlisis de la expresion génica de catl, pal y prl en interacciones
planta-elicitor

El analisis de expresion génica fue realizado mediante la Transcripcion
Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR del inglés
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction).Tal analisis fue conducido en
el tiempo 0, 24, 72 y 120 horas post aplicacion (hpa) de elicitores referente a la
primera aplicacion, asi como al dia 42 después de la primera aplicacion de los
tratamientos con elicitores (Tabla 5.1). El analisis de catl, pal y prl también tuvo
lugar en el tiempo 0, 24, 72 y 120 hpa después de la segunda aplicacion de
elicitores, la cual se realizé en el dia 42 post primera aplicacion de tratamientos
con AS, H,O, y ON. Lo anterior, con el objetivo de conocer si se mantiene o
incrementa la expresion de los genes relacionados a estrés oxidativo como catl y
estrés bidtico como pal y prl después de la segunda aplicacion, y; su relacién con
la dinamica de produccion de H,O, por efecto de la interaccién C. annuum L.-
elicitor. La extraccibn de ARN total fue requerida para la sintesis de ADN
complementario (ADNc), y posterior analisis de la expresion génica mediante RT-
PCR de los genes en cuestion. Para la extraccion de ARN se us6 el método del
TRIZOL® Reagent de Invitrogen, siguiendo la metodologia del proveedor (Anexo I).
La sintesis de ADNCc se hiz6 a partir de 700 ng de ARN total, mediante First Strand
cDNA Synthesis Kit de Thermo Scientific (Anexo 1). Finalmente, para la
amplificacion de los genes cat, pal y prl de C. annuum L. sus secuencias fueron
obtenidas de la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), para el disefio de oligonucleétidos especificos (Tabla 5.2). Las
condiciones de amplificacién usadas para la PCR fueron las siguientes: 30 ciclos
de 95 °C por 30 s; 65 °C por 2 min; y 72 °C por 1 min. Los productos de PCR
fueron visualizados sobre geles de agarosa al 1.2 % en el fotodocumentador DNR

Bio-Imaging Systems Mini BIS Pro.
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Tabla 5.2. Secuencia de oligonucleoétidos relacionados al estrés oxidativo y biético
(Mejia-Teniente et al., 2013).

Tamano No. accesion
Nombre Secuencia (5’-3’) amplicon '
GenBank
(pb)

CaCAT-F GTCCATGAGCGTGGAAGCCCCGAAT 841 AF227952
CaCAT-R CGCGATGCATGAAGTTCATGGCACC
CaPAL-F TGGTGGATTTTTCGAGTTGCAGCCG 831 EU616575
CaPAL-R TGGCAAAGCGCCACGAGATAGGTTG
CaPR1-F CTTTTGCTATATTTCACTCAACACAAGCCC 522 AF053343
CaPR1-R TGCTGGATTTATTTTCCTTTTAACACATGA
CaGPDH-F GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC 255 AJ246011

CaGPDH-R GATCAACCACAGAGACATCCACAG

5.2.4.4 Determinacion de compuestos fendlicos

Una vez realizado el analisis de expresion génica, se procedié a efectuar
la determinacion de compuestos fendlicos, fenoles y flavonoides totales, para los
tratamientos descritos en la Tabla 5.1. Se eligieron las muestras de los tiempos 2
hpa y 5 dias post aplicacién (dpa) referentes a la primera aplicacion de elicitores,
asi como la muestra previa y posterior a la segunda aplicacién de elicitores del dia
42. Estos periodos de tiempo fueron elegidos, con base en los resultados
obtenidos de contenido enddgeno de peroxido hidrégeno y expresion geénica.
Debido a que los fenoles y flavonoides son de naturaleza polar, se llevo a cabo
una extraccion metandlica de acuerdo a lo descrito por Cardor-Martinez et al.
(2002). Brevemente, 200 mg de tejido foliar de C. annuum L. fue molido con
nitrogeno liquido y homogenizado en 10 mL de metanol absoluto. El
homogenizado se protegié de la luz y fue sujeto a agitacién constante, a una
velocidad de 150 rpm a 20°C por 24 h y posteriormente centrifugado a 4000 rpm
por 10 min. El sobrenadante fue recuperado y almacenado bajo oscuridad a -20°C
hasta su analisis. Posterior a la extraccibn metandlica, el contenido de fenoles

totales fue determinado por el método Folin-Ciocalteu de acuerdo a lo descrito por
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Nurmi et al. (1996), adaptado para usarse en microplacas por Vergara-Castafieda
et al. (2010). Brevemente, la mezcla de reaccion estuvo constituida por 40 pL de
extracto metandlico, 460 puL de agua destilada y 250 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu. Se homogenizé la mezcla mediante vértex por 5 min y se adicionaron
1250 pL de NaCOgs al 20% (Anexo Il). Se dejé reposar la mezcla de reaccion
durante 2 h en la oscuridad. Transcurrido el tiempo de reposo, se leyeron las
placas a 760 nm en el equipo iMark™ Microplate Absorbance Reader de Biorad.
La cantidad de fenoles totales (CFT) fue expresada como los miligramos-
equivalentes de &cido galico (AG) por gramos de peso fresco (mg-Eq AG/g peso
fresco). Para lo cual se generd una curva de calibracion de acido galico (Figura
5.8).
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Figura 5.8. Curva de calibracion de acido galico para determinacion de fenoles.

En cuanto a la determinacion del contenido de flavonoides totales (CFVT),
ésta se realizé6 mediante espectrofotometria de acuerdo a lo descrito por Hairi et
al. (1991) y adaptado para microplacas por Oomah et al. (2005). Rapidamente, 50
HL de extracto metanolico se mezclaron con 180 pL de metanol y 20 pL de la

solucion 2-aminoetildifenilborato al 1%. La lectura se realizé en el equipo iMark™
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Microplate Absorbance Reader de Biorad a 404 nm. La cantidad de flavonoides
totales (CFVT) fue expresada como los miligramos-equivalentes de rutina por
gramos de peso fresco (1g-Eq Rutina/g peso fresco). Para lo cual se generd una

curva de calibracion de rutina (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Curva de calibracion de rutina, para determinacion de flavonoides.

5.2.45 Anéalisis estadistico del estrés oxidativo

El andlisis estadistico de las variables de respuesta del estrés oxidativo
como produccion de H,0,, actividades enzimaticas asi como produccién de
compuestos fenolicos, fue conducido usando el software JMP 5.0.1. Un disefio
completamente aleatorio fue usado para evaluar el efecto de la concentracion de
elicitores en las dos variedades de C. annuum L. Los datos fueron sujetos a
andlisis de varianza (ANOVA) y las diferencias entre medias, fueron comparadas
usando la prueba Tukey (p < 0.05).
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5.2.5 Evaluacion de susceptibilidad patogénica a Phytophthora capsici en

plantas C. annuum L.

En la segunda parte del trabajo de investigacion, que corresponde al
andlisis de proteccion que ejercen los elicitores AS, H,O, y QN sobre C.annuum L.
ante estrés bidtico; fue necesario evaluar cual de las variedades, Don Benito o
Don Pancho, presentaba mayor susceptibilidad a uno de los principales patégenos
de chile, el Oomiceto Phytophthora capsici. Con la finalidad de elegir a la variedad
mas susceptible para los ensayos de interaccion planta-elicitor-patdgeno; vy
evaluar de esta forma el posible efecto protector que le genera el elicitor a la
planta de C.annuum L. ante determinado estrés biotico. Se opt6 por llevar a cabo
el ensayo de susceptibilidad con P. capsici, debido a que de los patégenos de
chile, es uno de los més agresivos, de facil inoculacion y de obtencion de fenotipos
susceptibles en periodos cortos. Para este ensayo se ocuparon plantas jévenes de
4-6 hojas verdaderas. El total de plantas que se emplearon por variedad, fue de
25. La inoculacion se realiz6 con discos de micelio de la cepa C7P8F7 de P.
capsici. Se utilizaron 2 discos de micelio de 17 mm de didmetro por planta, los
cuales se colocaron junto a la base del tallo (Figura 5.10). La sintomatologia
caracteristica como adelgazamiento de la base del tallo y marchitez de hojas

superiores puede ser observada a partir del tercer dia post- inoculacion (dpi).
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Figura 5.10. Inoculacion de C. annuum L. con Phytophthora capsici.

5.2.6 Interaccion planta-elicitor-patdgeno

Una vez seleccionada la variedad susceptible, se procedié a realizar las
interacciones planta-elicitor-patégeno. Con la finalidad de evaluar el efecto
protector que generan los eliciotores AS, H,O, y QN en C. annuum L ante el estrés
bidtico. Para lo cual, se ocuparon plantas de 4-6 hojas verdaderas. Las

condiciones de inoculacion para cada patégeno se describen a continuacion.

5.2.6.1 Inoculacién de C. annuum L. con Phytophthora capsici

La inoculacion de la cepa C7P8F7 de P. capsici en plantas de C. annuum
L., se efectto en dos periodos de tiempo, después de una aplicacion Unica de los
elicitores. La primera inoculacion, se realiz6 5 dias posteriores a la aplicacion de
elicitores (dpa), y la segunda a los 10 dpa; de acuerdo al diseiio de tratamientos
descritos en la Tabla 5.3. Lo anterior, con fundamento en los resultados obtenidos
de la dinamica oxidativa. Cabe mencionar, que se inoculé un total de 18 plantas,
de las cuales cinco fueron para inocularse en el quint y décimo dia post-aplicaciéon

de elicitores (5 dpa y 10 dpa) respectivamente.

Tabla 5.3. Disefio de tratamientos para inoculacion con P. capsici C7P8F7.

No. Total
Tratamiento Descripcién Elicitor Concentracion de plantas
inoculadas
T1 E1C1P1 0.1 mM 18
T2 E1C2 P1 AS 6.7 mM 18
T3 E1C3 P1 10 mM 18
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T4

E2C1 P1

H.0;

6 mM

18
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Cont. Tabla 5.3

No. Total
Tratamiento Descripcién  Elicitor  Concentracion  de plantas

inoculadas
T5 E2C2 P1 14 mM 18
T6 E2C3 P1 202 18 mM 18
T7 E3C1 P1 10 pg/mL 18
T8 E3C2 P1 QN 670 pug/mL 18
T9 E3C3P1 1000 pg/mL 18
T10 EOCOP1 AGUA 5 g 18
T11 EOCOPO AGUA - 18

E= elicitor, C= concentracion, P= patégeno

5.2.6.1.1 Analisis de fenotipo y severidad de sintomas de C. annuum L.
ocasionados por P.capsici

La evaluacién fenotipica, se realizo al tercer dia post inoculacién (3 dpi)
del Oomiceto P. capsici C7P8F7 en plantas de C. annuum L. inducidas con AS,
H.O, y QN. La evaluacion se realiz6 en esta fecha debido a que las plantas control
positivo (asperjadas con agua e inoculadas con la cepa C7P8F7 P. capsici)
presentaban sintomas caracteristicos de la enfermedad. El analisis de severidad,
se llevé a cabo de acuerdo a la escala establecida por Moran-Bafiuelos et al.
(2010).
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Tabla 5.4. Escala de severidad de sintomas de C. annuum L. a P. capsici (Moran-
Bafiuelos et al., 2010).

Severidad Descripcion de sintomas

0 Hojas y tallos turgentes.

3 Hojas inferiores con pérdida de
turgencia.
Hojas medias e inferiores

S marchitas, y la punta del tallo con
inclinacion ligera.

7 Hojas marchitas y punta del tallo
colgante.

9 Planta muerta.

5.2.6.2 Inoculacién de C. annuum L. con geminivirus PepGMV y evaluacién

fenotipica

La inoculacion con el geminivirus PepGMV en plantas de C. annuum L.
indicidas con AS, H,0O, y QN, se efectud 2 h posteriores a la aplicacién del elicitor.
La inoculacion fue realizada mediante biobalistica de baja presion en las
instalaciones del CINVESTAV-Unidad Irapuato (Figura 5.11; Anexo |). Para lo cual
se usaron 5 ug totales de ADN viral (2.5 pug del componente A y 2.5 ug del
componente B). El disparo fue dirigido a una de las hojas apicales de la planta, a
una presion de 140 psi y a una distancia aproximada de 1 cm entre la punta de la
pistola y la zona apical de la planta; siguiendo el disefio de tratamientos descritos
en la La evaluacion fenotipica de sintomas de la enfermedad y recoleccion de
muestras de tejido foliar se realizé a los 8 y 12 dias post inoculacién (dpi).
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Figura 5.11. Inoculacion de C. annuum L. con PepGMV

Tabla 5.5. La evaluacion fenotipica de sintomas de la enfermedad y
recoleccion de muestras de tejido foliar se realiz6 a los 8 y 12 dias post

inoculacion (dpi).
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Figura 5.11. Inoculacion de C. annuum L. con PepGMV

Tabla 5.5. Disefio de tratamientos para inoculacion con geminivirus PepGMV.

No. Total

Tratamiento Descripcion Elicitor Concentracion de plantas

inoculadas
T1 E1C1P2 0.1 mM 10
T2 E1C2 P2 AS 6.7 mM 10
T3 E1C3 P2 10 mM 10
T4 E2C1 P2 6 mM 10
T5 E2C2 P2 H,0, 14 mM 10
T6 E2C3 P2 18 mM 10
T7 E3C1 P2 QN 10 pg/mL 10
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Cont. Tabla 5.5. Disefio de tratamientos para inoculacion con geminivirus PepGMV

No. Total
Tratamiento Descripciéon Elicitor Concentracion de plantas
inoculadas
T8 E3C2 P2 670 ug/mL 10
T9 E3C3 P2 1000 pg/mL 10
T10 EOCOP2 AGUA 5 ug 10
T11 EOCOPO AGUA - 10

E= elicitor, C= concentracion, P= patégeno

Las muestras fueron colocadas inmediatamente en nitrégeno liquido y

almacenadas a -70 °C hasta su procesamiento. El analisis de la severidad, se hizo

de acuerdo a la escala de severidad propuesta por Torres-Pacheco et al. (1997).

Tabla 5.6. Escala de severidad de sintomas de C. annuum L. a geminivirus
(Torres-Pacheco et al., 2010).

Severidad

Descripcion de sintomas

0

© 00 N oo 0o b~ W

Asintomatica.

Leve arrugamiento en hojas apicales y presencia de mancas
amarillas (= 1 mm de diametro) cuando son expuestas a la luz
solar.

Presencia de manchas amarillas en grupos sobre las hojas
apicales.

Grupos de manchas amatrillas, se unieron formando una red
sobre la base apical de las hojas.

Red claramente visible.

Protuberancias observables en la zona media apical de las hojas.

Hoja ligeramente rizada.

Hoja severamente rizada.

Distorsion completa de la hoja apical.

Retraso en el crecimiento de hojas.
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5.2.6.2.1 Analisis del movimiento viral de PepGMV

El movimiento viral se evalué en muestras de tejido vegetal de 8 dpi, para
lo cual, las muestras se pulverizaron en presencia de nitrégeno liquido y se llevé a
cabo la extraccion de ADN genomico de hojas apicales y basales, mediante el
protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983). Posteriormente, se realizo el
analisis de movimiento geminiviral del PepGMV en las extracciones de ADN
gendmico, mediante la amplificacion del componente viral A, con los
oligonucleétidos JM23 (5-TGGTGTAGGACTCCA-GCAGAATC-3") y JM24 (5'-
TAGGCCCACACCTTGGTCACCAAG-3’) que amplifican un fragmento de 288 pb
de este componente, reportado previamente por Méndez et al. (2003). La
amplificacion por la PCR se llevé a cabo a 95 °C durante 30 segundos, 53 °C

durante 2 minutos y 72 °C durante 1 minuto con 30 ciclos.

5.2.6.3 Inoculacién de C. annuum L. con Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria (Xcv)

La inoculacion de plantas de C. annuum L. con la bacteria Xcv se realizé
con 5 x 10’ UFC/mL mediante bio-inyeccién (Figura 5.12; Anexo 1), con jeringas de
insulina, de acuerdo a lo descrito por Barrera-Pacheco (2006). La inoculacion se
efectud en la nervadura principal de una de las hojas apicales y en la altura media
del tallo de la planta. Se sigui6 el orden de tratamientos que se realizé tanto para
P. capsici como PepGMV. Con la diferencia de haber utilizado 8 plantas para cada
tratamiento. La sintomatologia que se esperaba, eran manchas pequefias en el
envés de las hojas, de forma angular y humedas. Las cuales, se transforman a
manchas circulares e irregulares, con margenes amarillos, translicidas y centros
pardos posteriormente apergaminados al principio de la enfermedad (Barrera-
Pacheco, 2006).
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Figura 5.12. Inoculacion de C. annuum L. con Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Barrera-Pacheco, 2006).

5.2.7 Anélisis de expresién génica en interacciones planta-elicitor-patégeno

Una vez que se llevé a cabo la interaccion planta-elicitor-patégeno, se
eligieron los tratamientos que no presentaron sintomas a las respectivas
enfermedades ocasionadas por el geminivirus PepGMV y el Oomiceto P. capsici.
De esta manera, se seleccioné el tratamiento 18 mM de H,O,, 0.1 mM de AS y
1000 pg/mL de QN, que mejor indujeron la proteccion en la interaccién C. annuum
L.—Elicitor—-Geminivirus. Quedando la misma concentracion de H,O, y AS para el
analisis de expresion génica en la interaccion con P. capsici excepto por el QN,
gue se seleccion6 la concentracion de 670 pg/mL. Los analisis de expresion
génica para Xcv, fueron descartados debido a que al finalizar los ensayos con este
patégeno, Unicamente se obtuvieron respuestas de hipersensibilidad. El andlisis
de expresién de genes relacionados al estrés bidtico, oxidativo y ruta MAPK, se
realizé en las muestras de 12 dpi de los tratamientos anteriormente mencionados
para la interaccion con el geminivirus PepGMV, recordando, que la inoculacién
con PepGMYV se hizd 2 h posteriores a la aplicacion de los elicitores. Para lo cual,
se emplearon muestras de una planta tratada con presencia de sintomas, una
planta tratada con ausencia de sintomas, una del grupo control positivo a la

enfermedad y otra del control negativo (que solo fue atomizada con agua). Por
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otro lado, el andlisis de expresion génica en las interaccion con P. capsici, se
realiz6 con muestras de tejido foliar correspondientes al 3 dpi. Dado que en este
periodo, la planta control positivo a la enfermedad e inoculada también al dia 5
post aplicacion de los elicicotres, presentaba la sintomatologia correspondiente al
Oomiceto P. capsici. Para ello el tejido foliar fue congelado y pulverizado con
nitrégeno liquido. Posteriormente se realizo la sintesis de ADNc a partir de 700
ng/puL de ARN purificado con DNasa I, de acuerdo a lo descrito anteriormente en la
seccion. Una vez obtenido el ADNc se llevd a cabo el analisis de la expresion de
los genes B-tub, prl, nprl, wrkyd, wrkyl, mkk1l, mkl y mk2, mediante PCR usando
los oligonucledtidos mencionados en la Tabla 5.2 para prl. Las condiciones de
amplificacion utilizadas fueron las siguientes: 95 °C durante 30 segundos, 55°C
durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto por 30 ciclos, para nprl. Para los
oligos restantes, lo Unico que se cambio fue la temperatura de alineamiento.
Quedando entonces 59°C para mk1; 60°C para wrkyd y mkkl; y 65°C para wrkyl
y mk2.

Tabla 5.7. Oligonucleotidos usados en los analisis de expresion génica de la ruta
MAPK evaluados en la interaccion planta-elicitor-patégeno.

Tamano .
__ No. accesion
Nombre Secuencia (5’-3’) amplicon
GenBank
(pb)

CaWRKYd -F GCCGATTAAACCCGAAAAAT 217 GQ249255.1
CaWRKYd -R TGATCATGTCCTCCTGGTGA
CaWRKY1 -F GTTTTAGATCATTGGACTCACCTG 443 AY229992.1
CaWRKY1 -R TTGATGGTTGTGGACACCCT
CaMKK1-F GATAGTGACCCGGAGATTCG 421 GQ249256.1
CaMKK1-R AAGTGTCCGGATCAAACCTT
CaMK1-F ATGGTTGATGCAAATATGGGT 465 AF247135
CaMK1-R ACGGAGAAGCTGATACATGAA
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Cont. Tabla 5.7

Tamano .
_ No. accesion
Nombre Secuencia (5’-3’) amplicon
GenBank
(pb)

CaMK2-F ATGGATGGTCCAGCTCAGCAA 420 AF247136.1
CaMK2-R CACGCAACGTTCTCTTGGCAT
CaNPR1-F AGGAAGAAGATGGCTGATGC 177 DQ648785.1
CaNPR1-R CAAGTCATCAGCATCCATGA
B-TUB-F GGAAGTTATTTGCGACGAGCACGGC 864 EF495259.1
B-TUB-R CGGGGATCTGCAGCGCACATCATAT

Las bandas obtenidas en el gel de electroforesis se cuantificaron por
densitometria mediante el software GelQuant y se realizd una prueba estadistica

de Tukey con a < 0.5 con el programa estadistico JMP.

5.2.8 Determinacién de metabolitos secundarios

Finalmente, se llevo a cabo la determinacion de metabolitos secundarios
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC del inglés High-
performance liquid chromatography) de los tratamientos 10 mM de AS, 18 mM de
H,O, y 1000 ug/mL de QN; de la interaccién planta—elicitor—geminivirus. El analisis
se realiz6 empleando una muestra de control negativo (agua), una de control
positivo a la enfermedad, y una muestra de tejido foliar de planta inducida con y
sin sintomas respectivamente. Para ello se realizé un extracto de 5 mg de tejido
por mL de metanol, se sonicé durante 40 min y se filtr6 con acrodiscos. El
contenido de compuestos fendlicos, en las muestras ya mencionadas, se identifico
y cuantificé usando el equipo Waters 600 HPLC-DAD system, equipado con
muestreador automatico (Waters 717 plus) y detector UV/Vis (Waters 2487)
(Milford, MA, USA). La separacion fue realizada en una columna Phenomenex
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ODS-C18 (250 X 4.6 mm, 5 pm). Las muestras (10 pL) se inyectaron en una
columan de fase inversa (Phenomenex C18 250 mm x 4.6 mm), a un flujo de 1
mL/min. La fase movil consistio de dos solventes: (A) acido férmico-agua 1:99 v/v
y (B) acetonitrilo, en una relacion A/B de 98/2 en 0 min, 68/32 en 30 min, 45/35 en
48 min, 5/95 en 53 min, 98/2 en 57 min, y el tiempo total fue de 67 min. Las
absorbancias fueron medidas de 260-320 nm.
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6 RESULTADOS

Los resultados se muestran en dos secciones principales. La primera
seccion, corresponde a los cambios ocurridos en los indicadores fenoldgicos,
como altura y grosor de tallo de la planta, por efecto de la aplicacion de los
elicitores. Asi como el efecto que tuvo la aplicacién foliar de AS, H,O, y QN en los
indicadores de estrés oxidativo como producciéon de H,O,, actividades enzimaticas
(CAT y PAL), asi como los cambios en la expresion de genes relacionados al
estrés oxidativo y biodtico. La segunda seccion, corresponde a la evaluacion
fenotipica en la interaccién planta-elicitor-patégeno. Asi como a la seleccion del
mejor tratamiento elicitor-concentracién, que mejor protegié a la planta de C.
annuum L. ante el estrés bidtico. En el mismo sentido, se analizaron los cambios
de expresion génica de los genes involucrados en la ruta de sefializacion MAP
quinasa, por efecto de la interaccion planta-elicitor-estrés bidtico. Finalizando con
analisis de resultados de los metabolitos secundarios inducidos en esta

interaccion.

6.1 Indicadores fenoldgicos y de estrés oxidativo

6.1.1 Andlisis de diametro de tallo y altura de la planta de C. annuum L.

Los tratamientos con AS, H,O, y QN causaron cambios en el crecimiento
y diametro de tallo de la planta, respecto al control con agua, y fueron medidos al
inicio y final del experimento. El analisis de varianza (ANOVA, Anexo lll) realizado
sobre las mediciones de altura y diametro de las plantas al dia cero, en ambas
variedades, Don Benito (DB) y Don Pancho (DP) de C. annuum L., revelaron que
no existe significancia —Fajwra-os= 1.3798, P>0.2112; Fpismetro-08=4.206, P>0.0002;
Faitura-pp=1.2237, P>0.2925; Fpiametro-op=2.9560, P>0.0044— indicando que las
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plantas estaban bajo las mismas condiciones para ser empleadas. Por otro lado, el
ANOVA realizado al final del experimento, al dia 42 dpa, revel6 que no existe
significancia en la altura en la variedad Don Benito (Fpg=2.9012, P>0.0051), pero
si en la variedad Don Pancho (Fpp=5.2035, P<0.0001). En cuanto al diametro de
la planta, en ambas variedades no se observaron diferencias significativas, de
acuerdo al analisis Tukey (Fpg=4.0483, P>0.0003; Fpp= 3.3705 y P<0.0015). Lo
anterior, indica que los elicitores y sus respectivas concentraciones tienen un
efecto positivo en el crecimiento de la planta, respecto al control. No obstante, de
acuerdo a la prueba Tukey (a=0.005), no existen diferencias significativas entre los
tratamientos de elicitores; pero una tendencia de bajo crecimiento fue observada
en los tratamientos 10 mM AS, 18 mM H,0O, y 1000 pg/mL QN, pero aun asi, su
crecimiento fue mayor que el de las plantas control (Figura 6.1). Aunque no se
encontré significancia en relacion con el diametro del tallo, si se observé un
engrosamiento del mismo en comparacion con las plantas de control (Figura 6.2).
Los resultados de la tendencia en la disminucién del crecimiento de la planta,
conforme aumenta la concentracién, coinciden con lo reportado por Boughton et
al. (2006), donde muestran que plantas de Lycopersicon esculentum tratadas con
metil jasmonato (MJ), otro elicitor, fueron significativamente mas cortas en altura
de 10-15 cm en promedio, que las plantas control a los 20 dias posteriores al
tratamiento con MJ. Pero la altura no resulté significativa entre las dosis de MJ
empleadas. El engrosamiento de diametro del tallo puede ser atribuido al proceso
de lignificacion, debido a la polimerizacion del mondmero de la lignina que es
iniciado por peroxidasas y/o lacasas como un proceso espontaneo sin ningun
control enzimatico (Sedoroff et al., 1994). Sin embargo, este proceso también
podria ser inducido por diversas respuestas de defensa de la planta, como
heridas, ataques virales y/o microbianos (Lange et al., 1995). También puede ser
inducido por elicitores, ya que son capaces de imitar el proceso percepcion de
microorganismos por una planta, a través de los patrones moleculares asociados a
microorganismos o microbios (MAMP del inglés microbe-associated molecular

pattern), iniciando asi la induccién del mecanismo de respuesta de defensa en
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plantas (Jones y Dangl, 2006). Esto también ha sido demostrado por Mandal et al.

(2010), quienes observaron que la deposicion de lignina en la pared celular de

raices de berenjena se incrementd 5 veces con AS, 4 veces con QN, 3 veces con

MeJA y 3 veces con MeSA a las 96 h de elicitacion.
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Figura 6.1. Efecto de los elicitores en el crecimiento de C. annuum L. al dia 42 post
primera aplicacion. a) Variedad Don Benito, b) Variedad Don Pancho. Las
barras muestran el error para la serie del grafico al 5%. Letras diferentes,
indican diferencia significativa de acuerdo al andlisis Tukey (a <0.05).
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Figura 6.2. Efecto de los elicitores en el diametro de tallo de C. annuum L. al dia
42 post primera aplicacion. a) Variedad Don Benito, b) Variedad Don
Pancho. Las barras muestran el error para la serie del gréfico al 5%.
Letras diferentes, indican diferencia significativa de acuerdo al analisis
Tukey (a <0.05).
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6.1.2 Deteccion de H,O, con DAB en plantas de C. annuum L. inducidas con

elicitores

La generacion de H,O, en hojas de C. annuum L. var. Don Benito y Don
Pancho, tratadas con los elicitores AS, H,O, y QN, fue visualmente analizada
mediante la tincion de la hoja con 3, 3'-Diaminobenzidina (DAB) (Thordal
Christensen et al., 1997). La cual permite localizar visualmente la generacion de
peréxido de hidrogeno debido al polimero de color marrén que se forma cuando el
H,O, se une con el reactivo DAB. La generacion de H,O, en C. annuum L.
evaluada a las 12 h post aplicacion foliar de los elicitores AS (0.1, 6.7 y 10 mM),
H.O, (6, 14 y 18 mM) y QN (10, 670 y 1000 pg/mL) es mostrada en la Figura 6.3.
En la cual se observa una fuerte coloracion marrén, inducida con las
concentraciones 6.7 y 10 mM de AS para ambas variedades, en contraste con la
concentracion 0.1 mM, donde la generacion de H,O, menor. La misma tendencia
fue observada con las concentraciones 14 y 18 mM de H,O;; asi como con las
aplicaciones de QN (670 pg/mL y 1000 ug/mL). No asi, para la concentracion
menor de cada elicitor (0.1 mM AS, 6 mM H;O,, 10 ug/mL QN) doénde la
produccion de esta molécula por efecto de la aplicacion foliar de estas
concentraciones, fue visiblemente menor comparada con la con las respectivas
concentraciones de mayor grado de cada elicitor. Con lo cual se puede inferir que
a mayor concentracion de elicitor, mayor generacion de perdxido de hidrégeno y
por ende mejor respuesta inductiva. Sin embargo, no hay que descartar que la
concentracion menor de cada elicitor induzca también la resistencia sistémica
inducida. Cabe sefialar que la coloracion marron fue visiblemente observada
desde la base de la hoja, por la nervadura principal y notablemente profunda en el
tejido, apareciendo también por las venas primarias y secundarias de la hoja. En
contraste con las hojas control, que sélo fueron atomizadas con agua, no fue
observada la producciéon de peroxido (Figura 6.3). Los resultados muestran que

las aplicaciones exogenas de AS, H,O, y QN inducen significativamente la
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generacion de peroxido de hidrégeno dependiendo de la concentracion del elicitor
(Mejia-Teniente et al. 2013). Esto es un punto importante, debido a que
generalmente las moléculas ROS, como el peréxido de hidrégeno, y la resistencia
de la planta a estrés biotico estan directamente relacionadas con la infeccion de la
misma (Vlot et al., 2009).

Variedad Don Benito Variedad Don Pancho
0.1 mM 6.7 mM 10 mM Agua 0.1 mM 6.7 mM 10 mM Agua
a)AS II

14 mM 18 mM Agua 14 mM

5
I

10 pg/mL 670 pg/mL 1000 pg/mL Agua 10 pg/mL 670 pg/mL 1000 pg/mL

. I ‘ II IIII

Figura 6.3. Reaccion de H,O, con DAB 12 h después de la aplicacion de elicitores.

b) H,0,

Lo anterior, también tiene fundamento en lo reportado por Singh et al.

(2004) dénde mencionan que la resistencia inducida por AS al virus del tabaco en
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plantas de Arabidopsis thaliana, se debié principalmente a que ésta resistencia
estd mediada en parte, por una via que parece estar involucrada en la
transduccion de sefales a través de cambios en el sistema redox de las moléculas
ROS en la mitocondria. Asimismo, Guevara-Olvera et al. (2012) reportaron que la
produccién de H,0,, evaluada por la tincion DAB, fue significativamente alta a las
6 h post inoculacion (hpi) con geminivirus en lineas transgénicas de tabaco que
expresan el gen CchGLP relacionado a la defensa contra estrés bidtico. También
Garcia-Neria et al. (2011) mostraron una alta acumulacion de de H,O; a las 6 hpi
en hojas inoculadas con el geminivirus PepGMV de plantas de C. chinense de la
accesion BG-3821 caracterizada como resistente a este virus, y que de igual
manera se obtuvo un comportamiento similar en hojas de C. annuum L. var.
Sonora Anaheim susceptibles a geminivirus. Los resultados aqui mostrados,
también exponen la durabilidad de la acumulacion de ésta molécula mensajera
(H20,) hasta las 12 h post aplicacion de los elicitores. En consecuencia, se puede
inferir que la planta podria estar en alerta para cualquier tipo de estrés. Esto es
probablemente porque el H,O, se produce en respuesta a una variedad de
estimulos e intercomunica las rutas de sefializacion intracelular. Por otra parte,
algunos elicitores pueden no requerir un mecanismo basado en un receptor para
su actividad (Neil et al., 2002; Chong et al., 2005; Mayers et al., 2005; Mejia-
Teniente et al., 2013).

6.1.3 Andlisis cuantitativo del contenido de H,O, enddgeno en plantas de C.

annuum L. inducidas con elicitores

Antes de llevar a cabo el orden de tratamientos descritos en la Tabla 5.1
de materiales y métodos, concerniente a los descriptores oxidativos, se hizo un
estudio exploratorio de dindmica oxidativa (del minuto O hasta la semana 4, Anexo
IV). En este estudio se registraron las tendencias del alto contenido de H,O; de la

semana 2 a la 4 respecto al control, pero en menor proporcion que los tiempos
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anteriores, después de la aplicacion de los elicitores en ambas variedades de C.
annuum L. (Don Benito y Don Pancho). Lo anterior tiene relevancia debido a que
en este periodo (S2-S4), las plantas se vieron infestadas de pulgones y sin
embargo, las plantas tratadas con AS, H,O, y QN tuvieron mayor produccion de
peroxido de hidrogeno respecto a las plantas control. Por lo que se infirié que las
plantas tratadas con elicitores estaban mas alerta al estrés generado por los
pulgones, que las plantas control que solo se trataron con agua. Por lo que se
decidi6 llevar a cabo una segunda aplicacion de elicitores y darle seguimiento por
una semana posterior a la segunda aplicacion, que son los resultados que se
muestran a continuacion.

El estrés oxidativo se debe a un desequilibrio en el metabolismo celular y
a la generacion de moléculas ROS. El grado de estrés oxidativo en una célula,
depende de la cantidad producida de superéxido, peréxido de hidrégeno, y
radicales hidroxilo (Iseri et al., 2013). Es por este motivo, que en el presente
trabajo se decidié determinar la cantidad de H,O, generada por la aplicacion foliar
de elicitores en C. annuum L., y es mostrada a través de una dindmica de
produccién de la molécula en periodos post aplicacion de elicitores. Lo anterior,
con la finalidad de establecer la durabilidad de la produccién de H,O,. El alto
contenido cualitativo de H,O, mostrado en con la tincién histolégica, sugiere que
existe una alta produccion de moléculas ROS, producidas por la aplicacion foliar
de los elicitores AS, QN y H,0.. Infiriéendose que los eventos desencadenados por
el estallido oxidativo finalizaron en la alta produccion de H,O,, el cual fue
cuantificado durante diversos tiempos de muestreo después de las dos
aplicaciones Uunicas y diferidas de los elicitores AS, QN y H,O, en ambas
variedades de C. annuum L. (Don Pancho y Don Benito). En adelante, nos
referiremos a los resultados de la variedad Don Benito, debido a que esta variedad
resultdé ser la mas susceptible al estrés bidtico y no presenta diferencias
significativas respecto a la variedad Don Pancho. No obstante, los resultados de
indicadores oxidativos de la variedad Don Pancho, son mostrados en el Anexo V.

Mencionado lo anterior, la dinamica de produccion de peréxido de hidrogeno por
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efecto de la aplicaciéon de los tratamientos de AS (0.1 mM, 6 mM, 10 mM), H,O, (6
mM, 14 mM, 18 mM) y QN (10 pg/mL, 670 pg/mL, 1000 pg/mL) en la variedad Don
Benito de C. annuum L. se muestra en la Figura 6.4 (Mejia-Teniente et al., 2013).
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Figura 6.4. Dinamica de produccion de H,O, en variedad Don Benito de C.
annuum L., por efecto de dos aplicaciones diferidas de elicitores. a)
AS, b) H,O,, c) QN. Primera aplicacion en el dia cero, segunda
aplicacion en el dia 42 post primera aplicacion. idpa: inmediatamente
después primera aplicacion, asa: antes segunda aplicaciéon, idsa:
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inmediatamente después segunda aplicacion, hpa: h post aplicacion,
dpa: dias post aplicacion. Analisis Tukey (a=0.005).
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Continuacién Figura 6.4,
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Continuacién Figura 6.4,
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En la figura anterior, se observa que la produccion de H,O, fue
significativamente potenciada en las primeras horas post aplicacion de los
elicitores, comparada con el generado por las plantas control. Por otra parte, en
los tratamientos control, los niveles de peroxido de hidrdgeno no mostraron
diferencias significativas durante los periodos evaluados. EI monitoreo de
produccién de perdxido de hidrogeno fue seguido hasta el dia 30 después de la
aplicacion de los elicitores AS, H,0, y QN, con la finalidad de estimar los niveles
endodgenos después de la primera induccion. Los altos niveles de H,0O, fueron
localizados en las primeras 2 hpa de elicitores, sin embargo, al seguir la dinamica
en periodos diarios, se observé una acumulacion de esta molécula del 4-30 dia
post aplicacién de elicitores (dpa, Figura 6.4). En el dia 42 posterior a la primera
aplicacion de elicitores, fue llevada a cabo una segunda aplicacién de AS, H,O, y
QN para evaluar los niveles de produccion de H,O, cuando las plantas estan en
otra etapa de desarrollo fenolégico, y dar continuidad a lo observado en el estudio
exploratorio (Anexo 1V), donde las plantas inducidas con los elicitores y que
ademas fueron infestadas con bifidos (pulgones), aumentaron considerablemente
la produccién de perdxido, respecto a las plantas tratadas con agua. Después de
la segunda aplicacion de elicitores, los niveles de peroxido de hidrogeno
incrementaron significativamente, y diferencias de produccion del mismo fueron
observadas entre los elicitores, y sus respectivas concentraciones (Figura 6.4).
Cabe mencionar, que la vida media del H,O, 20 mM es de 2 minutos y, que
después de s6lo 5 minutos no es detectable (Desikan et al., 1998). Por lo tanto, los
resultados que se muestran, se refieren sélo al contenido de peréxido de
hidrégeno enddgeno causado por los elicitores. La produccién de H,0, fue similar
en las plantas inducidas con AS (5.21 ng/mg de tejido fresco Figura 6.4a) y H,O,
(4.9 ng/mg de tejido fresco Figura 6.4b). En inducciones llevadas a cabo con QN,
la produccion de H,0O, alcanzé solo 4.5 ng/mg (Figura 6.4c), que coincide Lin et al.
(2005), donde muestra una disminucion del contenido de peroxido de hidrogeno

enddgeno, mediado por aplicaciones de QN, lo que condujo a una baja expresién
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de transcritos de gluanasa y quitinasa en arroz. Cabe destacar, que el aumento
significativo del contenido end6geno de perdxido posterior a la segunda aplicacion,
coincide con Camarena-Gutiérrez (2006), ya que menciona que el estallido
oxidativo se da en dos etapas reguladas de manera independiente, la primera es
una reaccion inespecifica que no necesariamente termina en resistencia de la
planta y la segunda es inducida sélo por patdgenos incompatibles por lo que sélo
las plantas resistentes son capaces de llegar hasta esta segunda fase. Por lo
tanto, los elicitores estan manteniendo alerta a la planta, para que esta responda
de una manera mas rapida al estrés bidtico. Es claro que el control de H,O,
comprende un conjunto de mecanismos ordenados y alternos que tienen el
objetivo comun de proteger a la célula del estrés oxidativo. Este resultado sugiere
que el H,O, esta participando en el mecanismo de defensa inicial de las plantas
pues la primera etapa es el estallido oxidativo como parte de una respuesta
hipersensible. Tal como se menciona en antecedentes, el H,O, participa en una
variedad de mecanismos para la defensa de la planta activando o inactivando
proteinas involucradas en la transduccion de sefiales para respuesta a diferentes
tipos de estrés. La via mas estudiada es la correspondiente a la de MAPKSs, la cual
puede generar respuestas para proliferacion, diferenciacion celular y apoptosis,
entre otras (Ruiz-Nito, 2009).

6.1.4 Actividad especifica catalasa (CAT) en C. annuum L. por efecto de la

aplicacion de elicitores.

La dindmica de actividad CAT y PAL en C. annuum L. var. Don Benito por
efecto de la aplicacion de elicitores, es mostrada en la Figura 6.5 y Figura 6.6,
respectivamente. Las correspondientes actividades enzimaticas de la variedad
Don Pancho, son mostradas en el Anexo V. La actividad catalasa (CAT) se evallo
con la finalidad de determinar indirectamente la presencia de H,O, generado por
los elicitores AS, QN y H,0O, a través del tiempo. En la Figura 6.5, puede ser

74



observado que la actividad CAT fue significativamente activada después de la
aplicacion de los elicitores. También se observa que la actividad CAT, siguié una
tendencia similar al nivel de produccion de peroxido de hidrégeno, excepto durante
las primeras 12 h post aplicacion (Figura 6.5). Lo anterior, se puede relacionar con
el aumento de la actividad SOD, que al catalizar el radical *O2- a H,O, hace
necesaria la participacion de enzimas CAT para convertir el H,O, formado en agua
y O, inhibiendo asi la formacion de radicales -OH y sus subsecuentes dafios a la
célula. Observdndose ademas que al usar el elicitor AS en las plantas de C.
annuum L., existe mayor actividad CAT, por lo que se infiere que la mayor
generacion de peroxido de hidrogeno como parte de la respuesta hipersensible
esta a cargo de este elicitor. Por otra parte, la baja actividad catalasa obtenida en
el 5 dpa con el elicitor QN, pudo deberse a que en las plantas, el peroxido de
hidrégeno es usualmente removido por dos tipos de enzimas: catalasas y
peroxidasas. Sin embargo, la participacibn de ambas es dependiente de la
concentracion del peréxido de hidrogeno dismutado por la SOD. Asi que cuando
los niveles de catalasa son bajos, la enzima ascorbato peroxidasa al igual que la
catalasa puede reducir el peréxido de hidrégeno para formar agua. Esta enzima se
encuentra en todas las partes de las plantas, incluyendo el espacio apoplastico, en
donde bajo condiciones de estrés salino se produce un aumento de especies
reactivas de oxigeno. Cabe destacar, que en los tratamientos con agua, la
actividad CAT, no mostré diferencias significativas. Después de la segunda
aplicacion de elicitores, la actividad CAT aumento significativamente en el dia 5
dpa (Figura 6.5). Los resultados anteriores, sugieren que la actividad CAT es
directamente proporcional a la produccion de peréxido de hidrégeno generado por
cada elicitor, excepto durante las primeras horas post aplicacién. Por lo que puede
inferirse que la enzima llegd a su limite de saturacién de sustrato, y que entonces,
estén actuando otras enzimas del complejo antioxidativo que actian como
secuetradoras de especies ROS, como las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
ascorbato peroxidasa (APX), glutation peroxidasa (GPX) (Mittler, 2002; Apel y Hirt,
2004).
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Figura 6.5. Dinamica de actividad especifica de CAT en C. annuum L. var. Don

Benito, por efecto de dos aplicaciones diferidas de elicitores. a) AS, b)
H.O-, ¢) QN. Primera aplicacion en el dia cero, segunda aplicacién en
el dia 42 post primera aplicacion. idpa: inmediatamente después
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dpa: dias post aplicacion. Analisis Tukey  (a=0.005).
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Continuacién Figura 6.5,

C) 1200

1000

=]
=
=]

Actividad especifica CAT
( pmol H,O,/ mg proteina/ min)
&~ o
=] =
= =]

(]
=
=]

1200

1000

800

600

400

Actividad especifica CAT
(umo H,0, I/ mg proteina/ min)

(]
=]
=]

Quitosan

Primera aplicacion
Tiempo (h-dias)
TAgua
10 pg/mL
_ 670 pg/mL
1000 pg/mL

idsa 1 3 4 5

dpa

Segunda apliacion
Tiempo (dias)

78



Los resultados sugieren que la alta actividad CAT se debe al estimulo
recibido en la planta, por parte de los elicitores. Y coincide con lo reportado por Liu
et al. (2012), en donde aplicaciones exdégenas de 1mM AJ en plantas de trigo,
previas al estrés con radiacion UV-B, incrementan la actividad CAT por encima de
180 U. También, Iseri et al. (2013), demostraron que aplicaciones exdgenas de
H,O, en plantas de tomate, aumentaron significativamente la respuesta y
tolerancia al estrés, evidenciado con la actividad CAT. Sin embargo los resultados
agui mostrados, también difieren a lo mostrado por Airaki et al. (2012), debido a
que reporta 100 veces menos de actividad CAT, que lo reportado en esta
investigacion, cuando plantas de C.annuum L. son expuestas a estrés con bajas
temperaturas. Esta diferencia puede deberse a que el estrés con frio causa
normalmente disminucion en las actividades enziméticas del sistema antioxidativo
(SOD, CAT y POX; Mutlu et al., 2013). Lo anterior de acuerdo a lo reportado por
Mutlu et al. (2013), en cultivares de cebada sensibles al frio; debido a que el pre
tratamiento con AS a cultivares de cebada, sensibles y tolerantes al frio,
incrementaron  significativamente la actividad del complejo enzimatico

antioxidativo.

6.1.5 Actividad fenilalanina amonio liasa (PAL)

En cuanto a la actividad fenilalanina amonio liasa (PAL), decidi6é analizarse
debido a que es una enzima clave en el metabolismo de los fenilpropanoides de
plantas superiores. Ademas de que diversas investigaciones indican que la
activacion de PAL y el subsecuente incremento del contenido fendliico en plantas,
se debe a una respuesta generalizada y asociada a la resistencia a enfermedades
de diverso origen bidtico (Vimala et al., 2009). EI comportamiento de la dindmica
de actividad PAL por efecto de la aplicacion exdgena de AS, H,O, y QN en C.
annuum L. var. Don Benito, es mostrado en la Figura 6.6 y el respectivo

comportamiento de la variedad Don Pancho, en el Anexo V. De manera
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generalizada, no se observaron diferencias significativas de la dinamica PAL a
través del tiempo en el tratamiento con agua (control). Por lo contrario, se observo
el aumento significativo de la actividad PAL respecto al control, durante la primera

aplicacion de elicitores, sin  mostrar diferencias entre elicitores

empleados
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Figura 6.6. Dinamica de actividad especifica de PAL en C. annuum L. var. Don

Benito, por efecto de dos aplicaciones diferidas de elicitores. a) AS, b)
H.O-, ¢) QN. Primera aplicacion en el dia cero, segunda aplicaciéon en
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el dia 42 post primera aplicacion. idpa: inmediatamente después
primera aplicacion, asa: antes segunda aplicacion, idsa:
inmediatamente después segunda aplicacion, hpa: h post aplicacion,
dpa: dias post aplicacion. Analisis Tukey  (a=0.005).
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En la Figura 6.6, también puede apreciarse un incremento significativo de
la actividad PAL justo después de la aplicacion de AS, H,O, y QN, la cual
permanecid hasta 5 dias posteriores a la aplicacion, y que se correlaciona
directamente con la produccion de H,O, (Figura 6.4). Lo cual sugiere que la
molécula H,O, actia como sefial para la activacion de esta enzima. También
puede verse que el elicitor QN aumento significativamente la actividad PAL a las 8
h post aplicacion del elicitor, alcanzando una produccion de &cido cinamico de
hasta 21 ug/mg proteina (Figura 6.6c), la cual permanecio sin cambio hasta 4 dpa
de la primera aplicacion. En cuanto a los elicitores AS (Figura 6.6a) y H,O, (Figura
6.6b) solo generaron una actividad PAL, evidenciada con la produccién de acido
cinamico, de 17 21 ug/mg proteina en el 4 dpa y a las 8 hpa, respectivamente. Los
resultados muestran que se obtuvo la mayor actividad PAL a las 12 hpa sin ostrar
diferencia por el elicitor empleado (Figura 6.6); y el hecho de que esto ocurriera en
las primeras horas post aplicacion, sugiere la rapida sefalizacion del peroxido de
hidrogeno para la activacion de PAL, la cual cataliza el primer paso de la ruta de
los fenilpropanoides. Esto resulta importante, debido a que la activacion de PAL
incide en diversos aspectos de la planta, como desarrollo, crecimiento e induccion
de la defensa contra estrés bibtico y/o abidtico (Bautista-Banos et al., 2006;
Tanabe et al., 2008; Sahebani et al., 2009). Finalmente, después de la segunda
aplicacion de elicitores, un aumento significativo en la actividad de PAL se muestra
después de 4-5 dias, dependiendo del inductor y la concentracién evaluada.

6.1.6 Patrén de expresion génica de cat, pal y prl en C. annuum L.

El H,O, esta involucrado en la regulacion de diversos genes relacionados
al estrés, como catl y pal, los cuales son ampliamente usados como indicadores
de respuesta ROS a la sefializacion del estrés oxidativo; y la expresion de prl es

empleado como indicador de estrés bidtico (Tanabe et al., 2008; Sahebani et al.,
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2009). Los patrones de expresion de catl, pal y prl, por efecto de la aplicacion de
los elicitores AS, H,O, y QN en C. annuumL.alas0y 2 h, asicomoaldial, 3y5
post aplicacion de elicitores, de la primera y segunda aplicacién respectivamente,
se aprecian en la Figura 6.7. Recordando que el objetivo de realizar este analisis
en los periodos diferidos de las aplicaciones respectivas, fue conocer si se
mantenia o incrementaba la expresién de los genes relacionados a estrés
oxidativo como catl y estrés biodtico como pal y prl después de la segunda
aplicacion, y; su relacion con la dinamica de produccién de H,O, por efecto de la
interaccion C. annuum L.-elicitor. Los patrones de expresiéon de los genes
mencionados, fueron evaluados usando el tratamiento de concentracién mayor de
cada elicitor: 10 mM AS, 18 mM H,0, y 1000 ug/mL QN, debido a que con estas
concentraciones en general, se observo que se generd un alto contenido de H,0,

enddgeno (Figura 6.4).
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Figura 6.7. Patron de expresion de los genes catl, pal y prl de C. annuum L. var.
Don Benito, inducidos con la aplicacion de elicitores. Resultado
obtenido de dos aplicaciones Unicas y diferidas con 10 mM AS, 18 mM
H,O, y 1000 pg/mL QN. Primera aplicacion realizada en el dia 0.
Segunda aplicacion realizada en el dia 24 post primera aplicacion.
idpa: inmediatamente después primera aplicacion, asa: antes segunda
aplicacion, idsa: inmediatamente después segunda aplicacion, hpa:
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horas post aplicacion, dpa: dias post aplicacion.
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Mencionado lo anterior, puede apreciarse que la expresion de catl,
mostrada en la Figura 6.7, es principalmente inducida por 10 mM AS y 18 mM de
H.O- en la primera fase de aplicacion de estos elicitores. Asi mismo, la Figura 6.7
muestra que la expresion de catl fue notablemente incrementada respecto al
control, en la segunda aplicacion de los elicitores. Anteriormente, Willekens et al.
(1994) analizaron la expresion de los tres genes de catalasa (catl, cat2 y cat3) de
Nicotiana plumbaginifolia, demostrando que catl se encuentra especificamente
involucrada en la proteccion a la fotorespiracion de H,O,, la cual, con excepcién
de los pétalos esta confinada a los érganos verdes de la planta .De acuerdo a lo
anterior y basados en los resultados obtenidos del analisis de expresion de catl
en C. annuum L., el nivel de transcrito en las hojas fue incrementdndose a través
de la dinamica de estrés oxidativo. Tal incremento, se debid principalmente por la
induccion con AS y H,0,, y potencialmente estimulada en la segunda aplicacion
de elicitores (Figura 6.7). Los resultados mostrados, también indican que el
aumento de la actividad CAT en el tejido foliar de C. annuum L., previamente
tratado con elicitores, puede atribuirse probablemente al aumento de los niveles
de expresion de catl y a la eliminacién del H,O, generado por los elicitores. Lo
anterior se debe a que no se espera que catl sea el Unico gen codificante para las
actividades catalasa en C. annuum L. lo cual coincide con Lee et al. (2005), que
muestran un incremento en el nivel de ARNm de catl en plantas de C. annuum L.
previamente tratadas con paraquat (Dicloruro 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilo), un
herbicida cuaternario de amonio. Sugiriendo que catl puede jugar un papel
importante en respuesta al estrés ambiental. En el mismo sentido, en los patrones
de expresién de pal, se observé que la concentracion 10 mM AS induce dos veces
mas la expresion de pal respecto al tratamiento control (agua). Lo anterior coincide
con lo reportado por Potlakayala et al (2007) que menciona que el AS favorece la
respuesta SAR en plantas, comprobandose que en la interaccion planta-
microorganismo se induce la enzima PAL que es clave en la biosintesis de AS

(Ballester et al., 2006). Por otro lado, 1000 pg/mL QN indujo 4 veces mas la
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expresion de pal en la primera y segunda aplicacion de elicitores. Después de la
segunda aplicacion, sin hacer distincion del elicitor empleado, la expresion de pal
incrementd notoriamente respecto al control. El incremento en la expresion pal,
permanecio hasta el 3 dpa para 10 mM AS y 1000 ug/mL QN; mientras que para el
5 dpa la expresion de este gen fue disminuyendo (Figura 6.7). Cabe sefalar que la
induccion de este gen con H,O, mantiene una expresion basal similar a la del
control con agua, después del 3 dpa de la segunda aplicacion de elicitores. Es
importante mencionar, que en la expresion de pal se conoce que un aumento en el
contenido de ARNm de pal, con frecuencia subyace la activacion de la enzima (Xu
et al., 2005). Por lo que ademas de la expresion de catl, la expresion de pal fue
inducida principalmente con AS y H,0,, y sustancialmente incrementada en la
segunda aplicacion de elicitores; lo cual se atribuye al estado de alerta en el que la
planta se encuentra (Figura 6.7), coincidiendo con la actividad PAL inducida por
los elicitores mencionados (Figura 6.6). Finalmente, la expresion de prl como
principal indicador del estrés biotico, fue principalmente inducido con 10 mM AS
respecto al control con agua en la primera aplicacion de los elicitores; e
incrementandose notoriamente en la segunda aplicacion en el dia 42. Cabe
sefialar, que la expresion de prl con H,O, y QN mantuvo niveles similares de
expresion en las primeras horas post aplicacion de la primera fase de induccién.
Cabe distinguir que las proteinas PR son localmente inducidas en respuesta al
ataque de patdgenos, asi como sistémicamente tanto en interacciones planta-
patdgeno compatibles como incompatibles (Heath, 2000). En primera instancia, la
respuesta SAR de las plantas de chile estd acompafada por un estallido micro-
oxidativo sistémico que genera H,O, y una expresion sistémica de genes
relacionados a la defensa en hojas no inoculadas (Heath, 2000). Las moléculas
ROS inducen la expresion coordinada de un grupo de genes llamados genes SAR
(Choi et al., 2007). Bajo este contexto, De Roman et al. (2011) mostraron que la
resistencia inducida a patégenos con analogos de AS, Metil-S-acibenzolar (ASM)
puede moverse por compartimentos que estan por encima y debajo del suelo, v;

afectar a los microorganismos mutualistas, asi como a patdgenos de plantas. Los
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resultados mostrados en la Figura 6.7, indican que la aplicacién exdgena de
elicitores es un método eficiente para inducir la expresion de genes relacionados a
la defensa de la planta como prl y pal y al estrés oxidativo como catl. Sin
embargo, de los elicitores empleados, QN mostré6 menor induccidén de expresion
génica para catl, pal y prl; lo que sugiere que este elicitor actia de manera mas
pasiva comparado con AS y H,0,. Asi mismo, (Huang et al., 2011), describen
cambios cuantitativos de fosfoproteinas presentes en A. thaliana después de que
la planta habia sido tratada con quitosan, benzotiadiazol, heridas y metil viol6geno;
los cuales estimularon la respuesta de resistencia basal de la planta, asi como el
estrés oxidativo. Sin embargo, y sin excluir a ningun elicitor empleado, en la
segunda fase de induccion (dia 42 posterior a la primera aplicaciéon) fue observado
un incremento considerable tanto de catl, pal y prl. Con lo cual, podemos decir
que los resultados aqui mostrados coinciden con la estimulacion y cambio de
expresion de los genes relacionados al estrés bidtico y que por lo tanto, son un
eficiente método para estimular e inducir la respuesta de la planta activando rutas

de sefalizacion que finalicen en la activacién de mecanismos de defensa.

6.1.7 Andlisis de fenoles y flavonoides totales inducidos en la interaccion

planta-elicitor.

Es conocido que los fenoles y flavonoides en plantas superiores se
producen en respuesta a factores ambientales (Ghasemzadeh y Ghasemzadeh,
2011). Por lo que el objetivo de hacer la determinacién total de fenoles y
flavonoides, radico en evaluar cual elicitor y su respectiva concentracion, AS, H,0,
y ON, es el que mejor inducia el contenido total de estos compuestos en cuato
periodos post induccion. Tres de estos periodos, fueron llevados a cabo a las 2
hpa, 5 dpa y 42 dpa. El cuarto periodo fue llevado a cabo, inmediatamente
después de la segunda aplicacion de elicitores en el 42 dpa. Estos periodos de

evaluacion de comopuestos fendlicos, fueron elegidos debido al estrés oxidativo
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que fue generado en C. annuum L por AS, H,O, y QN, en esos periodos de
tiempo. Descrito lo anterior, la acumulacion de compuestos fendlicos en hojas de
C. annuum L. var. Don Benito inducido por los elicitores AS, H,O, y ON, se

observan en la Figura 6.8.
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Figura 6.8. Contenido total de fenoles en C. annuum L. inducidos por la aplicacién
de elicitores. a) CTF 2 h post primera aplicacion elicitores, b) CTF 5
dias post primera aplicacion de elicitores, ¢) CFT dia 42 antes de la
segunda aplicacion (*), d) CFT dia 42, inmediatamente después de la
segunda aplicacion (**). Letras diferentes indican diferencia significativa
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de acuerdo a la prueba Tukey’s (a <0.05).
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Cont. Figura 6.8
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Los tres elicitores AS, H,O, y QN, y sus respectivas concentraciones,
incrementan el contenido de total de fenoles y flavonoides en los periodos
mencionados, comparados con el control de agua (Figura 6.8). De acuerdo al
ANOVA (Anexo VI) realizado en los datos de determinacién de fenoles, existen
diferencias significativas entre las dosis y elicitores empleados a las 2 hpa
(F=13.256, P<0.0001), 5 dpa (F=118.0458, P<0.0001), mas no para el 42 dpa de
la primera aplicacion (F=5.1951, P> 0.0011). Sin embargo, al exponer a la planta
nuevamente al contacto con los elicitores, volvio a incrementarse
significativamente el contenido fendlico de C. annuum L (F=176.47, P<0.0001) lo
cual puede observarse en la Figura 6.8. Con lo que se podria inferir, que la planta
guarda una memoria celular que identifica el tipo de estrés al cual esta siendo
expuesta y activa nuevamente sus mecanismos de defensa, entre los que se
encuentra la sintesis de compuestos quimicos antimicrobianos como los son
algunos tipos de fenoles y flavonoides. Lo anterior, debido a que la defensa
inducida es un sistema complejo que parte desde una sefal quimica o elicitor que
desencadena la produccién de enzimas del metabolismo secundario cuyo
resultado final seria la sintesis de compuestos antimicrobianos, los cuales, afectan
ademas de los patdégenos, a los consumidores de las plantas y a sus enemigos
naturales (Montes-Belmont 2009). En cuanto a la determinacion de flavonoides
totales, también se observaron diferencias significativas de acuerdo al ANOVA
realizado y visualmente expresado en la Figura 6.9. Cabe sefialar que tales
diferencias no fueron observadas en las primeras 2 h post aplicacion de elcitores
(F= 3.831, P>0.0059) lo cual puede deberse a que los flavonoides son un
subgrupo de compuestos fendlicos y por ende su sintesis a través de la ruta de los
fenil propanoides es subyacente a la de los fenoles. Tanto la induccién con
elicitores y posterior acumulacion de fenoles y flavonoides en C. annuum L.,
coincide con lo reportado por Bhaskara et al. (1999), donde muestran que la
sintesis de acidos fendlicos fue estimulada en hojas primarias posterior al

tratamiento con QN. Tal elicitor, indujo significativamente la sintesis de &cido
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ferdlico, la cual fue aumentando conforme aumentaba la concentracion de QN

empleada.
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Figura 6.9. Contenido total de flavonoides en C. annuum L. inducidos por la
aplicacion de elicitores. a) 2 h post primera aplicacion elicitores, b) 5
dias post primera aplicacién de elicitores, c) dia 42 antes de la segunda
aplicacion (*), d) dia 42, inmediatamente después de la segunda
aplicacién (**). Letras diferentes indican diferencia significativa de
acuerdo a la prueba Tukey’s (a <0.05).
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Adicionalmente, Zhao et al. (2000), mostraron que la aplicacion de acido

acetil salicilico, analogo de AS, en cultivos celualres de C. roseus potenci6 la
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sintesis de indol. Asi como cafeoilputrecina en hojas de tomate por la aplicacion
foliar de MeJa, como lo describieron Chen et al. (2006). En el mismo contexto, se
mostré el efecto del estrés oxidativo generado por AS, H,O, y QN en C. annuum
L., var Don Benito; bajo la perspectiva futura de emplearlos como proteccion de la
planta contra estrés bidtico (Mejia-Teniente et al., 2013). Ademas de mostrar que
tanto el rendimiento como contenido de fitoquimicos, y; la respuesta sistémica
inducida, convergen dentro de una nueva visidbn de mantenimiento agricola en un
marco de practicas integradas agricolas (Garcia-Mier et al., 2013; Jimenez-Garcia
et al., 2013; Mejia-Teniente et al., 2013, 2010).

6.2 Indicadores fenotipicos y de expresion génica de las interacciones
planta—elicitor—-patégeno

Concluido el analisis de estrés oxidativo, se llevaron a cabo las
interacciones planta-elicitor-patdgeno. Para lo cual, primero se realizd una prueba
de susceptibilidad al Oomiceto Phytophthora capsici, con la finalidad de saber cual
de las dos variedades de C. annuum L. Don Benito o Don Pancho, presentaba
mayor susceptibilidad a este Oomiceto. Lo anterior, para seleccionar a la variedad
mas susceptible y entonces tomarla como referencia para la induccion de la
resistencia con los elicitores AS, H,0O, y QON.

De acuerdo a este andlisis de susceptibilidad, la variedad Don Benito de
C. annuum L., fue la méas susceptible a P. capsici, con un porcentaje de
susceptibilidad del 50 % a diferencia de la variedad Don Pancho, que se solo 35%
de las plantas resultaron susceptibles a este Oomiceto. Observandose en ambas
variedades sintomas caracteristicos de la enfermedad de la marchitez del chile
(Figura 6.10).

96



Control 25 plantas inoculadas y sintomas de la %. B
C. annuum enfermedad Susceptibilidad

Figura 6.10. Fenotipo de susceptibilidad de C. annuum L. a P. capsici.

6.2.1 Interaccién C. annuum L-Elicitor—-Geminivirus

Habiendo seleccionado a la variedad Don Benito como la mas
susceptible, se hicieron los ensayos de induccion de la resistencia sistémica
inducida con los elicitores, y a las 2 h post aplicacion de éstos, se inocularon las
plantas con el geminivirus PepGMV. Debido a que en este periodo es donde
existia mayor generacion de H,;0O,, de acuerdo a los resultados del estrés
oxidativo. El fenotipo de esté interaccién fue evaluado a los 8 dpi, debido a que en
esta fecha las plantas ya presentaban sintomas caracteristicos como moteado de
las hojas y rizado de las mismas; por lo que también se procedi6é a realizar el

analisis de severidad de sintomas (Tabla 6.1).
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Tabla 6.1. Severidad de sintomas en plantas de C. annuum L. a PepGMV
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Tratamiento Incculacién % Enfermedad Severidad Foto

postaplicacién (pe/pt) promedio
AS (0.1 mb] 2 hpe 30 % (3/10) 4.33
AS (6.7 mM) 2 hpe 40 % (4/10) 3.25
AS (10 mM) 2 hpe 40% (4/10) 35
H,0, (6 mM) 2hpe 0% (0/10) 0
H,0, (14 mM) 2hpe 30% (3/10) 2.7
H,0, (18 mM) 2hpe 10 % (1/10) 6

Cont. Tabla 6.1
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Tratamiento Inoculacién

% Enfermedad Severidad Foto
post aplicacién (pe/pt) promedio
QN (10 pg/mL) 2 hpe 40 % (4/10) 3.75
QN(670 pg/mL) 2 hpe 20% (2/10) 3
QN (1000 pg/mL) 2 hpe 20% (2/10) 1
Control (+) 2 hpe 70% (7/10) 5.33
Control (-) 2 hpe 0% (0/10) 0
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Para comprobar la presencia y movilidad del virus, ademas del analisis
fenotipico de sintomas caracteristicos, se hizo una amplificacion de ADN de
extracciones basales y apicales con los oligos JM23 y JM24, los cuales dan lugar
a un fragmento de 280 pb (Figura 6.11. Movimiento viral del PepGMV en plantas de C.
annuum L. inducidas con elicitores.). El analisis de movimiento viral, se realizé6 para
todos los tratamientos, pero aqui se muestra sélo los tratamientos, donde de
acuerdo a la tabla de severidad de sintomas, existen menos casos de plantas

enfermas o de menor severidad sintomatoldgica.

Apical
AS [0.1 mM]
Basal

Apical
H,0, [18 mM]

Basal

Apical
QN [1000 pg/mL]

Basal

Figura 6.11. Movimiento viral del PepGMV en plantas de C. annuum L. inducidas
con elicitores.

Posteriormente, se realizd6 el andlisis de expresion génica con los
oligonucleotidos correspondientes a la ruta MAP quinasa, con la finalidad de

investigar si los elicitores pueden encender esta ruta y en que nivel de la misma.
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En la gréafica de la Figura 6.12se muestra la diferencia de expresion de cada uno
de los genes analizados, que se realizé mediante densitometria de imagenes.
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Figura 6.12. Cambio de expresion de la ruta MAP quinasa de C. annuum L.
inducidas con elicitores.

6.2.2 Andlisis de metabolitos secundarios de la interaccién C. annuum L-

Elicitor=Geminivirus

El analisis de metabolitos secundarios, realizado mediante HPLC, indico
la presencia de 8 compuestos fendlicos dentro de los primeros 40 minutos de
elucién (Tabla 6.2). La comparacion del contenido de compuestos fendlicos de las
muestras contra los estandares proporcion6 los datos para conocer la
concentracion de dichos compuestos en cada grupo de plantas. Todos los
compuestos mostrados en la Tabla 6.2, estan involucrados en la defensa de las
plantas contra patégenos, sin embargo la prueba estadistica de Tukey con a < 0.5
revela que no existe diferencia estadistica significativa entre el control negativo y

el resto de los tratamientos, respecto a los compuestos fendlicos encontrados.
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Tabla 6.2. Concentraciéon de compuestos fendlicos en plantas de C. annuum L.
tratadas con H,O, 18 mM.

Compuesto Tiempo Concentracion (ug/uL)
fendlico de Control P-E-G P-E-G Control
retencion (+) sin con )
(min) sintomas sintomas

Acido 2.713 2750.359 2817.507 2931.730 2782.296
clorogénico
Epicatequina 2.679 874.704 879.477 888.907 873.868
Acido cafeico 20.553 14572  16.477 16.293 16.882
Rutina 25.867 17.460 ND 18.161 ND
Acido elagico 26.351 15.396 20.723 10.470 11.398
Acido 30.776 5.936 6.563 7.143 6.280
rosmarinico
Quercetina 36.486 21.330 20.405 20.845 20.136
Resveratrol 39.908 43.161 41.857 41.783 40.238

No obstante, el andlisis estadistico mostr6 también, que el &acido
clorogénico y la epicatequina presentaron una mayor concentracion
estadisticamente significativa respecto al control negativo. En tanto a la rutina, la
concentracion presente en los extractos de P-E-G sin sintomas y control negativo

no fue detectable con los parametros establecidos en el analisis.

6.2.3 Interaccion C. annuum L-Elicitor—P. capsici
En cuanto a la interaccion de la plantas inducidas con elicitores y retadas
con P. capsici, la severidad de sintomas de esta interaccon, es presentada en la

Tabla 6.3 y la Tabla 6.4. Donde se presentan respectivamente la interacion con el
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Oomiceto a los 5 d y 10 d posteriores a la induccion con los elicitores, debido a
que en este periodo también existe acumulacién de H,0O,, de acuerdo al andlisis
de estrés oxidativo realizado previamente. L En estas tablas, se muestra que los
elicitores que indujeron retraso 0 ausencia de sintomas, fueron los tratamientos
0.1 mM AS, 18 mM H,0, y 670 ug/uL QN.

Tabla 6.3. Severidad de sintomas de la ineracciéon C. annuum L-P. capsici de la
1ra. Inoculacién a los 5 dpa de elicitores.

Tratamiento Aplicacion Inoculacion Observacion % Enfermedad Severidad
elicitores postaplicacién de e sintomas (pe/pt)
AS (0.1 mM) Dia 0 5 dpa 3dpi 60 % (3/5) 7
H,0, (6 mM) Dia0 5 dpa 3dpi 60 % (3/9) 7
H,0, (14 mM) Dia 0 5 dpa 3dpi 80 % (4/5) 7
H,0, (18 mM) Dia 0 5 dpa 3dpi 60 % (3/5) 7
QN (10 pg/mL) Dia 0 5 dpa 3dpi 100 % (5/5) 7
QN (670 pg/mL) Dia 0 5 dpa 3dpi 40 % (2/%5) 7
QN (1000 pg/mL) Dia0 5 dpa 3dpi 80 % (4/%5) 7
Control (+) Dia 0 5 dpa 3dpi 100 % (5/5) 9
Control (-) Dia 0 5dpa 3dpi 0% (0/5) 0
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Tabla 6.4. Severidad de sintomas de la interaccion C. annuum L-P. capsici de la
2da. Inoculacion a los 10 dpa de elicitores.

Tratamiento  Aplicacion  Inoculacién Observacién  %Enfermedad  Severidad  Atenuacién
elicitores postaplicacion dee sintomas (pe/pt) sintomas
AS (0.1 mM) Dia 0 10 dpa 3dpi 100 % (13/13) 7 -
H,0, (6 mM) Dia 0 10dpa 3dpi 92 % (12/13) 7 1(S5)
H,0,(14mM) Dia0 10 dpa 3dpi 92% (12/13) 7 1 (s5)
H,0,(18mM) Dia0 10 dpa 3dpi 859% (11/13) 7 1 NS -1 (S5)
QN (10 pg/mL) Dia0 10 dpa 3dpi 100 % (13/13) 7 -
QN (670 pg/mL) Dia0 10 dpa 3dpi 61% (8/13) 7 3 (S5)
QN (1000 pg/mL) Dia 0 10 dpa 3dpi 859% (11/13) 7 2 (S5)
Control (+) Dia0 10 dpa 3dpi 100 % (13/13) 7
Control (-) Dia0 10dpa 3dpi 0% (0/5) 0

Del analisis de severidad, se tomaron los tratamientos 0.1 mM de AS, 18
mM de H202 y 670 pg de QN para hacer el analisis de expresi{on de genes
relacionados a la ruta se sefializacion MAP quinasas, debido a que
fenotipicamente fueron los que mejor respuesta de tolerancia mostraron al
Oomiceto P. capsici.

En cuanto al nivel de expresién, se observa en la Figura 6.13 que el gen
mk2 fue activado por todos los tratamientos de elicitores. Con lo que se pude
inferir la pronta induccion de la ISR para el sistema C. annuum L-Elicitor—P.

capsici.
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Figura 6.13. Anadlisis de expresion de la ruta MAP quinasa por induccion de
elicitores en la ineracciéon Planta-Elicitor- Oomiceto.
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7 CONCLUSIONES

La aplicacion foliar de AS, H,O, y QN en C. annuum L. indujo la expresion
de los genes mkkl, mkl, mk2, wrkyd, wrkyl, nprl, prl y B-tub relacionados
directamente con la respuesta al estrés biotico. Sin embargo el elicitor H,O, es el
gue mejor protegié a la planta, de acuerdo al los analisis fenotipicos de con
geminivirus y P. capsici. También, este elicitor estimul6 la produccion de
metabolitos secundarios como &cido cafeico, acido elagico, rutina, &cido
rosmarinico, quercetina y resveratrol, los cuales estan involucrados en el sistema
de defensa de las plantas. Con base en lo anterior, se puede concluir que el H,O,
es una molécula que ademas de actuar intracelularmente como clave en los
procesos de sefializacion, es un inductor eficaz del sistema de resistencia inducida
en la planta, lo cual pudo comprobarse con la tolerancia a la infeccion por el

geminivirus PepGMV en plantas inducidas con este elicitor.
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ANEXO |. PROTOCOLOS

I-1. Extraccion de ADN plasmidico

1.

Con un palillo estéril se toma una colonia y se deposita en 5 mL de medio LB
suplementado a 50 mg/L con kanamicina y/o ampicilina, segin sea el caso, y
se incuba a 37 °C con agitacion de 250 rpm durante 14 a 16 horas.

Cosechar las células por centrifugacion a 13000 rpm durante 5 minutos.
Realizar este paso hasta colectar todo el paquete celular del medio de cultivo

en el mismo tubo, para obtener un mayor rendimiento del plasmido a extraer.

Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 100 yL de la solucién 1

(ice-cold), realizando vértex hasta obtener una mezcla homogénea.

Agregar 200 pL de la solucién de lisis (solucion 2), mezclar suavemente por
inversion de los tubos de 5 a 6 veces e incubar a temperatura ambiente por no

mas de 5 minutos.

Para neutralizar la reaccion anterior se adicionan 150 pL de la solucién 3 y se
mezcla por inversién de 5 a 6 veces. Nuevamente se incuba por 5 minutos a

temperatura ambiente y se centrifuga a 13000 rpm durante 15 minutos.

Transferir el sobrenadante que contiene el ADN plasmidico a un tubo limpio y

estéril.

Para precipitar el ADN plasmidico, adicionar al sobrenadante dos volumenes
de isopropanol (= 850 uL) y mezclar por inversion 5 veces. Dejar reposar por 5
min a T ambiente, pero para aumentar rendimiento, puede dejarse a -20°C o -
70°C por 30 min.

Los tubos se centrifugan a 13000 rpm por 10 minutos y se elimina el

sobrenadante por decantacion.
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9. Lavar la pastilla con 1000 pL de etanol al 70% realizando voértex y centrifugar a
13000 rpm por 5 minutos. Decantar el etanol y secar la pastilla a temperatura

ambiente.

10.Finalmente, resuspender la pastilla en 15-50 yL de agua destilada estéril y
evaluar la calidad de la extraccion en un gel de agarosa al 1 %. Almacenar el
ADN plasmidico a -20°C.

I-2. Digestion con enzimas de restriccion Eco Rl y Hind Ill para componentes
virales de PepGMV

Para cada una de las siguientes reacciones, depositar los siguientes componentes
en un tubo de PCR, mezclar ligeramente con la punta de la pipeta e incubar a
37°C por 60 min. Analizar el producto de la digestion en un gel de agarosa al 1.2%

con bromuro de etidio.

1. Digestion con Eco RI de Promega, para componente A de PepGMVV.

Reactivos Volumen (uL)
Agua 16.3
Regulador [E 10X] 2

BSA acetilada [10 pg/pL] 0.2
ADN [1 pg/uL] 1

Eco RI [10 U/pL] 0.5
Volumen final de reaccién 20
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2. Digestion con Hind Ill, para el componente B del PepGMV.

Reactivos Volumen (L)
Agua 16.3
Regulador [H 10X] 2

BSA acetilada [10 pg/pL] 0.2

ADN [1 pg/uL] 1

Eco RI [10 U/pL] 0.5
Volumen final de reaccién 20

I-3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con enzima Dream Taq

polimerasa de Thermo Scientific.

Mezcla de Reaccidn 1 Reaccion
Regulador Dream Taqg 10X 25 L
dNTP [10 mM] 0.5 pL
Oligonucleotido sentido (10 uM) 0.5 uL
Oligonucleotido antisentido (10 uM) 0.5 uL
DNA [10 pg-1 pg] 1pL
Dream Taq Polimerasa [5 U/ pL] 0.2 uL
Agua 17.8 uL
Volumen final de reaccion 25 uL

I-4. Preparacién de particulas de tungsteno para la técnica de biobalistica.
La técnica de preparacion de los microproyectiles se llevd a cabo de acuerdo a

Tomes y col.,, 1995, modificado por Cabrera y col. 1997; (CINVESTAV IPN
UNIDAD IRAPUATO).
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Se pesaron 60 mg. de particulas de tungsteno.
Se resuspendieron en 2 mL de HNO30.1N y sonicaron por 20 minutos.

Se centrifug6 a 10 000 rpm. por 2 minutos.

A

Se elimind el sobrenadante y se adicionaron 2 mL de etanol concentrado,

se sonico brevemente.

o

Se centrifug6 a 10 000 rpm. por 2 minutos.

6. Se elimino el sobrenadante y se resuspendié en 1 mL de agua des ionizada
esteril.

7. se tomaron 4 alicuotas de tungsteno de 250 pL, las cuales se
resuspendieron en 750 pl con agua des ionizada estéril en cada uno de los
tubos.

8. La concentracién final de tungsteno en cada uno de los tubos fue de 15
HO/uL.

9. Se almacenaron a -20°C.

I-5. Protocolo de biobalistica

1. Mezclar por sonicacion en un tubo eppendorf de 50 uL de la suspension de
micro particulas de tungsteno previamente recubiertas con el ADN viral.
2. Agregar los siguientes reactivos uno a uno y mezclaron bien entre cada

adicion:

a) 5 ug totales de ADN (2.5 pg/ uL de ADN digerido de cada componente
viral).

b) 50 uL de cloruro de calcio 2.5 M.

c) 20 pL de espermidina 0.1 M.

3. Agitar (en vértex) la mezcla durante 5 minutos.

4. Centrifugar de 5-10 seg a 12000 rpm.

5. Eliminar el sobrenadante con micropipeta.
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6. Agregar 140 pL de Etanol al 70 % ayudando a la suspension de
microparticulas con la punta de una micropipeta, se sonico brevemente.

7. Centrifugar de 5-10 seg a 12000 rpm.

8. Eliminar el sobrenadante con micropipeta.

9. Agregar 50 pL de Etanol absoluto y resuspender en el sonicador.

10.Se dio un pulso en el sonicador durante 10 seg 3 veces.

11.Aplicar 10 pL de la suspension de macroparticulas sobre la membrana
acarreadora.

12.Montar la boquilla de la cAmara.

13.Proceder al disparo sobre la zona apical de la planta

I-6. Extraccion de ADN gendmico por el método de Dellaporta

Pesar aproximadamente 100mg de tejido vegetal:

1. Pulverizar en presencia del nitrégeno liquido.

2. Adicionar 0.5 mL del regulador de Dellaporta que consta de lo siguiente:

Concentracion

Solucién final Para 50 mL
Tris-HCI pH 8.0 100 mM 0.6057 g
EDTA pH 8.0 5mM 0.9306 g
NaCl 50 mM 1.461
B-mercaptoeptanol 10 mM 355 pL de B-

mercaptoeptanol al 98%

Aforar con agua destilada estéril

3. Homogenizar mediante vortex.
4. Adicionar 25uL de SDS 20X y se resuspendid por inversion.
5. Incubar a 65 °C durante 20 minutos.
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9.

Agregar 150 yL de acetato de potasio a 5M y se dejé reposar en hielo
durante 20 minutos.

Centrifugar a 1200rpm por 10 minutos.

Colocar el sobrenadante en un tubo nuevo y agregar un volumen de
isopropanol, dejar reposar en hielo durante 10 minutos.

Centrifugar a 1200 rpm por 5 minutos

10.Eliminar el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 100 pL de agua

destilada des ionizada estéril.

I-7. Extraccién de ARN por el método del TRIZOL® Reagent

Reactivos requeridos:

Cloroformo

Alcohol isopropilico

Etanol al 75 % (en agua tratada con DEPC)
Agua libre de RNasa o solucion SDS 0.5 %

Para 50-100mg de tejido vegetal:

Pulverizar en presencia del nitrégeno liquido, en morteros totalmente
estériles.

Colectar las muestras en tubos eppendorf.

Homogenizar las muestras (congeladas con nitrégeno liquido) con 1 ml del
reactivo TRIZOL por cada 50-100 mg de tejido empleado. El volumen de la
muestra no debe exceder el 10 % del volumen del TRIZOL.

Incubar las muestras homogenizadas a temperatura ambiente durante 5
minutos

Centrifugar las muestras homogenizadas a 12000 rmp durante 15 min a 4
°C

Transferir el sobrenadante (fase acuosa) a un tubo nuevo e incubar a

temperatura ambiente 5 minutos.
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7. Agregar 200 pL de cloroformo por 1 ml de TRIZOL empleado.

8. Agitar vigorosamente por inversion del tubo 15 segundos e incubar
nuevamente de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.

9. Centrifugar a 12 000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. El ARN permanece
exclusivamente en la fase acuosa.

10.Transferir la primera fase (la fase acuosa) a un tubo nuevo y precipitar el
ARN con 500 pL de alcohol isopropilico por cada mililitro de TRIZOL
consumido, mezclar por inversion e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente.

11.Centrifugar a 12 000 rpm y 4 °C por 10 minutos. Remover el sobrenadante y
lavar el pellet (RNA) con 1 ml de etanol al 75 % por cada mililitro de
TRIZOL utilizado, mezclar con vértex y centrifugar a 7 500 rpm durante 5
minutos a 4 °C.

12.Dejar secar el ARN por no mas de 10 minutos y disolver en agua libre de
RNasas. Calentar 10 minutos a 55-60 °C y transferir inmediatamente a

hielo. EI ARN deberéa ser almacenado a -70°C para evitar su degradacion.

[-8. Tratamiento de ARN con DNasa de Promega

Componente de reaccion Cantidad
ARN 1 pg
Regulador de reaccion 10X luL

con MgCl,

DNasa |, libre de RNasa 1U
Agua-DEPC Ajustar a 10 uL
Volumen final de reaccién 10 uL

Incubar a 37°C por 30 min. Transcurrido el tiempo, adicionar 1 pL de EDTA [50
mM] por cada 10 pL de reaccion, e incubar a 65°C por 10 min, para parar la

reaccion.
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[-9. Sintesis de ADNc con First Strand cDNA Synthesis Kit de Thermo

Scientific

1. En un tubo de PCR

Componente de reaccion Cantidad
Oligo dT luL
ARN 1 pg
Agua-DEPC Ajustar a 11 uL
Volumen final de reaccion 11 uL

Entre el agua y el ARN se debe ajustar el volumen final de reaccion.
2. Mezclar suavemente con la punta de la pipeta e incubar a 65°C por 5 min.

Pasar a hielo por 1 min y dar un pulso en la centrifuga. Adicionar:

Componente de reaccion Cantidad
Regulador de reaccion 5X 4 uL
Ribolock RNase Inhibitor [20 U/uL] 1ul
dNTPs mix [10 mM] 2 uL
M-Mulv Reverse transcriptase [20 U/uL] 2 uL
Volumen final de reaccién 20 uL

3. Mezclar suavemente y centrifugar.
4. Incubar a 37°C por 60 min.
5. Parar la reaccion con calentamiento a 70°C por 5 min.
[-10. Inoculacién por bio-inyecciéon de C. annuum L con X. campestris pv.

vesicatoria
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La bacteria se recuperé en placas con medio YPG solido (Anexo Il). Para lo
cual, se transfirié6 una asada a medio liquido YPG (Anexo Il) y se incubd a
25 °C por 18 h a 200 rpm.

El paquete celular se colecto en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
estériles. Se centrifugd a 8,000 rpm por 5 min y se descartd el

sobrenadante con micropipeta.

3. Se resuspendio el paquete celular en 1.5 mL de CaCl, a 10 mM.

. Con cada suspension se hicieron diluciones decimales para el conteo de
colonias, ajustando la concentracién a 5 x 10" UFC/mL.

. Una vez que se tuvo la concentracion adecuada se procedio a inocular las
plantas, usando una jeringa para insulina. Se tomaron 80 pL de la
suspension celular y se inyectaron en la nervadura principal de la hojay a la
altura media del tallo, en volimenes de 20 en 20 uL, hasta completar los 80
ML de inoculo. Se incluyd un control negativo, el cual contenia sélo CaCl,.

. Una vez que la planta comenz6 a presentar los sintomas tipicos de la
infeccion se realizé la recoleccion de tejido. El tejido consistio en hojas
superiores e inferiores de la planta e inmediatamente se congelaron en

nitrégeno liquido.
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ANEXO Il. SOLUCIONES

I-1 TAE 50X (1 L)

Tris base 242 ¢
Acido acético glacial 57.1 mL
EDTA0.5M PH 8.0 100 mL

Aforar a 1 L con agua destilada.

II-2 TAE 1X (100 mL)

TAE 50X 2 mL

Agua destilada 98 mL

11-3 MOPS 10X

MOPS 41.8¢g
Acetato de sodio 3M 16.6 mL
EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mL

Disolver el MOPS en 800 mL de agua destilada con DEPC y ajustar a pH 7.0 con
NaOH 4N. Adicionar el acetato de sodio, el EDTA y aforar a 1 L con agua tratada

con DEPC. Esterilizar por filtracion y proteger de la luz.
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[I-4 MOPS 1X

MOPS 10X 10 mL

Agua destilada con DEPC 90 mL

[I-5. Acetato de potasio 5M

Disolver 49.07 gr de acetato de potasio 70mL de agua desionizada estéril, aforar a
100 mL.

[I-6 Agua-DEPC 0.01 % (v/v)

Para preparar agua libre de RNasa, en un vaso de precipitado se adiciona 1 mL de
dietilpirocarbonato (DEPC) se lleva a 1 L con agua destilada, se homogeniza toda

la noche y se esteriliza al dia siguiente.

[I-7 Etanol-DEPC 0.02 % (v/v)

En un vaso de precipitado se adiciona 2 mL de dietilpirocarbonato (DEPC) se lleva

a 1L con agua destilada, se homogeniza por una hora y se esteriliza.

[1-8 Gel de agarosa 1.2 %

Agarosa 0.30 g

TAE 1X 25 mL

Bromuro de etidio 0.5 pL
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[1-9 Gel de agarosa desnaturalizante

Esta electroforesis se realiza con la finalidad de evaluar la calidad del ARN que se

extrae. La electroforesis se realiza en un gel de agarosa desnaturalizante al 1.2 %

(W/V), para lo cual se requiere:

1.
2.
3.
4.

0.96 g de agarosa
8 mL MOPS 10X
2.4 mL Formaldehido 37%

69.6 mL de agua destilada estéril con DEPC

Se funde la agarosa en agua libre de ARNasa dejandose enfriar aproximadamente

a 40°C adicionandose enseguida MOPS 10X, el formaldehido y 0.5 pL de bromuro

de etidio. Se vaci6 la agarosa en la camara de electroforesis previamente tratada

con Etanol-DEPC 0.2 %; una vez solidificada se adiciono el regulador de corrida

MOPS 1X, se cargaron las muestras de ARN con puntas completamente estériles,

el gel se corrié a 70 Volts por 30 minutos.

[I-10 Agar Luria Bertani [LB Agar]

o Concentracién Para 150 mL Para 150 mL
Composicion final
Agar LB Caldo LB
Peptona de caseina 1% 159 159
Extracto de levadura 0.5% 0.75¢ 0.75¢
NaCl 1% 15¢ 15¢g
Agar bacteriolégico 2% 39

Esterilizar a 121 °C (15 Ib de presion) por 15 min. Enfriar aproximadamente a

45°C. Si es necesario, agregar antibiotico, Ampicilina 6 Kanamicina. Vaciar de
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acuerdo a la técnica a seguir en cajas de Petri estériles, en condiciones de

esterilidad y guardar las placas a 4 °C.

[1-11 Agar YPG

o Concentracién Para 300 mL Para 300 mL

Composicion final
Agar YPG Caldo YPG

Peptona de caseina 2% 6g 69
Extracto de levadura 0.3% 09g 09g¢
Glucosa 2% 6g 69
Agar bacteriol6gico 1.5% 45¢

Esterilizar a 121 °C (15 Ib de presion) por 15 min. Enfriar aproximadamente a
45°C. Vaciar de acuerdo a la técnica a seguir en cajas de Petri estériles, en

condiciones de esterilidad y guardar las placas a 4 °C.

[I-12 Agar de papa dextrosa (PDA) marca DIBICO

Para 1L
Composicion
Agar PDA
Dxtrosa 209
Infusién de papa 49
Agar bacteriol6gico 15¢

Ajustar pH 5.6 = 0.2. Esterilizar a 121 °C (15 Ib de presién) por 15 min. Enfriar
aproximadamente a 45°C. Vaciar de acuerdo a la técnica a seguir en cajas de

Petri estériles, en condiciones de esterilidad y guardar las placas a 4 °C.

[1-13 Solucion KNO3 [200 ppm]
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Esta solucidon se ocupl para pre-tratar las semillas de C. annuum L. con la
finalidad de promover la germinacién. Brevemente, disolver 200 mg de KNOz en 1

L de agua.

[I-14 Solucidén nutritiva Steiner al 100 % (Steiner, 1984)

3

Composicion 100 L 1m
Nitrato de calcio [Ca(NO3),-4H,0 67.567 g 675.67 g
Sulfato de magnesio o sal de Epsom [MgSOy-7H,0] 49.494 g 49494 g
Nitrato de potasio [KNO3] 35.679 ¢ 356.79 g
Fosfato monopotasico [KH,PO,4] 30.728 g 307.28 g
Quelato de hierro [EDTA] 499 49¢
Sulfato de manganeso [MnSQO,] 0.606 g 6.06 g
Acido bérico en polvo [H;BO3] 04¢g 49
Sulfato de cobre [Cu,SO4] 0.026 0.26 g

De acuerdo al desarrollo fenoldgico de la planta, se recomienda: 25% para
plantula, 50% para el desarrollo vegetativo, 75% para antesis (floracién) y 100%

para fructificacion.
[I-15 Soluciones de AS, H,0, y QN
a) Stock de AS [0.02 M]
Pesar 0.27624 g y disolver hasta un aforo del00 mL de agua destilada.
Calentar la solucion a 35 °C para una mejor disolucion. De esta solucién

stock 0.02 M (20 mM) hacer las diluciones correspondientes a 0.1 mM, 6.7
mMy 10 mM de AS, con la formula C,V1=C,V>»
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b) Per6xido de hidrégeno comercial (H,0,)

Se empled peroxido de hidrégeno grado farmacéutico de la marca. De la
presentacion sabemos que cada 100 mL contiene 3.34 g de H,0,, y que el
volumen total del envase es de 420 mL. Por lo tanto, tiene una molaridad

correspondiente a 0.9818 M, de acuerdo a los siguientes calculos:

( 1 mol H202 )( 3.34 g H202 )(1000 mL
34.01 g H202/ \100 mL H202 1L

) = 0.9818 M

Por lo tanto, sabiendo la molaridad se hicieron las diluciones
correspondientes para las concentraciones 6 mM, 14 mM y 18 mM de H,0,,
con la férmula C,V;=C,V, a un volumen de aforo final de 100 mL. Tomando
directo del envase un volumen de 611 pL para 6 mM, 1.42 mL para 14 mM
y 1.83 mL para 18 mM. Se recomienda preparar las soluciones en el
momento en que se van a usar, para evitar la oxidacién del peréxido de

hidrogeno.
c) Stock de Quitosan (QN)

Pesar 0.4 g de QN y disolver en 100 mL de medio acido (99 mL H,O + 1 mL
CH3-COOH), se llevo a agitacion toda la noche hasta disolver. Quedando la
concentracion de la solucion stock a 4000 ug/mL. De esta solucion stock se
hicieron las diluciones correspondientes a 10 pug/mL, 670 ug/mL y 1000
ug/mL de QN con la formula C,V1=C,V,, a un aforo final de 100 mL con

agua destilada.

[1-16 Solucion 1mg/mL DAB-MOPS [10 mM] pH 3.8
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Pesar 0.21 g de MOPS vy aforar a un volumen de 100 mL. Antes terminar con el
aforo, disolver en la solucién anterior 100 mg de DAB y ajustar pH a 3.8 con HCI

concentrado.
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[I-17 Regulador de fosfatos pH 7 [0.05 M] y de Boratos pH 8.8 [0.1 M]

Se prepararon de acuerdo a la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, que es una
expresion utilizada en quimica para calcular el pH de una disolucion reguladora, o
tampon, a partir del pKa o el pKb (obtenidos de la constante de disociacion del
acido o de la constante de disociacion de la base) y de las concentraciones de
equilibrio del acido o base y de sus correspondientes base o acido conjugado,

respectivamente.

a) Regulador de fosfatos pH 7 [0.05 M]

H= pk, +log22=!
= o —
P = PR T8 R ido|

|K2 HFU4|

H= pK, +log————*
PH = pKa +log o0,

|K2 HFU4|

2 4

|K2 HFU4|

7-721= log———
|KH,PO,|

|K2 HFU4|

—021= log————*+
|KH,PO,|

|K2 HFU4|

10—[:'.21 —
|KH,PO,|

|K2 HPU4|

0.61659 = —
|KH,PO,|
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0.61659 (0.05 M KH,P0,)= 0.05M K,HPO,

0.0308 M KH,PO,=0.05M K,HPO,

Pesar 0.8709 g de K;HPO, y aforar a un volumen de 100 mL, junto con 0.419 g de
KH2POy,.

b) Regulador de fosfatos pH 7 [0.05 M]

H= pk, +log22=!
= o —
P = PR T8 R ido|

|Bérax Na, B,0, - 10H,0)|

H= pK_+lo
? Pha ¢ |H3B 05|

INa, B,0. - 10H,0|
|HEBUE|

88 = 923 +log

INa, B,0. - 10H,0|
|HEBUE|

88 —-923= log

|Na, B,0, - 10H,0|
|HEBUE|

—0.43 = log

|Na, B,O, - 10H,0]|
|HEBUE|

10—[:'.43 —

INa, B,O, - 10H,0|

0.3715 =
|HEBDE|

0.3715(0.1 M H,B0,) = 0.1M (Na, B,0, - 10H,0)
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0.03715 M H,BO, = 0.1 M Na, B,0, - 10H,0

Pesar 95.34 g de Borax y aforar a un volumen de 100 mL, junto con 5.74 g de
H3BOs.

De acuerdo a la definicidon de molaridad:

mol _ mpr _ m

M=
L L PM * V(L)

m= M=PM=V

11-18 Reactivo de Bradford 1X

100 mg/mL de Azul Brillante de Coomasie G-250 se disuelve en 50 mL de etanol
(95%). A esta dilucion se le adicionan 100 mL de acido fosférico 85% (p/v). La
solucién resultante se diluye llevandola a 1 L de volumen final. La concentracién
en la disolucion final es 0.01% p/v de Azul Brillante de Coomasie G-250, 47% p/v
de etanol y 8.5% de &cido fosférico. Mezclar en un matraz volumétrico con

agitacion circular, hasta su disolucién total. Almacenar en frasco ambar a 4°C.

Composicién 5X

Azul Brillante de Coomasie G-250 500 mg
Et-OH absoluto 250 mL
Acido orto fosférico 85% 500 mL
Agua destilada - Llevar a 1000 mL
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11-19 H,0, [0.022 M]

A partir de H,O, grado reactivo [8.8209 M] se prepar6 H,O, [0.022 M] con la

férmula C1V,=C,V>, a un aforo final de 5 mL con agua destilada.

11-20 TCA [0.1 M]

Pesar 1.6339 g de &cido tricloroacético y aforar a un volumen de 100 mL.
[I-21 L-Fenilalanina [60 pM/mL]

Pesar 0.16519 g de L-fenilalanina y aforar a un volumen final de 100 mL para
preparar una solucion stock 0.01 M (0.01x10° uM). La concentracién de esta
solucion por mL es de 100 uM/mL. Por lo tanto, con la formula C;V1=C,V,, se
obtiene un volumen de 60 mL y se lleva a un aforo final de 100 mL para obtener la
concentracion de 60 uM/mL de L-Fenilalanina.

[1-22 Solucién de NaCOs al 20%

Pesar 5 g de NaCOg3 y disolver en 20 mL de agua destilada, sonicar hasta disolver

y aforar a 250 mL.
[I-22 Solucién 1 de extraccion plasmidica

Se prepara a partir de soluciones stock en lotes de 100 mL. Se esteriliza por 15

min a 15 |b de presion y se almacena a 4°C.
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Composicion Concentracion

Glucosa 5°mM
Tris-HCI pH8 25 mM
EDTApH 8 10 mM

[1-23 Solucion 2 de extraccion plasmidica

La solucion resultante es 3 M respecto al potasio y 5 M respecto al acetato. La

solucion se almacena a 4°C y se coloca en hiel antes de usarse.

Composicién Volumen
Acetato de potasio 5M 60 mL

Ac. acético glacial 11.5mL
Agua 28.5 mL

[1-24 Solucion 3 de extraccion plasmidica

Se utiliza a temperatura ambiente

Composicién Concentracién
NaOH 0.2N
SDS 1% (p/v)
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ANEXO Ill. ANALISIS DE VARIAZA INDICADORES FENOLOGICOS

lll.1 Analisis de Varianza (ANOVA) variedad Don Pancho

a) Resumen de ajuste dia cero-altura de la planta

Ajuste Diacero | Dia42
R cuadrada 0.121006 | 0.369243
Ajuste de R cuadrada 0.022119 | 0.298282
Error de la raiz del cuadrado
medio 2.87083 | 3.383785
Respuesta de la media 22.9 29.55556
Observaciones 90 90
b) ANOVA de altura de la planta, dia cero (a=0.05)
Fuente GF Sum. de | Cuadrado | Razén F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 90.76667 | 10.0852 1.2237 0.2925
Error
80 659.33333 | 8.2417
C. Total
89 750.1
c) ANOVA de altura de la planta, dia 42 (a=0.05)
Fuente GF Sum. de | Cuadrado | Razén F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 536.2222 | 59.5802 5.2035 <.0001
Error
80 916 11.45
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C. Total

89 1452.2222

d) Resumen de ajuste dia cero—didmetro inicial de la planta

Ajuste Diacero | Dia42
R cuadrada 0.249559 | 0.274933
Ajuste de R cuadrada 0.165135 | 0.193362
Error de la raiz del cuadrado
medio 0.329498 | 0.391112
Respuesta de la media 3.298333 | 3.697778
Observaciones 90 90
e) ANOVA didmetro de la planta, dia cero (a=0.05)
Fuente GF Sum. de | Cuadrado | Razon F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 2.888361 | 0.320929 2.956 0.0044
Error
80 8.685489 | 0.108569
C. Total
89 11.57385
f) ANOVA de diametro de la planta, dia 42 (a=0.05)
Fuente GF Sum. de | Cuadrado | Razén F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 4.640244 | 0.515583 | 3.3705 0.0015
Error
80 12.237511 | 0.152969
C. Total
89 16.877756
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1.2 Analisis de Varianza (ANOVA) variedad Don Benito

a) Resumen de ajuste dia cero-alturainicial de la planta

Ajuste Dia cero | Dia 42
R cuadrada 0.13437 | 0.246074
Ajuste de R cuadrada 0.036987 | 0.161257
Error de la raiz del cuadrado 3.009707

medio 4972424
Respuesta de la media 23.17778 | 30.26667
Observaciones 90 90

b) ANOVA de altura de la planta, dia cero (a=0.05)

Fuente GF Sum. de | Cuadrado | Razén F | Prob > F

cuadrados medio

Tratamiento 9 112.48889 | 12.4988 1.3798 0.2112

Error 80 724.66667 | 9.0583

C. Total 89 837.15556

c) ANOVA de altura de la planta, dia 42 (a=0.05)

Fuente GF Sum. de | Cuadrado | Razén F | Prob > F

cuadrados medio

Tratamiento

9 645.6 71.7333 2.9012 0.0051
Error
80 1978 24.725
C. Total
89 2623.6
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d) Resumen de ajuste dia cero- diametro inicial de la planta

Ajuste Dia cero | Dia 42
R cuadrada 0.321196 | 0.312922
Ajuste de R cuadrada 0.244831 | 0.235625
Error de la raiz del cuadrado
medio 0.359639 | 0.444283
Respuesta de la media 3.140333 | 3.424
Observaciones 90 90
e) ANOVA didmetro de la planta, dia cero (a=0.05)
Fuente GF Sum. de | Cuadrado | Razén F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 4.89609 0.54401 4.206 0.0002
Error
80 10.3472 0.12934
C. Total
89 15.24329
f) ANOVA de diametro de la planta, dia 42 (a=0.05)
Fuente GF Sum. de | Cuadrado | Razén F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 7.191804 | 0.799089 | 4.0483 0.0003
Error
80 15.790956 | 0.197387
C. Total
89 22.98276
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ANEXO IV. TENDENCIAS DE INDICADORES OXIDATIVOS DEL ANALISIS

EXPLORATORIO

IV.1 Tabla de tratamientos para analisis exploratorio de sélo una aplicacion.

Variedad Elicitor  Concentracion Numero de Plantas Tiempo de
muestreo
Control Agua 10
0.1 10
0
AS [mM] 6.7 10 2 min
10 10 1h
2h
Don Pancho 6 10 4 h
Perodxido 6 h
(P) 14 10
[mM] 8h
18 10 12 h
Dia 1
10 10 .
Dia 2
QN [pg/mL] 670 10 Dia 3
Dia 4
1000 10 Dia 5
Control Agua 6 Semana 1
Semana 2
Don Benito 0.1 6 Semana 3
(B) AS [mM] 6.7 6 Semana 4
10 6
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Continuacién Tabla anterior.

. . ., . Tiempo de
Variedad Elicitor Concentracién Numero de Plantas
muestreo
6 6
Peroxido
14 6
Don ml El mismo tiempo de
Benito 18 6 muestreo que se
10 6 aprecia en la primera
B) parte de la tabla
QN [pg/mL] 670 6
1000 6

IV.2 Graficas de didmetro y altura de la planta en ambas variedades de C.

annuum L.

a) Grafica de diametro y altura de la planta variedad Don Pancho
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IV.2 Tendencia de contenido de Per6xido de Hidrogeno en ambas variedades

de C. annuum L. por efecto de la aplicacion de elicitores.

Variedad Don Pancho Variedad Don Benito
7.000 7.000 -
6.000 6.000
_ 5.000 5.000
- —
@ ]
E 4.000 = Control 2 2000 = Control
E E
- 3.000 nast . 3.000 nast
Q, Q
= mAS2 £ WAS2
2.000 2.000
WAS3 mAS3
1.000 1.000
0.000 0.000
0 2' 1h 2h 4h 5h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 51 52 0 2 1h 2h 4h 5h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 51 52
Tiempo Tiempo
7.000 4 7.000 -
6.000 -
5.000
K i
£ 4.000 u Control £ m Control
£ E
5 3000 “H202 1 e WH202 1
T mH202 2 ES mH202 2
2.000 - mH202 3 mH202 3
1.000
0.000
0 2 1h 2h 4h 5h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 51 52 0 2 1h 2h 4h 5h 12Zh 24h 48h 72h 96h 120h S1 52
Tiempo Tiempo
7.000 6.000
6.000 5000 -
5.000
- — 4.000 -
= =
i £
- 4.000 = Control g m Control
E E 3.000 -
" 3.000 anl = ani
g~ )
= maN2 = 2,000 man2
2.000 man3 manN3
1.000 1.000 1
0.000 0.000 -
0 2 1h 2h 4h Sh 12h 24h 48h 72h 96h 120h S1 52 & 0 2° 1h 2h 4h S5h 12h 24h 48h 72h 96h 120h S1 52 S

Tiempo

Tiempo
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IV.3 Tendencia de actividad catalasa en ambas variedades de C. annuum L.

por efecto de la aplicacion de elicitores.

Variedad Don Pancho
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| | | mAS3

o 2
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ANEXO V. ANALISIS DE VARIAZA DE CONTENIDO DE PEROXIDO Y
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE C. annuum L.

V.1 Analisis de Varianza (ANOVA) de dinamica de produccién de H,0;
variedad Don Benito

a) Resumen de ajuste dinamica de produccion de H,O,—Acido salicilico

Ajuste Var. Don Benito
R cuadrada 0.529894
Ajuste de R cuadrada 0.375368
Error de la raiz del cuadrado

medio 1.143805
Respuesta de la media 3.250413
Observaciones 288

b) ANOVA produccion de H,O,—Acido salicilico variedad Don Benito (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF . Razon F | Prob > F
cuadrados medio

Tratamiento | 21 | 31853024 | 4.48634 | 3.4292 | <.0001

Error 216 | 282.50053 | 1.30829

C. Total 287 | 601.12077

c) Resumen de ajuste dinamica de produccion de H,O,—H,0,

Ajuste Var. Don Benito

R cuadrada 0.673557
Ajuste de R cuadrada 0.566254
Error de la raiz del cuadrado

medio 0.942404
Respuesta de la media 3.224699
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| Observaciones | 288 |
d) ANOVA produccioén de H,O,—H,0, variedad Don Benito (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fralamienio | 7y | 3958172 | 557489 | 62771 | <0001

Error 216 | 191.83497 | 0.88812

Total
C. Tota 287 | 587.65218

e) Resumen de ajuste dinamica de produccion de H,O,—Quitosan

Ajuste Var. Don Benito
R cuadrada 0.563185
Ajuste de R cuadrada 0.419602
Error de la raiz del cuadrado

medio 1.065149
Respuesta de la media 3.027274
Observaciones 288

f) ANOVA produccion de H,O,—Quitosan variedad Don Benito (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

—
raamiento | 21 | 31595687 | 4.4501 | 3.9224 | <0001

Error 216 | 245.06093 | 1.13454

C. Total 287 | 561.0178
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V.2 Andlisis de Varianza (ANOVA) de dinamica de actividad CAT

a) Resumen de ajuste dinamica de actividad CAT—Acido salicilico

Ajuste Var. Don Benito
R cuadrada 0.97636
Ajuste de R cuadrada 0.953047
Error de la raiz del cuadrado

medio 48.60681
Respuesta de la media 525.7484
Observaciones 144

b) ANOVA produccion de actividad CAT—Acido salicilico variedad Don Benito
(a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fratamiento |79 | 7025551.3 | 98951.4 | 41.882 | <.0001

Error 72 170108.8 | 2362.6

C. Total 143 | 7195660.1

c) Resumen de ajuste dindmica de actividad CAT—H,0,

Ajuste Var. Don Benito
R cuadrada 0.973691
Ajuste de R cuadrada 0.947747
Error de la raiz del cuadrado

medio 52.05859
Respuesta de la media 515.0627
Observaciones 144
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d) ANOVA produccion de actividad CAT—H,0O, variedad Don Benito (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fralamienio |2y 172215381 | 101712 | 37.5307 | <0001

Error 72 195126.9 | 2710

C. Total

143 7416665.1

e) Resumen de ajuste dinamica de actividad CAT—Quitosan

Ajuste Var. Don Benito

R cuadrada 0.921139
Ajuste de R cuadrada 0.843373
Error de la raiz del cuadrado

medio 89.35192
Respuesta de la media 536.385
Observaciones 144

f) ANOVA actividad CAT—Quitosan variedad Don Benito (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

Tratamiento 71 6714325 94568 11.845 <.0001

Error 72 574831.1 | 7983.8

C. Total 143 | 7289156.1
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V.3 Andlisis de Varianza (ANOVA) de dinamica de actividad PAL variedad
Don Benito

a) Resumen de ajuste dinamica de actividad PAL—Acido salicilico

Ajuste Var. Don Benito

R cuadrada 0.718138
Ajuste de R cuadrada 0.625489
Error de la raiz del cuadrado

medio 2.960139
Respuesta de la media 10.27427
Observaciones 288

b) ANOVA produccion de actividad PAL—Acido salicilico variedad Don Benito
(a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fratamiento | 71| 48222415 | 67.9189 | 7.7512 | <.0001

Error 216 | 1892.6838 | 8.7624

C. Toal 287 | 6714.9252

c) Resumen de ajuste dinamica de actividad PAL-H,0,

Ajuste Var. Don Benito
R cuadrada 0.799844
Ajuste de R cuadrada 0.734052
Error de la raiz del cuadrado 2 544132
medio

Respuesta de la media 9.618333
Observaciones 288
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d) ANOVA produccion de actividad PAL—H,0O, variedad Don Benito (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

Tratamiento
71| 5586.889 78.6886 | 12.1572 | <.0001

Error
216 | 1398.0828 6.4726

C. Total

287 | 6984.9718

e) Resumen de ajuste dinamica de actividad PAL—Quitosan

Ajuste Var. Don Benito
R cuadrada 0.852614
Ajuste de R cuadrada 0.804167
Error de la raiz del cuadrado

medio 2.338086
Respuesta de la media 10.1958
Observaciones 288

f) ANOVA actividad PAL—Quitosan variedad Don Benito (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fralamienio | 21 | 68307795 | 96.2082 | 17.5991 | <0001

Error 216 | 1180.7955 | 5.4666

C. Total 287 | 8011.575
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V.4 Andlisis de Varianza (ANOVA) de dindmica de produccién de H,O;
variedad Don Pancho

a) Resumen de ajuste dinamica de produccion de H,O,—Acido salicilico

Ajuste Var. Don Pancho
R cuadrada 0.715618
Ajuste de R cuadrada 0.622141
Error de la raiz del cuadrado

medio 0.851361
Respuesta de la media 3.36581
Observaciones 288

b) ANOVA produccion de H,O,—Acido salicilico variedad Don Pancho (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado

Fuente GF . Razén F | Prob > F
cuadrados medio

Tratamiento 71 303.9682 | 554885 | 7.6555 | <.0001

Error 216 | 156.56018 | 0.72482

C. Total 287 | 550.52839

c) Resumen de ajuste dinamica de produccion de H,0,—H,0,

Ajuste Var. Don Pancho
R cuadrada 0.742859
Ajuste de R cuadrada 0.658335
Error de la raiz del cuadrado

medio 0.867019
Respuesta de la media 3.340021
Observaciones 288
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d) ANOVA produccion de H,0O,—H,0, variedad Don Pancho (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fratamiento | 21| 469.07801 | 6.60673 | 8.7888 | <.0001

Error 216 | 162.37188 | 0.75172

C. Toal 287 | 631.44989

e) Resumen de ajuste dinamica de produccion de H,O,—Quitosan

Ajuste Var. Don Pancho
R cuadrada 0.742859
Ajuste de R cuadrada 0.658335
Error de la raiz del cuadrado

medio 0.867019
Respuesta de la media 3.340021
Observaciones 288

f) ANOVA produccion de H,O,—Quitosan variedad Don Pancho (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fratamiento | o, | 46007801 | 6.60673 | 8.7888 | <.0001

Error 216 | 162.37188 | 0.75172

C. Total 287 | 631.44989
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V.5 Andlisis de Varianza (ANOVA) de dindamica de actividad CAT variedad
Don Pancho

a) Resumen de ajuste dinamica de actividad CAT—Acido salicilico

Ajuste Var. Don Pancho
R cuadrada 0.887799
Ajuste de R cuadrada 0.777156
Error de la raiz del cuadrado

medio 181.5596
Respuesta de la media 650.6619
Observaciones 144

b) ANOVA produccion de actividad CAT—Acido salicilico variedad Don Pancho
(a=0.05)

Sum. de | Cuadrado

Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fratamiento | 71| 18779647 | 264502 | 8.024 | <.0001

Error 72 2373401 | 32964

C. Toal 143 | 21153047

c) Resumen de ajuste dinamica de actividad CAT—-H,0,

Ajuste Var. Don Pancho
R cuadrada 0.861583
Ajuste de R cuadrada 0.725089
Error de la raiz del cuadrado

medio 166.0721
Respuesta de la media 595.0527
Observaciones 144
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d) ANOVA produccion de actividad CAT—H,0, variedad Don Pancho (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado

Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

Tratamiento | 2, | 12360428 | 174001 | 63122 | <.0001

E
fror 72 1085755 | 27580

C. Toal 143 | 14346183

e) Resumen de ajuste dinamica de actividad CAT—Quitosan

Ajuste Var. Don Benito
R cuadrada 0.891286
Ajuste de R cuadrada 0.784081
Error de la raiz del cuadrado

medio 133.4065
Respuesta de la media 597.2608
Observaciones 144

f) ANOVA actividad CAT—Quitosan variedad Don Benito (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado

Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

= .
ratamiento 71 10505501 | 147965 8.3139 <.0001

Error 72 1281406 | 17797

C. Total 143 | 11786907
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V.6 Andlisis de Varianza (ANOVA) de dinamica de actividad PAL variedad
Don Pancho

a) Resumen de ajuste dinamica de actividad PAL—Acido salicilico

Ajuste Var. Don Pancho
R cuadrada 0.773901
Ajuste de R cuadrada 0.699581
Error de la raiz del cuadrado

medio 3.049424
Respuesta de la media 11.97021
Observaciones 288

b) ANOVA produccion de actividad PAL—Acido salicilico variedad Don Pancho
(a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fratamiento | 71| 6875.0336 | 96.8315 | 10.4131 | <.0001

Error 216 | 2008.5806 | 9.299

C. Toal 287 | 8883.6142

c) Resumen de ajuste dinamica de actividad PAL-H,0,

Ajuste Var. Don Pancho
R cuadrada 0.780566
Ajuste de R cuadrada 0.708438
Error de la raiz del cuadrado

medio 3.017711
Respuesta de la media 11.47431
Observaciones 288
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d) ANOVA produccion de actividad PAL-H,0, variedad Don Pancho (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fralamienio | 2y | 6997.058 | 985501 | 10.8219 | <0001

Error 216 | 1967.0206 | 9.1066

C. Toal 287 | 8964.0787

e) Resumen de ajuste dinamica de actividad PAL—Quitosan

Ajuste Var. Don Pancho
R cuadrada 0.781239
Ajuste de R cuadrada 0.709331
Error de la raiz del cuadrado

medio 2.482069
Respuesta de la media 10.02872
Observaciones 288

f) ANOVA actividad PAL—Quitosan variedad Don Pancho (a=0.05)

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

—
raamiento | 41| 4752.2002 | 66.9324 | 10.8645 | <0001

Error 216 | 1330.7042 | 6.1607

C. Total 287 | 6082.9044
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V.7 Comportamiento de la dindmica de produccién de H,O, por efecto de la
aplicacién de AS, H,0, y QN en variedad Don Pancho de C. annuum L.

a) Produccion de H,O; en variedad Don Pancho inducido por AS

Acido salicilico
)
2 54 I I
]
&=
]
: 1 1 1
) I
i
£
2 I
T I
s I I
=
idpa 2 4 8 12 1 3 4 5 10 30 asa
hpa dpa
Primera aplicacion

Tiempo (h-dias)
W Agua
20.1mM
6.7mM

ng H,0,/mg tejido fresco

idsa 1 3 4 5

dpa

Segunda aplicacion
Tiempo (dias)
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b) Produccion de H,O, en variedad Don Pancho inducido por H,0O;

ng H,0,/mg tejido fresco

ng H,0,/mg tejido fresco

idpa

2

hpa

Peroxido de hidrogeno

12 1 asa
dpa

Primera aplicacion

Tiempo (h-dias)
WAgua
10.1mM
6. 7mM
0 10mM

3 4 5

dpa
Segunda aplicacion
Tiempo (dias)
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ng H,0,/mg tejido fresco

ng H,0,/mg tejido fresco

c) Produccién de H,0; en variedad Don Pancho inducido por QN

Quitosan
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V.8 Comportamiento de la dinamica de actividad catalasa (CAT) por efecto de

Actividad especifica CAT
(umol H,O,/ mg proteina/ min)

Actividad especifica CAT
(numol H,O,/ mg proteina/ min)

a) Actividad CAT en variedad Don Pancho inducida por AS

la aplicacion de AS, H,O, y QN en variedad Don Pancho de C. annuum L.
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b) Actividad CAT en variedad Don Pancho inducida por H,O»,
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Actividad especifica CAT

Actividad especifica CAT

c) Actividad CAT en variedad Don Pancho inducida por QN
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V.9 Comportamiento de la dinamica de actividad fenilalalina amonio liasa
(PAL) por efecto de la aplicacion de AS, H,O, y QN en variedad Don
Pancho de C. annuum L.
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30 +
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(umol ic. cindmico/mg proteina/h)
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ANEXO VI. ANALISIS DE VARIAZA DE CONTENIDO DE COMPUESTOS
FENOLICOS DE C. annuum L.

VI.1 Analisis de varianza (ANOVA) del contenido total de fenoles de la
variedad Don Benito.

a) Resumen de ajuste de contenido de fenoles totales, variedad Don Benito.

Resumen de ajuste Periodo analizado

2h 5 dpa 42* dpa | 42* dpa
R cuadrada 0.856429 | 0.981523 | 0.700402 | 0.988677
Ajuste de R cuadrada 0.791822 | 0.973208 | 0.565583 | 0.983582
Error de la raiz del
cuadrado medio 13.25233 | 3.59163 | 21.04327 | 7.047976
Respuesta de la media 222.1858 | 194.6448 | 198.2787 | 182.9781
Observaciones 30 30 30 30

b) ANOVA contenido total de fenoles por tratamiento a las 2 h, variedad Don
Benito (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF . Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fralamiento | g | 20952.637 | 2328.07 | 13.256 | <0001

Error 20 3512.484 | 175.62

C. Toal 290 | 24465.121
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c) ANOVA contenido total de fenoles por tratamiento a los 5 dpa, variedad Don
Benito (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado

cuadrados medio

Fuente GF Razén F | Prob > F

Traamiento | 12704 905 | 1522.77 | 118.0458 | <.0001 | 13704.905

Error 257.996 12.9 257.996

C. Total

13962.901 13962.901

d) ANOVA contenido total de fenoles por tratamiento a los 42* dpa, variedad
Don Benito (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado

cuadrados medio

Fuente GF Razén F | Prob > F

fralamienio | g 120704528 | 23005 | 51951 | 0.0011

Error 20 8856.385 | 442.82

C. Total

29 29560.913

e) ANOVA contenido total de fenoles por tratamiento a los 42** dpa, variedad
Don Benito (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
cuadrados medio

Fuente GF Razén F | Prob>F

- .
ratamiento 10 87659.66 | 8765.97 176.47 <.0001

Error 20 993.479 | 49.67
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C. Total 30 88653.14

VI.2 Analisis de varianza (ANOVA) del contenido total de fenoles de la
variedad Don Pancho.

a) Resumen de ajuste de contenido de fenoles totales.

Resumen de ajuste Periodo analizado

2h 5 dpa 42* dpa | 42** dpa
R cuadrada 0.856429 | 0.981523 | 0.700402 | 0.988677
Ajuste de R cuadrada 0.791822 | 0.973208 | 0.565583 | 0.983582
Error de la raiz del
cuadrado medio 13.25233 | 3.59163 | 21.04327 | 7.047976
Respuesta de la media 222.1858 | 194.6448 | 198.2787 | 182.9781
Observaciones 30 30 30 30

b) ANOVA contenido total de fenoles por tratamiento a las 2 h, variedad Don
Pancho (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio

fratamiento | g | 59797.206 | 6644.14 | 4.9608 | 0.0014

Error 20 | 26786.797 | 1339.34

C. Total 20 | 86584.003
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Pancho (a=0.05).

c) ANOVA contenido total de fenoles por tratamiento a los 5 dpa, variedad Don

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF . Razéon F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 45873.99 | 5097.11 | 56.9414 | <.0001
Error 20 1790.301 | 89.52
C. Total 29 | 47664.292

d) ANOVA contenido total de fenoles por tratamiento a los 42* dpa, variedad
Don Pancho (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 21460.9 2384.54 | 33.4087 | <.0001
Error 20 1427.497 | 71.37
C. Total 29 | 22888.398

e) ANOVA contenido total de fenoles por tratamiento a los 42** dpa, variedad
Don Pancho (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF ) Razon F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 273878.98 30431 406.5945 | <.0001
Error 20 1496.87 | 748
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29 275375.85
f) Gréfica de contenido de fenoles a las 2 hpa y al 5 dpa en variedad Don
ancho.
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mg Eq AG/g pesofresco

mg Eq AG/g pesofresco

g) Grafica de contenido de fenoles al 42 dpa antes y después de la segunda
aplicacion de elicitores, en variedad Don Pancho.
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VI.3 Anadlisis de varianza (ANOVA) del contenido total de flavonoides de la
variedad Don Benito y Don Pancho, por tratamientos 2 hpa.

a) Resumen de ajuste de contenido de flavonoides totales, variedad Don

Benito.
Resumen de ajuste Periodo analizado

2h 5 dpa 42* dpa | 42* dpa
R cuadrada 0.632885 | 0.833036 | 0.89865 | 0.913605
Ajuste de R cuadrada 0.467683 | 0.757902 | 0.853042 | 0.874727
Error de la raiz del
cuadrado medio 3.015164 | 0.784826 | 0.699205 | 0.633468
Respuesta de la media 18.7572 | 12.3027 | 10.3844 | 9.959433
Observaciones 30 30 30 30

b) ANOVA contenido total de flavonoides por tratamiento a las 2 h, variedad
Don Benito (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF . Razén F | Prob > F
cuadrados medio

Tratamiento | g 131345403 | 34.8282 | 3.831 | 0.0059

Error 20  |181.82424| 9.0912

C. Total 290 | 495.27827
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c) ANOVA contenido total de flavonoides por tratamiento a los 5 dpa, variedad

Don Benito (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF . Razon F | Prob>F
cuadrados medio
Tratamiento
9 61.463387 | 6.82927 | 11.0873 <.0001
Error 20 12.319027 | 0.61595
C. Total 29 73.782414

variedad Don Benito (a=0.05).

d) ANOVA contenido total de flavonoides por tratamiento a los 42* dpa,

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 86.697087 | 9.63301 | 19.7039 | <.0001
Error 20 | 9.777761 | 0.48889
C. Total 29 | 96.474847

variedad Don Benito (a=0.05).

e) ANOVA contenido total de flavonoides por tratamiento a los 42* dpa,

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razéon F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 84.869072 | 9.4299 23.4995 | <.0001
Error 20 | 8.025631 | 0.40128
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C. Total
29

92.894703

VI.4 Analisis de varianza (ANOVA) del contenido total de flavonoides de la

variedad Don Pancho.

a) Resumen de ajuste de contenido de flavonoides totales, variedad Don

Pancho.
Resumen de aiuste Periodo analizado

J 2h 5 dpa 42* dpa | 42* dpa
R cuadrada 0.337573 | 0.928739 | 0.716332 | 0.833341
Ajuste de R cuadrada 0.03948 | 0.896671 | 0.588682 | 0.758344
Error de la raiz del 6.395462 | 0.772333 | 1.664195 | 0.97681
cuadrado medio
Respuesta de la media 18.57057 | 11.88547 | 12.09453 | 11.3205
Observaciones 30 30 30 30

b) ANOVA contenido total de flavonoides por tratamiento a las 2 h, variedad

Don Pancho (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razon F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 416.8722 | 46.3191 1.1324 0.3862
Error 20 | 818.0386 | 40.9019
C. Toal 29 | 1234.9107
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c) ANOVA contenido total de flavonoides por tratamiento a los 5 dpa, variedad
Don Pancho (a=0.05).

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF . Razéon F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 155.48192 | 17.2758 28.962 <.0001
Error 20 11.92996 | 0.5965
C. Total 29 | 167.41187

variedad Don Pancho (a=0.05).

d) ANOVA contenido total de flavonoides por tratamiento a los 42* dpa,

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF _ Razén F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 139.87589 | 15.5418 5.6117 0.0007
Error 20 | 55.39087 | 2.7695
C. Toal 29 | 195.26675

variedad Don Pancho (a=0.05).

e) ANOVA contenido total de flavonoides por tratamiento a los 42* dpa,

Sum. de | Cuadrado
Fuente GF ) Razon F | Prob > F
cuadrados medio
Tratamiento
9 95.42076 | 10.6023 | 11.1117 <.0001
Error 20 | 19.08316 | 0.9542
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114.50392

29

C. Total

f) Grafica de contenido de flavonoides a las 2 hpa y al 5 dpa en variedad Don

Pancho.
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mg Eq Rutina/g pesofresco

mg Eq Rutina/ g peso fresco

g) Grafica de contenido de flavonoides al 42 dpa antes y después de la
segunda aplicacion de elicitores, en variedad Don Pancho.
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