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RESUMEN

Se evaluo la capacidad del extracto etandlico de toronja (Citrus paradisi Mcf.) como
elicitor de genes de defensa en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) y la
capacidad antifungica del extracto para ser utilizado como una alternativa a los pesticidas
sintéticos. Se determind la concentracion minima inhibitoria por el método de micro
dilucién en placa con diferentes extractos de diferentes 6rganos vegetales de toronja,
contra una cepa aislada de Oidum neolycopersici, agente causal de la cenicilla o mildit
polvoroso, enfermedad comun en los invernaderos de tomate. El extracto que mayor
eficacia tuvo fue una solucién al 10% p/v de hojas deshidratadas de toronja y etanol al
60%, la CMI determinada para este tratamiento fue del 80%. Los genes de defensa
estudiados fueron los que codifican las proteinas PR1, PR2, PR3y las proteinas cinasas
MAPK3 y MAPK6. Mediante qPCR se determiné el cambio de expresion con dos genes
housekeeping: ACT y EF. Se realizaron dos corridas experimentales, a las 9 y 11
semanas de germinacion de las plantas. El extracto de toronja fue el mas eficaz en el
primer tiempo de estudio, y en general es una buena alternativa como pesticida y es
capaz de elicitar genes de defensa. Los cambios de expresion obtenidos en el primer
tratamiento para el extracto de toronja (log2) fueron: 4.74 PR2, 2.5 PR3, 1.24 MAPK3 y
-0.76 MAPKG®G; y en el segundo tratamiento: 0.26 PR1, 0.13 PR2, -0.55 PR3, 2.2 MAPK3

y 0.78 MAPKS.

Palabras clave: Resistencia Antimicrobiana, PCR Cuantitativa, Extracto, Natural,

Toronja, Microdilucion.

12



ABSTRACT

The capacity of an ethanolic extract of grapefruit (Citrus paradisi Mcf.) as a primer of
natural defenses on tomato plants (Solanum lycopersicum L.) and its antifungal capacity
as an alternative for synthetic pesticides was tested. The Minimal Inhibitory Concentration
was determined with the microdilution test with extracts from different grapefruit organs
against an Oidium neolycopersici strain, causal agent of powdery mildew in tomato
greenhouses. The extract with more efficiency was a dried leaves solution 10% wi/v with
ethanol 60%, the MIC was at an 80% concentration. The defense genes studied were for
proteins PR1, PR2, PR3, MAPK3 and MAPK6. With gPCR it was measured the fold
change in the expression against two housekeeping genes: ACT and EF. Two assays
were done at the ninth and eleventh week after sprouting. Grapefruit extract was more
effective in the first treatment and overall, a good pesticide alternative, capable of priming
defense. The Fold Change (log2) obtained for the grapefruit extract on the first treatment
are 4.74 PR2, 2.5 PR3, 1.24 MAPK3 y -0.76 MAPK®6; and on the second treatment: 0.26

PR1, 0.13 PR2, -0.55 PR3, 2.2 MAPKS3 y 0.78 MAPKG6.

Kew words: Microbial Resistance, gPCR, Natural, Extract, Grapefruit, Microdilution.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ADNc: ADN de cadena complementaria.

ARN: Acido Ribonucleico.

ARNmM: ARN mensajero.

B: Blanco

C+: Control Positivo

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

PDA: Potato Dextrose Agar.

PDC: Caldo Papa Dextrosa.

PR: Pathogenesis Related.

gPCR: PCR cuantitativa.

SDA: Sabouraud Dextrose Agar.

T: Toronja

14



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Uno de los desafios mas grandes de la sociedad actual es la produccion limpia y
sostenible de productos alimenticios. Entidades nacionales e internacionales proponen
actualizaciones a las normativas y requerimientos de nuevos estandares de calidad y
regulaciones al uso de agroquimicos. En el caso de Ecuador, los productores de tomate
deben regirse a las Buenas Practicas Agricolas propuestas por el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP) y la Agencia Ecuatoriana de

Aseguramiento de la Calidad del Agro (Agrocalidad) (Agrocalidad, 2015).

Varios de los gases y contaminantes nocivos que provocan la crisis climatica actual
tienen su origen en el agro. El uso de fungicidas en invernaderos y almacenes es una de
las técnicas mas comunes para controlar las enfermedades en las plantas. La mayoria
de los fungicidas y nematicidas son sustancias potencialmente dafiinas para el ambiente
y extremadamente toxicas para los consumidores (Zamanizadeh, Hatami, Aminaee, &
Rakhshandehroo, 2011). Estos productos sintéticos, en su uso extendido provocan que
los organismos generen resistencia y sea necesario utilizar productos cada vez mas
toxicos. Al usar pesticidas naturales, o en el caso de este estudio un producto que
estimule las defensas naturales de las plantas de tomate, las fuentes de contaminacion

se reducirian y la calidad de los alimentos producidos mejoraria.
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ANTECEDENTES
El tomate es la segunda hortaliza de mayor consumo en el mundo, tanto en fresco
como procesado (Blancard, 2011). Segun datos de la FAO (2017), la produccién mundial
de tomate para el consumo fresco se eleva a mas de 241 millones de toneladas con un
aumento continuo en la produccién. En Ecuador, el INEC (2017) report6 una produccion
nacional total de 62 675 Tm, siendo la Sierra la region con mayor aporte de produccion.
En 2018 hubo una pérdida de 59 hectareas cultivadas de tomate, de éstas, el 76% (45

ha) se debi6 a plagas y enfermedades (INEC, 2018).

Los requerimientos ambientales de esta especie incluyen alta temperatura y
humedad, creando el ambiente propicio para la proliferacion de patdgenos (Meza et al.,
2013). En Ecuador, la mayoria de los cultivos se realiza en invernaderos. Uno de los
patdgenos que atacan a los cultivos de tomate en invernaderos el hongo Oidium sp.
causante de la cenicilla u oidiopsis (Bernal, 2010). Este hongo, perteneciente a los mildiu
polvoroso, provoca manchas cloréticas en las hojas de la planta que al avanzar la
infeccion causa defoliacion. Para su control se sugieren fungicidas quimicos como
Boscalid, Flutriafol, Pyraclostrobin, Tiabendazol, troforina, y preparados sulfurosos

(Bernal, 2010; Blancard, 2011; Jones, Whipps, & Gurr, 2001; Meza et al., 2013).

Las plantas poseen mecanismos moleculares frente al estrés, ya sea causado por
agentes bidticos o abioticos, proveyéndole de inmunidad. Los ataques de hongos y
bacterias son los mas comunes, las plantas producen fitoalexinas (terpenos o fenoles) o
proteinas relacionadas con la patogenesis (proteinas PR). Cuando se producen
respuestas de hipersensibilidad o resistencia sistémica adquirida se activan rutas

metabdlicas que incrementan la las defensas de la célula, reforzando la pared celular,
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produciendo especies reactivas de oxigeno, fitoalexinas o proteinas de defensa (Azcén
Jieto & Taldén, 2013; Conrath, Beckers, Langenbach, & Jaskiewicz, 2015; Kong et al.,

2012; Planello Carro, Carro, & Escaso Santos, 2010).

Un estudio similar fue realizado por Malo, De Bastiani, Arevalo, & Bernacchia (2017),
en el cual se utilizaron extractos naturales de aji rocoto (Capsicum annum, var Rocoto),
ruda (Ruta graveolens) y clavo (Syzygium araomaticum) obteniendo resultados positivos
al aumentar el nivel de transcripcién de los genes de defensa y regulacion de las plantas

de tomate.
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JUSTIFICACION
Las principales enfermedades que afectan al cultivo de tomate son el Oidio (Oidium
sp.), Lancha (Phytophthora infestans) “Botrytis” (Botrytis cinerea) y Mancha negra
(Erwinia sp. y Pseudomonas sp.). El costo para el control de plagas y enfermedades en
muchos casos puede elevarse hasta el 20% del costo de la produccién (Villavicencio &
Vasquez, 2008). Este fruto es el cuarto cultivo de mayor importancia a nivel nacional, y

entre las solanaceas, es el de mayor interés cientifico.

En Ecuador, la mayoria de los cultivos se realizan en invernaderos, susceptibles a
enfermedades fungicas por la alta humedad (65-75%) y temperatura (21-27 °C), las
cuales proveen las condiciones adecuadas para el desarrollo de microorganismos
mesofilos patdgenos. Entre estos, uno de los mas comunes es el hongo de la cenicilla
(Oidium sp.). Este hongo es un parasito obligado que produce en primera instancia
manchas blancas polvorosas que cubren la cara superior de las hojas de tomate. “Este
fieltro blanco esta en realidad constituido por una red miceliana que coloniza
superficialmente el limbo” (Blancard, 2011). A medida que la infeccién avanza, los tejidos
se vuelven cloréticos y en casos graves produce necrosis. Para su control se sugiere el
uso de pesticidas quimicos (Bernal, 2010), que pueden afectar la calidad del producto,

agua y suelos.

Al igual que los humanos, las plantas poseen mecanismos inmunologicos que les
proveen de resistencia a ciertos patdégenos algunos de estos mecanismos son
preexistentes y otros pueden ser inducidos (Malo, Bernacchia, & Arevalo, 2015). La
tendencia actual busca reemplazar el uso de pesticidas quimicos por sustancias

organicas gque sean inocuas tanto para el agricultor como para el consumidor y no afecte

18



la calidad del alimento. Las pruebas moleculares, proveen un alto grado de precision de
los resultados, es posible determinar la capacidad de un compuesto de estimular la
sintesis de determinados ARNm que luego seran traducidos en proteinas y enzimas que

serviran de defensa para la planta.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Puede el extracto etandlico de toronja blanca (Citrus paradisi Macf) estimular la

expresion de genes de defensa en las plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)?

OBJETIVOS
1.1.Objetivo general:
Evaluar la capacidad del extracto etandlico de toronja blanca (Citrus paradisi Macf.)
de generacion de estimulo para la expresion de genes de defensa en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) por gRT-PCR como sustituto a los pesticidas tradicionales y

la capacidad antifungica in vitro contra Oidium sp.

1.2.Objetivos especificos:
e Caracterizar una cepa de Oidium sp. aislada de hojas infectadas de cultivos de tomate
en invernaderos por medio de claves taxonomicas y técnicas moleculares, para su

uso en técnicas microbiologicas.
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e Determinar la sensibilidad del hongo Oidium sp frente al extracto etandlico de toronja
blanca (Citrus paradisi) aplicando pruebas estandarizadas para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria.

e Determinar la expresion de los genes de defensa de las plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) PR1, PR2, PR3, MAPK3, MAPK6 mediante qPCR aplicando
meétodos estadisticos luego del tratamiento con extracto etandlico de toronja blanca
(Citrus paradisi).

e Elaborar una propuesta de articulo cientifico respetando los formatos internacionales

para la posible divulgacion de los resultados obtenidos.

HIPOTESIS
El extracto etandlico de toronja blanca (Citrus paradisi. Macf.) tiene la capacidad de
generar una respuesta en la expresion de genes de defensa de las plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) y podria servir como una alternativa al uso de pesticidas

sintéticos.

20



MARCO TEORICO

1. Tomate

1.1.Descripcidn

El tomate (Solanum lycopersicum) es una solanacea originaria de América y
distribuida por el mundo después de la conquista y colonizacion europea en el continente.
Es una planta diploide que tiene 24 cromosomas (Blancard, 2011). Es una hierba de vida
corta que puede alcanzar una altura de un metro. El tallo es erecto y flexible, busca
estabilidad en plantas cercanas. Las hojas son alternas de tamafio grande, llegando a
medir hasta 25cm, tienen divisiones en la base, el apice es puntiagudo y el margen es
aserrado. Tienen inflorescencias dispuestas en racimos que crecen en las bifurcaciones
de los tallos, las flores individuales tienen cinco sépalos, la carola es amarillenta con
forma de estrella de cinco pétalos, tiene cinco estambres y las anteras estan unidas
rodeando al estilo. Los frutos son bayas carnosas y tiernas de color, forma, tamafio y

consistencia variable (Blancard, 2011; Hanan Alipi & Mondragén Pichardo, 2009).

1.2.Cultivos de tomate en Ecuador

El tomate es la segunda hortaliza de mayor consumo en el mundo, tanto en producto
fresco como procesado (Blancard, 2011). Segun datos de la FAO (2017), la produccién
mundial de tomate para el consumo fresco se eleva a mas de 241 millones de toneladas
con un aumento continuo en la produccién. En Ecuador, el INEC (2017) reporté una
produccion nacional total de 62 675 Tm, siendo la Sierra la regibn con mayor aporte de
produccion. En 2018 hubo una pérdida de 59 hectareas cultivadas de tomate, de éstas,

el 76% (45 ha) se debi6 a plagas y enfermedades (INEC, 2018).
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2. Toronja

2.1.Descripcion

La toronja (Citrus paradisi Macf.) es un citrico, probablemente originario de América.
Se supone su origen a un posible hibrido natural producido entre pomelo y naranjas
dulces. Las toronjas pueden clasificarse en dos grupos grandes por la capacidad de
producir licopeno en la pulpa de sus frutos: blancas y rosas (Ballistreri et al., 2019; Khare,
2007). Es el segundo cultivo de citricos més importante en el mundo debido a que su
consumo produce multiples beneficios a la salud. (de la Rosa-Hernandez, Wong-Paz,

Mufiz-Méarquez, Carrillo-Inungaray, & Sdnchez-Gonzalez, 2016).

El &rbol de toronja puede alcanzar una altura de 6m y el didmetro del tronco de un
arbol joven puede ser de 15cm. Las ramas tienen pequefas espinas flexibles cuando
son jovenes. Las hojas son ovaladas, simples y los bordes tienen denticulaciones sutiles,
tienen abundantes tricomas que exudan aceite. Las flores son pequefias, de color blanco
y con cuatro pétales. Los frutos son casi esféricos, su corteza es suave, gruesa y con
abundantes glandulas oleosas, es de color amarillo, 0 en algunas variedades con
manchas rojizas y el interior tiene una capa blanca esponjosa y amarga. La pulpa puede
ser de un color amarillo palido, rosada o roja intensa segun la variedad y la presencia o
ausencia de la capacidad de produccién de licopeno. Tiene entre 11 y 14 carpelos
separados con una pared membranosa fina que en algunos casos es amarga. Las
semillas son blancas, tienen forma eliptica puntiaguda. En el mercado nacional e
internacional existen variedades que tienen numerosas semillas y otras que carecen de

ellas (Morton, 1987).
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2.2.Propiedades antimicrobianas

Existen extractos de toronja comerciales hechos a partir de las semillas y pulpa con

un alto potencial antibacterial y antifingico. Este extracto es rico en flavonoides y

polifenoles, los cuales se enlistan en la Tabla 1:

Tabla 1: Flavonoides presentes en el extracto de toronja. Fuente: Autor

Flavonoide Compuestos Referencias
Narirutina, naringina y
Flavanonas ) )
naringenina
Flavonoles Rutin
Flavonas Rhoifolin, diosmina
Heptametoxiflavona, _ _
_ _ o _ . (Ballistreri et al., 2019;
Polimetoxiflavonas nobiletina, sinensetina y B o
_ Cvetni¢ & Vladimir-
tangeretina. L .
. . L Knezevi¢, 2004; Nishad,
Acidos hidroxicinamicos
] _ Saha, Dubey, Varghese,
son los mas dominantes:
. _ & Kaur, 2019)
ferdlicos, cafeico,
Acidos fendlicos Sin4pico y p-cumaricos.

Acidos hidroxibenzoicos:
vanilico, protocatechuic y

gélico.

2.3.Cultivos de Toronja en Ecuador

En Ecuador se cultivan mayoritariamente dos variedades de toronja blanca: la
variedad Duncan, un arbol vigoroso que produce frutos de mayor tamafio con un
promedio de 423g; y la variedad Marsh seedless, la cual carece de semillas y reduce las

pérdidas en la produccién por su capacidad de mantener los frutos sobre el arbol cuando
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ya llegan a un estado 6ptimo de madurez (Valarezo, Valarezo, Mendoza, & Alvarez,

2014).

3. Oidium sp.

3.1.Descripcion

Oidium sp. es una género de hongos pertenecientes a la familia Erysphacea que es
el agente causal de la cenicilla o mildit polvoroso en las partes aéreas de varias plantas
superiores. Son parasitos obligados, el hospedero se convierte en una fuente de
carbohidratos, aminoéacidos y otros nutrientes. Para infectar a las células vegetales
desarrollan un 6rgano especializado denominado haustorio, éste penetra permite la
transferencia de nutrientes de célula hospedera al patdégeno (Szabo & Bushnell, 2001).
El sintoma producido en hojas maduras es la aparicion de manchas cloréticas, que al
aumentar area infectada producen el colapso de la hoja, necrosan el tejido, se reduce la
capacidad fotosintética de la planta, y en consecuencia el rendimiento de la produccion

a pesar que éste hongo no ataca a los frutos (Bernal, 2010).

3.2.0idiopsis en tomate

En el caso de las plantas de tomate la variedad que causa esta enfermedad es Oidium
neolycopersici, afecta a mas de 60 especies de 13 familias, incluyendo a las Solanaceae
(Sun et al., 2019). Desde finales de la década de 1980 esta enfermedad se esparcié por
todos los continentes, afectado a la produccion de tomate llegando a reducir el
rendimiento hasta en un 50% en los casos mas graves. Este hongo se encuentra
principalmente en invernaderos donde se cultivan tomates puesto que el ambiente
proporciona la humedad y temperatura adecuada para su proliferacion (Lebeda et al.,

2014; Sun et al., 2019).
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3.3. Tratamientos con fungicidas sintéticos

El Instituto de Investigacion Agropecuarias (INIA) recomienda el uso de Azufre para
el control de la oidiopsis en casos no severos (Sepulveda, 2018). Para casos mas graves
Bernal (2010) sugiere el uso de Pyraclostrobin, Pyraclostrobin+, Boscalid, Flutriafol,
azufre y Sporekill. Por otro lado, Jones et al. (2001) sugieren el uso de fungicidas que
contengan benomyl, bitertanol, bupirimato, carbendazim, fenarimol, pyrazophos,

thiabendazol, triforine, y preparaciones sulfurosas.

4. Sistemainmunoldgico vegetal

4.1.Fisiologia del estrés

Las plantas han desarrollado mecanismos de defensa estructurales, metabdlicas y
defensas inducidas en respuesta al estrés producido por el ambiente u organismos que
puedan ser potencialmente dafinos para el organismo vegetal (Conrath et al., 2015). Los
principales atacantes de las plantas son virus, bacterias, hongos e invertebrados.
Algunos tienen la capacidad de superar los mecanismos morfologicos de defensa de las
plantas, y otros atacan aprovechando los érganos vegetales que se comunican con el
exterior como los estomas. Los patdégenos han desarrollado varias estrategias para
aprovecharse de las plantas de las cuales se destacan tres: la necrofilia, biotrofia y la
hemibiotrofia. Algunos hongos y bacterias son necréfilos y utilizan enzimas para
hidrolizar la pared celular, o toxinas para necrosar los tejidos. La biotrofia se produce
cuando el patdogeno toma alimentos de las células sin matarlas, este es el caso de
algunos hongos, virus y nematodos endoparasitos. Y la hemibiotrofia que combina una
primera etapa biotrofica y una segunda necrotroéfica (Azcon Jieto & Taldn, 2013; Planello

Carro et al., 2010).

25



La respuesta fisiologica al estrés ocurre en cuatro etapas. La fase de alarma esta
vinculada a la activacion de los mecanismos de defensa que la planta posee para
sobrellevar el ataque, la carencia de los mecanismos necesarios termina en la muerte de
la planta. Las respuestas que ocurren en esta fase son modificaciones del metabolismo
celular, activacion de mecanismos de reparacion celular y expresion de genes de
defensa. En la fase de resistencia la planta alcanza un estado fisiolégico 6ptimo que le
permitira resistir al ataque. La fase de agotamiento ocurre en el caso que el ataque sea
prolongado, la resistencia se agota y la planta ralentiza o detiene sus funciones, en el
caso que el factor de provoca el estrés perdure, la planta muere. La fase final es la de
regeneracion, ocurre cuando se supera el atague y las funciones fisiolégicas de la planta

vuelven a un estado optimo (Azcén Jieto & Taldn, 2013).

4.2.Rutas de transmisién de la sefal estresante

El primer nivel de reconocimiento que desencadena en la respuesta de defensa
envuelve patrones de reconocimiento de receptores (PRRS) que reconocen patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMPS). Este tipo de inmunidad es una respuesta
basal de defensa llamada inmunidad activada por PAMP (PTI). El segundo nivel del
sistema inmune vegetal es efectuado por proteinas de resistencia (R) que reconocen
efectores especificos de los patégenos o pestes y activan mecanismos de defensa de
las plantas de una manera mas efectiva (Gimenez, Salinas, & Manzano-Agugliaro, 2018).
Este tipo de resistencia llamado inmunidad activada por efectores (ETI) es una respuesta
mas robusta y generalmente activa respuestas de hipersensibilidad (HR) en la que la
célula infectada entra en un proceso de muerte programada (apoptosis), matando

también a células vecinas y al patégeno (Shittu, 2019).
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Luego de la exposicion al factor biético o abidtico que causa estrés, los estimulos
estresantes son transformados en sefiales quimicas o fisicas que advierten a la célula
de un posible ataque. La primera respuesta activada por PTl y ETI lleva a la activacion
de mecanismos de defensa basales de la planta. Se activan canales de iones especificos
modificando los niveles de Ca?* citoplasmatico. Otra respuesta temprana es la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y se activan las cascadas de
sefalizacion para la activacion de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKS).
Las rutas inducidas corriente abajo incluyen la acumulacion de fitohormonas, de las
cuales el acido salicilico (SA), &cido jasmaonico (JA) y etileno (ET) estimulan la resistencia
a patégenos biotroficos y hemibiotréficos. Las rutas del JA y ET son inducidas por
patdgenos necrotroficos y masticadores, el SA activa un tipo de resistencia llamada
resistencia sistémica adquirida (SAR) que promueve la expresion de genes relacionados
con la patogenicidad (PR) y sirve como respuesta preventiva en areas alejadas del punto
de infeccion (Conrath, 2009). Todos estos mecanismos llevan a la reprogramacion de la
expresion genética en el nucleo para desarrollar la mejor estrategia de defensa de la
planta. (Azcon Jieto & Talén, 2013; Ben Rejeb, Pastor, & Mauch-Mani, 2014; Gimenez

et al., 2018).

4.3.Proteinas PR

Las plantas, cuando son atacadas por insectos e infecciones microbianas responden
tipicamente con la formacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR). Estos
son los productos de la expresion de genes relacionados con la defensa para detener el
ataque del patdégeno. Estas proteinas incluyen enzimas hidroliticas: inhibidores de

proteinasas capaces de inhibir la actividad proteolitica de enzimas secretadas por el
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patdgeno, enzimas liticas como glucanasas, quitinasas e hidrolasas que atacan las

paredes celulares del atacante (Jain, 2017).

El gen que codifica la proteina PR1 se encuentra en el cromosoma 1 del tomate,
posiblemente tiene actividad antifingica, se utiliza como biomarcador para la resistencia
y su expresion es inducida por enfermedades y SA. El grupo PR2 est4 compuesto por
B1-3-glucanasas y las proteinas PR3 son quitinasas, ambas capaces de digerir las
paredes celulares del patégeno e inhibir su desarrollo. La expresion de éstas dos ultimas,

se activa rapidamente cuando la planta es atacada (Malo et al., 2017).

4.4, MAPKs

Las Mitogen-activated protein kinases (MAPK) son proteinas de serina/treonina,
cuyas rutas de sefalizacion corriente debajo de los receptores extracelulares estan
altamente conservadas en eucariotas (He, Zhou, Shan, & Meng, 2018). Estas quinasas
se mantienen inactivas hasta que una MAPKK (MAP quinasa-quinasa) cataliza la
fosforilacién de los dos aminoacidos (Azcén Jieto & Taldn, 2013). Son indispensables en
procesos de activacion proteica (fosforilacion y desfosforilacion), por lo que son
excelentes candidatos para sefializar enzimas que median la capacidad de los elicitores
de defensa en las plantas al ser uno de los primeros eventos de sefalizacion en PAMPs
y MAMPs (patrones moleculares asociados a patégenos/microbios) (He et al., 2018). Se
han identificado 16 genes de MAPK en plantas de tomate las cuales estan clasificadas
en cuatro subfamilias segun sus secuencias y estructuras, la MAPK3 pertenece a la
subfamilia A y podria estar relacionada con las respuestas al estrés biético (Yu, Yan,
Yang, & Zhu, 2014). Las otras subfamilias de las MAPK en tomates no han sido muy

estudiadas, en un estudio utilizando plantas knockout SIMAPKG6 Li et al. (2021)
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plantearon que esta proteina puede estar relacionada en la regulacion del desarrollo de
brotes auxiliares y la biosintesis de Giberelinas (GA). Estos dos genes estan regulados
por la MAPKK9 en Arabidopsis y su expresion esta ligada a respuestas de defensa en

las plantas (Liu et al., 2020).

4.5.Priming SAR

Algunos compuestos naturales o sintéticos tienen la capacidad de elicitar las
defensas de plantas. El ejemplo mas exitoso de este proceso es el uso de BABA (acido
beta aminobutirico), el cual puede inducir respuestas que protege a los cultivos de varias
enfermedades incluyendo el agente causal de la cenicilla (Oidium neolycopersici) al tratar
las semillas con el compuesto (Baccelli & Mauch-Mani, 2016). El acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA) tiene una accibn mimética en las plantas e induce
efectivamente la resistencia contra los principales fitopatdégenos fungicos y bacterias en
varios cultivos (Conrath, 2009). Malo et al. (2017) utilizaron extractos naturales de aji,
ruda y clavo para inducir la expresién de genes de regulacion y defensa en Solanum
lycopersicum, con la posible capacidad de activar rutas de sefializacion dependientes e
independientes de SA. En un estudio en Arabidopsis, Zarattini et al., (2017) lograron
activar el sistema inmune de esta especie utilizando soluciones de Acido Desoxicdlico
200 uM, una sal biliar secundaria que resulta como desecho en la produccién industrial

de Acido Ursodesoxicolico.

5. Pruebas moleculares

5.1.qRT-PCR
Es un ensayo que permite reportar la presencia de productos de una Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR) tras cada ciclo (Roche Applied Science, 2004). El primer
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proceso es la transformacion de moléculas de ARN molde a cadenas de ADN
complementario (ADNc) por una ADN polimerasa dependiente de ARN, también
conocida como Transcriptasa Reversa. Se pueden utilizar primers especificos para el
gen de interés o primers oligo dT (desoxitimina), los cuales se hibridaran a las colas poliA

(poliadenina) de las moléculas de ARNm maduro (O"Connell, 2002).

Las ventajas de este ensayo es que al utilizar fluor6foros para monitorizar la
amplificacion de productos en cada ciclo de la PCR es un andlisis cuantitativo, a
diferencia de la PCR convencional que es cualitativa; permite analizar muestras que
difieran en amplio rango su concentracion inicial, y sus resultados son confiables y
reproducibles (Bustin & Mueller, 2005). Estas pruebas generalmente se realizan con los
productos obtenidos de una Transcripcion Reversa de ARN a ADNc, permitiendo asi
cuantificar la expresion de un gen diana, para ello se utilizan Sondas TagMan, las cuales
se hibridan a una de las cadenas de ADN y al hidrolizarse emiten fluorescencia, o con
tintes como SYBR Green | con primers especificos para el gen. En ambos casos, tras
cada ciclo de la PCR se medira la fluorescencia emitida por los fluoréforos, la cual sera

proporcional a la cantidad de moléculas amplificadas en la reaccion (O"Connell, 2002).

5.2.Cuantificaciéon Relativa

Generalmente, la cinética de una PCR estd compuesta de cuatro estados, muy
similares a los propuestos por Monod para el crecimiento bacteriano. El primer estadio
inicial o de latencia, donde no existe cantidad de fluorescencia que supere al ruido
producido por los fluoréforos. El segundo estadio es logaritmico, donde idealmente se
produce una amplificacion exponencial de las moléculas de ADN. Con la acumulacion de

factores inhibitorios y disminucion de la actividad enzimatica y sustratos, la reaccion llega
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a una fase de retardo. Finalmente, la reaccion alcanza un estado estacionario donde no
se producen mas amplicones (Schefe, Lehmann, Buschmann, Unger, & Funke-Kaiser,

2006).

Cinética de una PCR
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o
T
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-0.5- NuUmero de ciclo n

llustracion 1 Fases de la cinética de una PCR. Fuente: Autor.

El analisis comparativo de C+ (ciclo umbral) o método AACr permite obtener una
cuantificacion relativa del producto de la expresién de un gen comparado con la
expresion de un gen el cual se asume que tiene una expresion constante y son
indispensables para el mantenimiento de la célula (genes housekeeping) (Roche Applied
Science, 2004; Schefe et al., 2006). Los resultados se expresan como el incremento o
disminucién fold change (cambio) de la expresion del gen afectado por el tratamiento y

sin tratamiento (Bonab et al., 2015).

La fase logaritmica es crucial para el analisis de datos de la gPCR. La Ecuacion 1

describe la cinética de esta fase, donde Rny Rorepresentan la cantidad de fluorescencia
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proporcional a la cantidad de amplicones de ADN después de 0 (Ro) o n (Rn) ciclos, y E
representa la eficiencia de la reacciéon, donde E (0<E<1) (Schefe et al., 2006).

R, = Ry(1 + E)™

Ecuacién 1

Para el analisis se deben obtener los Cty la eficiencia E de cada pocillo de
reaccion. Cr es una fraccion en la cual la curva de la cinética de la reaccion supera el
umbral de fluorescencia establecida por el programa o el usuario. Por el otro lado, E
tedricamente seria equivalente a 1, asumiendo que en cada ciclo de PCR se duplica el
numero de amplicones. No obstante, varios factores como restos de fenol, etanol, incluso
transcriptasa reversa inhiben la eficiencia de la PCR. Por lo tanto, E definir4 el valor de
Cr. Para calcular E se puede utilizar el método de la regresion linear, donde se calcula el
logaritmo (log) de la cantidad de fluorescencia (Rn) en cada ciclo, resultado en un gréafico
lineal en la fase exponencial de la cinética de la curva de PCR. Dentro de este rango, se
debe calcular la mayor pendiente de la recta con el mayor coeficiente de correlacién R2,
El grafico que se obtiene se grafica como logRn en las ordenadas y n (nimero de ciclo)
en las abscisas. La pendiente se puede calcular transformando la Ecuacion 1, donde la
pendiente s es igual a log(1+E) acorde a la férmula general de las rectas y=mx+b, donde

m es la pendiente (Schefe et al., 2006).

R, = Ry(1+ E)"
logR, =log(1+E) xn+logR,
s =log(1+E)
10°=1+4+FE
E=10°-1

Ecuacién 2
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La tasa relativa de expresion (rER) se calcula con la Ecuaciéon 3 donde: GOI es el

gen de interés y HKG es el gen housekeeping.

Rnorm(SOI) _ (1 + E(GOI))—ACT(GOI)

Rnorm(HKG) (1 4 E(HKG))™

Ecuacién 3

rER =

ACT(HKG)

Con ACr(gen) = Cr(gen; SOI) — Cr(gen; HKG). Posteriormente se pueden
realizar Andlisis de varianza (ANOVA) para estudios estadisticos de la variacion de los

tratamientos aplicados (Schefe et al., 2006).
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METODOLOGIA

1. Preparacion del extracto

1.1.Obtencion del material vegetal
Se recolectaron hojas y frutos de un cultivo privado ubicado en la ciudad de Cuenca,
Azuay. Se tomaron frutos en diversos estados de madurez y se eligieron hojas en buen

estado, libres de enfermedades o heridas.

1.2.Deshidratacion

Las frutas y las hojas se lavaron con agua para remover el polvo y se desinfectaron
con una solucion de cloro comercial al 5% para evitar el desarrollo de microrganismos
dentro de la estufa. Se deshidrataron en una estufa Binder a 45 °C por tres dias, el
producto se pulverizé con una licuadora industrial Heavy Duty para aumentar la superficie

de contacto con el solvente.

1.3.Extraccién

Se utiliz6 una modificacion del método propuesto por Nishad et al. (2019). Una
solucién al 10% p/v de material vegetal con etanol 60%. Se utiliz6 material vegetal fresco
y deshidratado de la siguiente forma: hojas frescas (HF), hojas y frutos deshidratados
(HFD), hojas deshidratadas (HD), y frutos deshidratados (FD). Se incub6 por tres dias
con constante agitacion y protegidos de la luz. El producto resultante se filtr6 con un
matraz Kitasato y una bomba de vacio y se mantuvo en refrigeracion protegido de la luz

hasta su uso.
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1.4.Caracterizacion fitoquimica de fenoles

Se realizé una prueba colorimétrica a los diferentes extractos obtenidos utilizando
Cloruro Férrico (FeCls) al 5%. Si la solucion cambia a azul oscuro, “indica la presencia
de fenoles o taninos pirogalicos (hidrosolubles). Si el cambio es a verde oscuro indica la
presencia de fenoles o taninos de tipo catecol (condensados)” (Hinojosa Davalos et al.,

2013).

2. Construccién de semilleros

Se adquirieron semillas certificadas en un supermercado local. Las semillas se
hidrataron por 48 horas previa su siembra para facilitar el proceso germinativo,
posteriormente se colocaron en los semilleros con sustrato compuesto por humus y
arena en una proporcion 3:1. Se colocaron los semilleros dentro un pequefio invernadero
para mantener la humedad y aislar las plantas del ambiente, evitando el contagio y
ataques de patégenos. Transcurrido un mes se trasplantaron los brotes a macetas mas
grandes con sustrato de las mismas caracteristicas mencionadas anteriormente y se
mantuvo las plantas dentro del mismo invernadero hasta la aplicacion de los

tratamientos.

3. Determinacién de la capacidad inhibitoria

3.1.Purificacion de una cepa de Oidium sp.

Se tomaron muestras de hojas contaminadas con el hongo de invernaderos del
cantdon Paute, provincia del Azuay. Estas se almacenaron en bolsas autosellantes-y se
mantuvieron en refrigeracion hasta su resiembra. También se tomaron muestras con

isopos estériles que se colocaron en agua de peptona. Posteriormente se cultivaron en
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medio SDA, se mantuvieron las cajas Petri en una estufa a 25 °C y cada 3-4 dias se

realizaron resiembras hasta obtener un cultivo homogéneo.

3.2.Caracterizacion
3.2.1. Macroscopica:
El micelio crece en el exterior del hospedero, forma un micelio blanco polvoriento.
Los conidioforos son erguidos y simples; la parte superior crece a media que se forman

los conidios. (Barnett & Hunter, 1988; Jones et al., 2001; Lodge et al., 2004).

3.2.2. Microscopica

Al observar al microscopio se busca que el hongo tenga una estructura similar a
la propuesta por Barnett & Hunter (1988) que se observan en la llustracién 2, donde Ay
B muestra la estructura de las hifas y C la forma de las esporas. Los conidios son
cilindricos, unicelulares, hialinos, producidos en cadenas basipétalas Las esporas tienen
forma elipsoidal, aproximadamente de 30 um x 15 um. La superficie del conidio esta
cubierta por arreglos irregulares de estructuras en forma de cintas y proyecciones
redondeadas. En la fase germinativa, un tubo de germen de superficie lisa emerge del
cuerpo del conidio, que al alongarse adquiere una configuraciéon lobulada en forma de

trébol (Jones et al., 2001).
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llustracion 2 Estructura microscépica de Oidium sp. Fuente: (Barnett & Hunter, 1988, p. 69)

3.2.3. Molecular
Para la caracterizacion molecular se extrajo el ADN del hongo con el método de Fenol
Cloroformo, se amplificé la region de la subunidad 16S del ribosoma fungico utilizando
los primers universales ITS1 e ITS4 (Badotti et al., 2017). Se secuencid el producto de la
amplificacion con el método Sanger en los laboratorios de la Universidad Politécnica
Salesiana sede Quito, campus El Girén. Posteriormente se utilizaron softwares

bioinforméaticos libres para el analisis de la secuencia obtenida.

3.3.Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

Se cultivé el hongo aislado en matraces de 250 mL con 80 mL de medio SDA a 25 °C
por una semana. Se realiz6 el lavado de esporas con agua destilada estéril, se filtré con
una gasa estéril y se procedio a la cuantificacién de concentracién de esporas con una

camara de Neubauer. Se realizaron las diluciones necesarias hasta obtener una
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concentracion entre 1y 2 x 108 UFC mL. (CLSI, 2008; Sanguinetti & Posteraro, 2018).
Las pruebas de CMI se realizara en una microplaca de 96 pocillos, cada pocillo tenia un
volumen final de 200uL, donde vario la concentracion de extracto y PDC (Caldo Papa
Dextrosa) y cada pocillo tenia 10uL de indculo y se ajusto la concentracion final. Para el
Blanco se utilizo el medio de cultivo y agua y como Control Positivo se utilizo el fungicida
comercial para Oidium sp. Azufrol de Agrosad a una concentracion del 2% p/v. La

organizacion final de la placa fue la siguiente:

Tabla 2 Disposicion de los tratamientos en la placa de 96 micro pocillos.

HD HF FD HFD

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
100% 100% 100% | 100% 100% 100% | 100% 100% 100% | 100% 100% 100%
90% 90% 90% | 90% 90% 90% | 90% 90% 90% | 90% 90%  90%
80% 80% 80% | 80% 80% 80% | 80% 80% 80% | 80% 80% 80%
40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40%
20% 20% 20% | 20% 20% 20% | 20% 20% 20% | 20% 20% 20%
10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10%

B B B B B B B B B B B B

CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP
HD: Hojas Deshidratadas, HF: Hojas Frescas, FD: Frutos Deshidratados, HFD: Hojas y Frutos Deshidratados, B:

I @ mm OO @ >»

Blanco, CP: Control Positivo. Fuente: El Autor.

4. Evaluacion de la capacidad del extracto de toronja para estimular la expresion

de genes de defensa

4.1.1. Aplicacion del tratamiento

La poblacion total es de 25 plantas de tomate de 9 semanas. Se dividio la
poblacidén en cuatro blogues para la aplicacion de los tratamientos. Al bloque uno se le
aplico el extracto de toronja, al bloque dos se le aplicé una solucion de Acido

Desoxiclolico 200 uM como control positivo (Zarattini et al., 2017), al tercer bloque se le
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aplicé agua como control negativo y el ultimo bloque no se le aplicé ningun tratamiento
(blanco). A los tres primeros bloques se les rocié con las soluciones en las partes aéreas
de las plantas y se realizaron las pruebas transcurridas 24 horas después de la aplicacion
del tratamiento. Se tomaron hojas de distintas plantas en cada bloque, se congelaron
con nitrogeno liquido y se pulverizaron con un mortero para formar un pool, se mantuvo
en congelacion hasta su analisis. El tratamiento se repitié después de 15 dias con las

mismas condiciones.

4.1.2. qPCR

El andlisis cuantitativo de la expresion génica realizO en un termociclador
Lightcylcer nano de Roche. Se recupero el ARN de las muestras utilizando el Kit SV Total
RNA Isolation System de Promega (2004), el protocolo seguido para la extraccion se
encuentra en el Anexo 1. El ADNc se obtuvo con el Transcriptor Universal ADNc Master
de Roche y la reaccion se llevé a cabo en un Termociclador Multigene PCR de Labnet,
el protocolo se especifica en el Anexo 2. Para la amplificacion cuantitativa se utilizo el kit
FastStart Essential ADN Green Master de Roche (2013). Se utilizaron primers

especificos para la amplificacién de PR1, PR2, PR3, MAPK3 y MAPKG6.

4.1.3. Calculo de la eficiencia de PCR y concentracion inicial de ADN molde
Para el calculo de la eficiencia de cada pocillo en las reacciones de PCR se utilizo
el software libre LinRegPCR version 2020.2 (Phruksahiran & Chandra, 2013). Este
software analiza los datos individuales de cada pocillo de un ensayo de PCR, determina

la linea base de fluorescencia y posteriormente la eficiencia de cada reaccion.

RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Determinacion de la capacidad inhibitoria

1.1.Purificacién y caracterizacion de una sepa de Oidium sp.

1.1.1. Macroscopica

llustracion 3 Cultivo in vitro de Oidium sp. en SDA. Fuente; El Autor.

Las muestras se tomaron en un invernadero de tomates del cantén Paute,
provincia del Azuay. Se seleccionaron las hojas infectadas con hongos que cumplian las
caracteristicas descritas por Barnett & Hunter, (1988) y Lodge et al. (2004), evitando las
hojas que tenian varias enfermedades. Se cultivaron en medio SDA con el método de
impresiéon de superficie foliar y con alicuotas de 100 pyL del medio donde se habian
colocado los hisopados realizados in situ y previamente incubados. Las cajas Petri con
las muestras se incubaron a 25 °C, temperatura promedio de un invernadero de tomate.

Al desarrollarse en in vitro Oidium sp. adquiri6 una tonalidad verde-grisacea de
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apariencia polvorosa, se desarroll6 hasta cubrir por completo la superficie del medio y no
creci6 verticalmente. No existen estudios en los cuales se haya descrito el desarrollo in
vitro del hongo por lo que se deben hacer caracterizaciones microscopicas y/o

moleculares para su identificacion.

llustracién 4 Estructuras de Oidium sp vistas al microscopio con Azul de Lactofenol. Fuente: El Autor.

Los conidios tienen forma cilindrica y se desarrollan en cadena. Las esporas tienen
formay el tamafio indicado por Barnett & Hunter, (1988) y Jones et al. (2001). Igualmente,
por la dificultad de su desarrollo in vitro, no existen muchos estudios que describan a
este género y mayoria de estudios se realizan cultivos in vivo donde se infectan las

plantas del estudio con esporas tomadas de cultivos infectados.
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llustracion 5 Estructuras y esporas de Oidium sp. Fuente: El Autor.

1.1.3. Molecular
Se recupero el ADN del hongo estudiado utilizando el método de Fenol Cloroformo, se

utilizo el kit GoTaq MasterMix de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
midié el tamafio del amplicon en un gel de agarosa al 1.5% utilizando SYBR Safe como
tinte, se determind que el tamafio del amplicon es alrededor de 600pb. Las muestras se
procesaron con el método Sanger en los laboratorios de ciencias de la vida de la
Universidad Politécnica Salesiana sede El Giron. Se utilizo la herramienta BLAST del
NCBI para analizar el alineamiento de la secuencia obtenida del amplicon ITS1-ITS4. Se
compard la secuencia con algunas variedades del género Oidium. Como resultado se
obtuvo un alineamiento del 95% con la subunidad ribosomal de Oidium neolycopersici

con numero de accesion MG647823.1.
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llustracion 6 Tamafio del producto de amplificacion utilizando los primes ITS1 e ITS4. Las bandas tienen alrededor
de 600pb. Fuente: El Autor.

1.2.Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria

Se prepararon cuatro extractos distintos con diferentes 6rganos de la planta: a) Hojas
Deshidratadas, b) Hojas Frescas, c¢) Frutos Deshidratados, d) Frutos y Hojas Frescas.
Para el estudio se busca que el extracto tenga la capacidad de estimular los mecanismos
de defensa de las plantas y tengan una accién antimicrobiana. Se sabe que los
compuestos fendlicos tienen funciones antimicrobianas en las rutas metabdlicas de las
plantas, por lo que previo al ensayo de microdiluciones se realizé una prueba
colorimétrica con una solucién al 5% de FeCls. Todos los extractos dieron positivo a la
prueba, los extractos viraron a verde oscuro, confirmando la presencia de fenoles de tipo

catecol (Hinojosa Déavalos et al., 2013).
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llustracion 7 Prueba colorimétrica de fenoles con cloruro férrico al 5%. Las pruebas se hicieron por duplicado, de
izquierda a derecha: HD, HF, FD, HFF. Fuente: El Autor.

Se determind la capacidad inhibitoria de extractos de diferentes 6rganos de
plantas de toronja. En pruebas previas se determind que se requieren concentraciones
altas del extracto para que sea efectivo, por tal razon se eligieron las concentraciones
descritas en el apartado 3.3 del Capitulo II. Después de 48 horas se afiadié 5 uL de Azul
de Rezasurina, compuesto que se utiliza para determinar la viabilidad de células, las
células viables son capaces de reducir de forma irreversible el compuesto que se toma

un color violeta o rosa.

llustracion 8 Revelado con Azul de Rezasurina de la placa de micropocillos. Las columnas 1-3 HD, 4-6 HF, 7-8 FD y
9-12 HFD. Fuente: El Autor.

Las columnas a las que se les afiadio extractos con hojas de toronja fueron mas
efectivas. El extracto de Hojas Deshidratadas en el ensayo tuvo un 80% de CMI, mientras

gue el de Hojas Frescas era de 100%. En la ilustracion 9 se puede observar con mayor
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detalle los resultados del ensayo. El control positivo (Azufrol) también inhibi6 el desarrollo
del hongo a la concentracidén especificada por el fabricante. El control negativo permitié
el desarrollo del hongo. Este resultado es correspondiente al hecho que al deshidratar
las hojas de toronja se requerira una mayor masa de material seco al momento de
formular las soluciones al 10% con etanol, mientras que al utilizar hojas frescas gran
parte de la masa afiadida a la solucion es el agua contenida en las vacuolas de las células

vegetales.

Se determind que aquellos extractos que contenian frutos no son efectivos para
inhibir el crecimiento de esporas de Odium sp. Resultado opuesto al esperado segun los
estudios y descripciones realizados por Cvetni¢ & Vladimir-Knezevi¢ (2004) quienes
utilizaron pulpa y semillas frutos para su estudio. En la ilustracién 8 se puede observar
que las columnas 7-12 que contenian extracto de frutos deshidratados y extracto de
frutos y hojas frescas, a pesar de estar en altas concentraciones no tenian capacidad
fungicida o fungistatica, por lo que no se continud con el estudio de estos extractos. En
un ensayo previo se utilizé un extracto obtenido a partir de frutos liofilizados de toronja,
el cual tampoco dio resultados positivos para la prueba. Esto puede deberse
posiblemente a la variedad de frutos utilizados para el ensayo, el estado de madurez o
la concentracion de carbohidratos solubles presentes en la pulpa de los frutos utilizados.
Se puede descartar cualquier interferencia del solvente utilizado puesto que de haber
sucedido esto en los pocillos a altas concentraciones no hubieran proliferado las esporas

de Oidium sp.
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llustracion 9 Columnas 1-6 de la microplaca. Fuente: El Autor.

Para concluir con los resultados de la CMI se sembré en una caja Petri con SDA
100 pL de indculo con extracto de HD al 80%. Pasadas 48 horas, no se encontraron
colonias de Oidium sp. concluyendo que el extracto tiene actividad fungicida. Estos
resultados son favorables para el estudio puesto que la obtencion de este extracto no
requiere mayor inversion en sus componentes y tampoco se necesita una sofisticada
tecnologia para su preparacion. Esto es favorable especialmente para los agricultores y
campesinos del pais, cuyos recursos son limitados y no tienen acceso a agroquimicos
comerciales reduciendo la productividad de sus cultivares. Otra gran ventaja del uso de
un extracto natural es su muy baja toxicidad ambiental y los efectos negativos a la salud
de los consumidores que tienen los fitoquimicos. Asi también que no se requieren

equipos especiales para su aplicacion en las plantas, tal como es el caso de pesticidas
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sintéticos, que en algunos casos requieren boquillas especiales para las bombas o

complejos sistemas de aspersion y riego.

llustraciéon 10 Siembra de in6culo de Oidum sp. en Sabouraoud Dextrose Agar con extracto de Hojas Deshidratadas
de Toronja al 80%. Fuente: El Autor.

2. Cuantificacion de la expresion de genes de defensa

2.1.Extraccion de ARN
Para el estudio se selecciono el extracto de Hojas Deshidratadas de toronja al ser el

gue funcionaba a menores concentraciones. Se aplicd el tratamiento a las plantas
asperjandolas con las diferentes soluciones, 24 horas después de la aplicacion del
tratamiento se tomaron las muestras y se congelaron con nitrogeno liquido y se
guardaron a -20°C hasta su procesamiento. Se repitio el proceso pasados quince dias
en las mismas condiciones. El propdsito del bloque B es la obtencion de datos a un nivel
basal del cultivar para el posterior andlisis de varianza. Se obtuvieron las siguientes
concentraciones en las muestras, puesto que la concentraciéon maxima de ARN molde
que el Kit Transcriptor Universal ADNc Master sugiere es de 2.5 pg se diluyeron las

muestras que superaban esta concentracion:
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Tabla 3 Concentracion de ARN obtenida de las extracciones y diluciones realizadas para la obtencién de ADNc.
Fuente: El Autor.

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Muestra Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
reac. ADNc reac. ADNc

C- 2.08x104 1.04 x103 8.36x10° 8.36x103
ng/mL pg/mL ng/mL ng/mL

C+ 2.90x10° 2.90x10° 2.62x10° 2.62x10°
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

T 1.90x10* 0.95 x103 8.96x10° 8.96x10°
ng/mL pg/mL ng/mL ng/mL

B 3.16x10* 1.58 x10° 2.44x10% 2.44 x103
ng/mL pug/mL ng/mL ng/mL

2.2.qRT-PCR
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llustracion 11 Dispersion de los Ct obtenidos en las dos repeticiones de qPCR en el primer tratamiento. Fuente: El
Autor.

Todas las muestras se procesaron con cada par de primers (forward y reverse)
por duplicado utilizando SYBR green como fluoréforo. Los datos arrojados por el

termociclador fueron procesados con el software LinRegPCR para calcular la Eficiencia
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(E) y la concentracion inicial de ADNc en la reaccion (Ro). Los resultados obtenidos se

presentan en el Anexo 4.
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llustracion 12 Dispersion de los Ct obtenidos en las dos repeticiones de qPCR en el segundo tratamiento. Fuente:
El Autor.

En las ilustraciones 11 y 12 se muestra la dispersion de los datos obtenidos en las
PCR, para obtener resultados confiables la diferencia entre los Ct obtenidos en las
repeticiones debe ser minima. En el grafico se puede observar que los resultados
obtenidos en el primer tratamiento estdn mas agrupados y el Ct minimo se encuentra
alrededor del ciclo nimero 30. Esto puede ser resultado de las diluciones de ARN molde
gue se realizaron para la obtencién de ADNc, proceso que no se realizé en el segundo
tratamiento. Con una baja concentracion inicial de ADNc, el Ct obtenido en la gPCR sera
mayor. No obstante, en el segundo tratamiento los resultados fueron muy similares, con
un Ct minimo promedio de 30. Por lo que es posible que esta deteccion tardia de

fluorescencia se deba a la calidad de los reactivos utilizados.
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2.3.Niveles de induccién de los genes (Fold Change)

Siguiendo el modelo matematico propuesto por Schefe et al. (2006) se calculo la
expresion relativa de los genes de estudio contra la expresion de los genes
Housekeeping. Los genes de referencia que se utilizaron en el estudio fueron la Actina
(ACT) proteina estructural del citoesqueleto de las células y el Factor de Elongacion (EF)
gue actla en la sintesis de proteinas en conjunto con los ribosomas. El comportamiento

de estos dos genes en los diferentes tratamientos y tiempos se puede visualizar en las

ilustraciones 10y 11.
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Tratamiento
llustracion 13 Genes housekeeping en el primer tiempo en escala logaritmica base 10. Fuente: El Autor.

El primer tratamiento se realizé con plantas de 9 semanas. En un estado basal,
las plantas del cultivar expresan EF y ACT a un nivel similar, con una expresion

ligeramente mayor de EF que de ACT. En el caso del control positivo y el tratamiento con
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extracto de toronja ACT se expresa con una diferencia muy cercana a un orden
logaritmico en comparacion con EF. El segundo tratamiento se realizd con las mismas
plantas dos semanas después (11 semanas). En las plantas en estado basal los genes
ACT y EF se expresaron en un nivel similar, con una muy ligera expresion mayor de EF
gue ACT. En el control positivo existe una expresion mayor de ACT que EF y de igual
forma, no existe una mayor diferencia en los niveles de expresion. Por ultimo, en el
bloque al cual se le aplico el extracto de Toronja, los niveles de expresion de los dos

genes HK es igual, con una ligera expresion mayor de ACT.
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llustracion 14 Genes housekeeping en el primer tiempo en escala logaritmica base 10. Fuente: El Autor.

Tabla 4 Resultados del célculo de la cuantificacion relativa de los genes de estudio en
los diferentes tratamientos y los diferentes tiempos. Fuente: El Autor.

Fold change
Tratamiento C+ T B
Gen T1 T2 T1 T2 T1 T2
PR1 17.55 1 - 1.2 4.15 1.14
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PR2 1.08 - 26.72 11 0.36 1.34

PR3 2.35 1 5.62 0.68 0.37 1.29
M3 2.56 38.39 2.36 4.58 0.37 1.13
M6 1.12 1 0.59 1.72 0.69 1.47
Tiempo 1
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Gen
llustracion 15 Cambios de expresion de los genes de estudio en el primer tratamiento. Fuente; El Autor

En el primer tratamiento (plantas de 9 semanas) la expresion de los genes de
estudio se puede observar en la ilustracion 15. El blanco corresponde al cultivar en un
estado basal. Un Fold Change igual o cercana a uno significa que la expresion del gen
de estudio es similar a la expresion de ACT y EF. En un estado basal, todos los genes
se expresan en menor medida que los genes HK, con excepcion de PR1 que se expresa
4 veces mas. Esto puede deberse a que alguno de los individuos pertenecientes al
bloque pudo haber estado infectado con algun organismo que ataque los 6rganos

inferiores de las plantas, Lavrova, Zinovieva, Udalova, & Matveeva (2017) probaron el
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aumento de la expresion de los genes PR1 y PR6 en plantas atacadas por Meloidogyne
incognita. Goyal et al. (2016) probaron que, en plantas de tomate, una exposicion a
temperaturas menores a 8 °C genera estrés y aumenta la expresion del gen PR1, siendo
los cambios de temperatura en el cultivar otra posible razon por la que la expresion de
esta proteina aumento en el bloque B. En el caso del extracto de toronja, en el cual no
se amplificé PR1, puede deberse por la presencia de algun inhibidor presente dentro de
la reaccién puesto que se determiné que en un estado basal todas las proteinas
estudiadas se expresan en bajas concentraciones. El Control positivo (&cido
desoxicolico), estimulo la sobre expresion de todos los genes de estudio a comparacion
del blanco. Finalmente, el extracto de Toronja (T) tuvo resultados variados, no fue
efectivo para inducir la expresién de PR1, mientras que fue muy efectivo para PR2 y PR3
y una respuesta media en M3 y M6 a comparacion del C+. Para los genes PR2, PR3y
M3 indujo una respuesta superior al B y a los genes HK; y para M6 la expresiéon fue

inferior en comparacion a B y HK.
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llustracion 16 Cambios de expresion de los genes de estudio en el primer tratamiento. Fuente: El Autor.

En el segundo tratamiento los resultados del Fold Change se observan en la
ilustracion 16. En general se puede observar que el tratamiento tuvo un efecto menor en
la expresion de los genes de estudio. En el caso del Blanco, la expresion de todos los
genes fue muy cercana a 1. El Control Positivo tuvo una expresion muy similar a la del
Blanco con excepcion de PR2 y M3, donde el nivel de expresion del primero no fue
detectable con la reacciéon y del segundo fue 38 veces mayor que los genes HK. El
extracto de toronja, por otro lado, para los genes PR1, PR2 y M6 tuvo una expresion
similar que el Blanco y muy cercanas a 1; PR3 tuvo una expresion menor que el By el
C+ y por ultimo para M3, del mismo modo que el C+, tuvo una expresion mayor que el

resto de los genes con un cambio de 4.58.
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3. Analisis estadistico
En los graficos 17, 18 y 19 se muestra el promedio de Fold Change con cada variable

del estudio. Podemos concluir de manera general que el estudio tuvo una mayor
respuesta en el primer tratamiento a la semana 9, donde el promedio de Fold Change de
los bloques fue cercano a 0.8, y que el acido desoxicélico tuvo un efecto ligeramente
mayor que el extracto de toronjay, que el gen que en promedio tuvo una mayor expresion
fue el de la MAPK3. Posterior a esta descripcion general de los efectos de las variables,
se realizaron pruebas para determinar si existe una diferencia estadistica entre los

diferentes bloques.
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llustracion 17 Media del Fold Change segun el gen amplificado. Fuente: El Autor.
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llustracion 18 Media del Fold Change segun el gen amplificado. Fuente: El Autor.
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llustracion 19 Media del Fold Change segun el tiempo de aplicacion del tratamiento. Fuente: El Autor.
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Interaccion de Fold Change
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llustracion 20 Interaccion de las variables en el Fold Change. En Tratamiento*Tiempo los valores de x
correspondientes son: 1 C+, 2 Ty 3 B; mientras que en Gen*Tiempo: 1 PR1, 2 PR2, 3 PR3, 4 M3y 5 M6. Fuente: El
Autor.

En la ilustracién 20 se pueden observar las interacciones que existen entre las
variables de este estudio. En la interaccién Tratamiento*Gen el extracto de toronja indujo
la expresion de PR2 y PR3 con mayor eficacia que el control positivo e induce una mayor
expresion de todos los genes de estudio, excepto PR1 comparando con los niveles de
expresion del blanco. En la interaccién Tratamiento*Tiempo que el extracto de toronja
fue el méas efectivo para el primer tiempo del experimento (tiempo que fue mas efectivo
de manera global). Por dltimo, podemos concluir que en el primer tiempo de la corrida
experimental se expresaron en mayor medida los genes PR, mientras que en el segundo

tiempo del tratamiento se expresaron en mayor cantidad los genes MAPK.
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Se aplicéd la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si los datos obtenidos
provienen de una poblacién normal. El valor del factor calculado es de 0.872, mientras
gue el factor t para la poblacién es de 0.927. Al ser el factor c menor que el factor t, se
rechaza la normalidad de la distribucion de los datos y se deben utilizar métodos no

paramétricos para el analisis de los tratamientos.

Se aplicd la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si existe una diferencia
significativa de las medianas de los tratamientos utilizando el software Minitab 20. Esta
prueba permite comparar solamente una variable a la vez, por lo que se realizaron tres
pruebas diferentes para analizar el efecto del Tratamiento, los Genes de estudio y el
Tiempo en el Fold Change. La prueba de Kruskal Wallis establece que: Ho=Todas las

medianas son iguales y Hi= al menos una de las medianas es diferente.

Tabla 5 Analisis de Kruskal Wallis Fold Change vs. Tratamientos. Fuente: El Autor.

Método GL ValorH Valor p
No ajustado para empates 2 1.78 0.410
Ajustado para empates 2 1.79 0.408

Puesto que el valor de p es mayor al de a (0.05), se acepta la hipétesis nula, por
lo que podemos concluir que no existe una diferencia significativa del efecto de los
tratamientos en las medianas del Fold Change. En el analisis Fold Change vs. Gen,
tampoco existe una diferencia estadisticamente significativa por lo que también se acepta
la hipotesis nula y no hay diferencia entre las poblaciones. Y, por ultimo, el efecto del
tiempo tampoco tuvo un efecto estadistico significativo sobre la expresion génica en el

estudio.
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Tabla 6 Analisis de Kruskal Wallis Fold Change vs. Gen. Fuente: El Autor.

Método GL ValorH Valor p
No ajustado para empates 4 3.07 0.546
Ajustado para empates 4 3.09 0.543
Tabla 7 Andlisis de Kruskal Wallis Fold Change vs. Tiempo. Fuente: EIl Autor.
Método GL ValorH Valor p
No ajustado para empates 1 0.02 0.885
Ajustado para empates 1 0.02 0.884
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CONCLUSIONES

Se analiz6 la capacidad del extracto etandlico de toronja como como un posible
fungicida para el control de patégenos que atacan a los 6rganos aéreos de las plantas y
elicitor de genes de defensa en plantas de tomate. Se aislo una cepa de Oidium
neolycopersici caracterizada utilizando fichas taxondmicas y secuenciando un fragmento
ITS1-4 amplificado perteneciente a la subunidad ribosomal 16S. Con la cepa aislada se
realizaron estudios de sensibilidad utilizando extractos de diferentes érganos de toronja.
El extracto que mejor respuesta tuvo fue el de Hojas Deshidratadas, seguido por el de
Hojas Frescas. Este resultado corresponde al hecho que al deshidratar las hojas y
molerlas se aumenta la superficie de contacto con el solvente, y al eliminar el agua
presente en las células la masa de material vegetal utilizado para la preparacion de las
soluciones es mayor que al utilizar hojas frescas. La CMI determinada para el extracto
de hojas deshidratadas de toronja fue del 80%. Este es un resultado favorable puesto
qgue la produccion del extracto no supone mayor dificultad para los agricultores, no se
requiere de tecnologia sofisticada y su costo de produccidon no es elevado. Otra ventaja

del uso de pesticidas naturales es su baja toxicidad ambiental.

Las otras dos soluciones preparadas contenian frutos y ninguna de estas inhibi6
el crecimiento del hongo. Esto puede deberse a la mayor cantidad de carbohidratos
solubles presentes en los frutos y las bajas concentraciones de estos (carbohidratos
solubles) en las hojas. Se puede descartar que el solvente utilizado (etanol 60%) haya
sido el responsable de la actividad antifiungica de la solucién por dos razones, la primera:

por estar a una concentracion menor a la sugerida por organismos internacionales como
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la Organizacion Mundial de la Salud para productos antisépticos y la segunda, porque
de haber intervenido como el agente fungicida de la solucién, todos los tratamientos

hubiesen tenido resultados positivos, por lo menos a altas concentraciones.

Las cuantificaciones relativas (expresadas como logaritmo de base 2) obtenidas para el
Extracto de Toronja fueron 4.74 para PR2, 2.5 para PR3, 1.24 para MAPK3 y -0.76 para
MAPK®6; mientras que en el segundo tratamiento fueron: 0.26 para PR1, 0.13 para PR2,
-0.55 para PR3, 2.2 para MAPK3 y 0.78 para MAPK®6. Un analisis estadistico descriptivo
determind que el extracto de toronja produjo un efecto muy similar al del Control Positivo
y las medias de ambos son superiores a la media del Blanco, por lo que el extracto de
toronja tiene la capacidad de estimular la expresion de los genes de defensa elegidos
para este estudio. No obstante, el Fold Change producido no es estadisticamente
diferente en los tres bloques, y comparado con otros estudios como el de Malo et al.
(2017) los niveles de cambio de la expresién son muy inferiores a los producidos por los
extractos utilizados; o el efecto producido por la exposicion a temperaturas bajas (Goyal

et al., 2016).
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RECOMENDACIONES

En este estudio no se realiz6 una caracterizacion fitoquimica en profundidad del
extracto de toronja utilizado, por lo que en un estudio futuro podria realizarse para
identificar los compuestos que de manera individual puedan generar un mayor efecto en

la activacion de genes de defensa o en la capacidad antifingica del extracto.

Se podria continuar el estudio y cuantificar las concentraciones de Acido Salicilico
después de cada tratamiento para comprobar si se activan también las rutas que median

la Resistencia Sistémica Adquirida mediada por esta fitohormona.

Para reducir los errores producidos por pipeteo en las reacciones de gPCR se
deben centrifugar las tiras de microtubos, eliminando posibles burbujas de aire

producidas por las pipetas o los reactivos utilizados.
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de extraccion de ARN (Promega, 2004):

1.

2.

Congelar el tejido vegetal en nitrégeno liquido y pulverizar en un mortero.

Afadir 0.03g de tejido pulverizado en 175uL de ARN Lysis Buffer.

Agregar 350uL de ARN Dilution Buffer. Mezclar por inversién y centrifugar a
velocidad méxima por 10 minutos.

Anadir 200pL de etanol 95% al lisado clarificado, mezclar pipeteando 3-4 veces.
Transferir la mezcla a la Spin Column Assembly. Centrifugar a 12-14 x1000g por
un minuto.

Tomar la Spin Basket de la Spin Column Assembly, desechar el liquido del
Collection Tube y ensamblar de nuevo con la Spin Basket. Agregar 600uL de ARN
Wash Solution, centrifugar a 12-14 x1000g.

Vaciar el Collection Tube. Prepare el mix de incubaciéon de ADNsa combinando
en un tubo estéril agregando 40pL de Yellow Core Buffer, 5uL 0.09M MnClz2y 5uL
de enzima ADNsa | por muestra. Mezclar pipeteando con suavidad, no en el
vortex. Mantener la ADNsa en hielo mientras esté descongelada. Aplicar 50uL de
este preparado directamente en la membrana dentro del Spin Basket.

Incubar por 15 minutos a 20-25°C. Afadir 200uL de ADNse Stop Solution y
centrifugar a 12-14 x1000g por un minuto.

Anadir 600uL de ARN Wash Solution y centrifugar a 12-14 x1000g por 1 minuto.
Vaciar el Collection Tube, afiadir 250uL de ARN Wash Solution y centrifugar a alta
velocidad por 2 minutos.
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10.Para cada muestra, Transferir la Spin Basket a un tubo de 1.5 mL. Afiadir 100uL
de agua libre de nucleasas a la membrana. Centrifugar a 12-14 x1000g por 1
minuto, colocar las tapas hacia fuera. Remover el Spin Basket y descartar. Tapar

el tubo de elusion y almacenar el ARN a -70°C.

Anexo 2: Protocolo de obtencion de ADNc Roche (2017).
1. Descongelar los componentes y colocarlos en hielo.
2. Homogenizar en el vortex brevemente y centrifugar los reactivos.
3. Preparar el master mix de la reaccion en un tubo libre de nucleasas, mantener en

hielo. El master mix debe tener las siguientes componentes:

Reactivo Volumen Concentracion final
Agua, grado PCR X ML -

TU Reaction Buffer 4uL 1x

TU Reverse Transcriptase lpL 1x

ARN molde X UL 2.5 ug

Total 20pL

4. Mezclar y centrifugar.
5. Protocolo PCR: hibridacién de primer: 25°C por 5 min, transcripcion reversa: 55°C

por 10 min, desnaturalizacion: 85°C por 5 min.

Anexo 3: Protocolo para rt-PCR
1. Descongelar un vial de FastStart Essential ADN Green Master y agua de grado
PCR. Centrifugar brevemente los viales y mezclar cuidadosamente con una
pipeta. Mantener en hielo y protegerlo de la luz.
2. Prepare una solucion 10x concentrada de los primers para PCR.
3. Enun tubo de 1.5 mL prepare el master mix para reacciones de 20uL afiadiendo

los reactivos listados a continuacion:
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Reactivo Volumen

Agua, grado PCR 3pL
Primers PCR 10x conc. 2uL
Master Mix, 2x conc 10 pL
Total 15uL

. Mezclar cuidadosamente con la pipeta. No utilizar el vortex. Tomar 15uL del PCR
mix y colocar en las tiras de 8 tubos para LightCycler. Afiada 5uL de ADN molde.
. Cargar el termociclador.

. Iniciar el programa.
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Anexo 4: Resultados del procesamiento de datos en LinRegPCR.

Name mdlv—f?CR—e Amplicon threshold mean_f::’CR_e Cq NO
B 1.875 ACT 0.090 1.855 31.241 3.73E-10
B 1.907 ACT 0.075 1.907 31.687 9.95E-11
B 1.852 EF 0.090 1.869 29.739 7.51E-10
B 1.929 EF 0.075 1.934 31.609 6.70E-11
B 1.636 M3 0.090 1.648 32.619 7.47E-09
B 1.589 M3 0.075 1.667 31.969 6.02E-09
B 1.849 M6 0.090 1.867 32.173 1.70E-10
B 1.845 M6 0.075 1.853 32.777 1.25E-10
B 1.926 PR1 0.075 1.926 33.872 1.72E-11
B 1.888 PR2 0.075 1.866 30.210 4.97E-10
B 1.899 PR3 0.090 1.871 33.159 8.47E-11
B 1.871 PR3 0.075 1.881 32.629 8.39E-11
C+ 1.834 ACT 0.090 1.855 30.443 6.11E-10
C+ 1.943 EF 0.075 1.934 31.323 8.09E-11
C+ 1.660 M3 0.090 1.648 31.627 1.23E-08
C+ 1.656 M3 0.075 1.667 34.026 2.11E-09
C+ 1.884 M6 0.090 1.867 30.925 3.72E-10
C+ 1.880 M6 0.075 1.853 31.463 2.81E-10
C+ 1.889 PR1 0.090 1.889 32.106 1.21E-10
C+ 1.862 PR2 0.090 1.852 30.691 5.42E-10
C+ 1.843 PR2 0.075 1.866 31.152 2.76E-10
C+ 1.843 PR3 0.090 1.871 31.928 1.83E-10
C+ 1.891 PR3 0.075 1.881 33.708 4.24E-11
T 1.808 ACT 0.092 1.808 36.949 2.85E-11
T 1.886 EF 0.090 1.869 36.660 9.90E-12
T 1.953 EF 0.075 1.934 36.461 2.73E-12
T 1.869 EF 0.092 1.869 37.073 7.75E-12
T 1.636 M3 0.090 1.648 42.409 5.61E-11
T 1.679 M3 0.075 1.667 35.520 9.81E-10
T 1.769 M3 0.092 1.769 37.599 4.48E-11
T 1.835 M6 0.075 1.853 34.309 4.85E-11
T 1.850 M6 0.092 1.850 38.442 4.86E-12
T 1.843 PR2 0.090 1.852 34.849 4.18E-11
T 1.857 PR2 0.092 1.857 37.272 8.83E-12
T 1.886 PR3 0.092 1.886 35.753 1.29E-11
B 1.884 ACT 0.082 1.892 28.978 7.69E-10
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B 1.952 ACT 0.082 1.892 28.628 9.61E-10
B 1.845 EF 0.082 1.846 29.781 9.58E-10
B 1.811 EF 0.082 1.846 29.546 1.11E-09
B 1.000 M3 0.053 1.688 0.000 9.99E+02
B 1.680 M3 0.053 1.688 31.759 3.16E-09
B 1.887 M6 0.082 1.892 32.920 6.29E-11
B 1.888 M6 0.082 1.892 33.202 5.25E-11
B 1.000 PR1 0.053 1.879 35.301 1.14E-11
B 1.890 PR1 0.053 1.879 35.301 1.14E-11
B 1.942 PR2 0.053 1.940 33.227 1.45E-11
B 1.858 PR2 0.053 1.940 33.363 1.33E-11
B 1.929 PR3 0.053 1.883 31.527 1.15E-10
B 1.870 PR3 0.053 1.883 29.842 3.34E-10
C+ 1.917 ACT 0.082 1.892 34.998 1.65E-11
C+ 1.909 EF 0.082 1.846 38.086 5.88E-12
C+ 1.692 M3 0.053 1.688 36.509 2.62E-10
C+ 1.422 M3 0.053 1.688 42.820 9.99E+02
C+ 1.923 M6 0.082 1.892 42.628 1.29E-13
C+ 1.869 PR1 0.053 1.879 37.202 3.43E-12
C+ 1.843 PR2 0.075 1.866 31.152 2.76E-10
C+ 1.895 PR3 0.053 1.883 33.718 2.87E-11
T 1.861 ACT 0.082 1.892 29.753 4.69E-10
T 1.916 EF 0.082 1.846 31.583 3.17E-10
T 1.855 EF 0.082 1.846 31.044 4.42E-10
T 1.694 M3 0.053 1.688 35.149 5.35E-10
T 1.893 M6 0.082 1.892 32.615 7.64E-11
T 1.952 M6 0.082 1.892 33.335 4.83E-11
T 1.878 PR1 0.053 1.879 33.749 3.03E-11
T 1.937 PR2 0.053 1.940 32.479 2.39E-11
T 1.887 PR2 0.053 1.940 32.397 2.52E-11
T 1.837 PR3 0.053 1.883 31.772 3.03E-11
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