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RESUMEN

Las plantas activan diversos sistemas de defensa cuando son sometidas a estrés
bidtico o abiético. Sin embargo, el proceso de defensa supone un costo (Martinez-
Medina et al., 2016). Por esta razon, la evolucion de algunos mecanismos de defensa
ha derivado en el estado “defense-priming”, que consiste en un proceso de
sensibilizacién de la planta después de un estrés para generar una respuesta mas
rapida y eficiente frente a futuras agresiones (Conrath, 2011). El priming es causado
por la induccion de vias de defensa o compuestos quimicos, entre ellos componentes
metabdlicos como el acido salicilico (SA) y sus andlogos (Frost et al., 2008). La N-
isobutil decanamida, analogo de la molécula alcamida afinina, induce la via de defensa
y sefializacion del acido jasmonico (JA) frente a patdogenos necrotroficos, reduciendo el
dafio foliar e inhibiendo su proliferacion (Méndez-Bavo et al., 2011). Con lo anterior, se
propone que la alcamida afinina extraida de la planta Heliopsis longipes es capaz de
generar el priming de defensa en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) como
memoria de la induccion de la via de defensa del JA, inhibiendo o reduciendo los
sintomas de la enfermedad del Tizon de Halo provocada por la bacteria fitopatdogena
Pseudomonas syringae pv phaseolicola. Aqui mostramos que las plantas de frijol que
fueron regadas con una solucion de afinina 600uM y posteriormente inoculadas con la
bacteria, aumentaron los niveles de JA al tiempo que disminuyeron los niveles de
expresion del gen PvPR1, pero no hubo proteccion contra la bacteria. En cambio, las
plantas asperjadas con una solucion de afinina 600uM presentaron un aumento en los
niveles de JA y SA; cuando estas plantas fueron infectadas, disminuyé la proliferacion
de la bacteria (0 UFC, p<0.05) en el tejido foliar, en comparacion con las plantas control
sélo infectadas. Se observé que hay antagonismo de ambas vias (JA'y SA) 4 h
después de la infeccion. También hubo un aumento en la expresiéon del gen PvPR1 de
2.6 veces (p<0.05) 24 h después de la infeccidén. Los resultados anteriores muestran
gue las plantas tratadas con afinina cebaron el gen PvPR1 y la bacteria P. syringae pv
phaseolicola no proliferé en el tejido foliar, por lo que se sugiere que este compuesto

induce el estado de priming en la planta.
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ABSTRACT

Plants activate various defense systems when subjected to different types of biotic or
abiotic stress. However, the defense process has a cost (Martinez-Medina et al., 2016).
For this reason, the evolution of some defense mechanisms has led to the "defense-
priming" state, which is a process of sensitization of the plant after a stress to generate
a faster and more efficient response to future attacks (Conrath, 2011). Priming is
caused by induction of defense pathways or chemical compounds, including metabolic
components like the salicylic acid (SA) and its analogs (Frost et al., 2008). The N-
isobutyl decanamide, analog alkamide molecule affinin, induces defense pathway and
signaling jasmonic acid (JA) against Necrotrophic pathogens, reducing leaf damage
and inhibiting their proliferation (Mendez-Bavo et al., 2011). Then, we propose that the
affinin alkamide extracted from the Heliopsis longipes plant is able of generating the
defense-priming in common bean plants (Phaseolus vulgaris L.) in response to the
induction pathway defense JA, inhibiting or reducing symptoms of disease blight caused
by phytopathogenic Halo bacterium Pseudomonas syringae pv phaseolicola. Here we
show that common bean plants which were watered with a 600 uM affinin solution and
subsequently infected with phytopathogenic bacterium, increase the JA levels and
decrease the PVPR1 gene expression, but there is not protection against bacteria.
Common bean plants which were sprayed with a 600 uM affinin solution increase the JA
and SA levels. Then when these plants were inoculated, they showed an inhibition on
the proliferation of the bacteria (0 CFU, p<0.05) and an increase 2.6 n fold on PvPR1
gene expression (p<0.05) compared to non-sprayed but infected plants (2x10° CFU,
p<0.05). We observed that both JA and SA levels present antagonism 4 h after
infection. The results show that plants plants which were sprayed with affinin have
priming in the PvPR1 gene and the P. syringae pv phaseolicola bacteria did not
proliferate in leaf tissue, so it is suggested that this compound induces the state of

priming in the plant.
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ANTECEDENTES

a) Mecanismos de defensa
Las plantas son organismos sésiles, en comparacion con los animales quienes tienen
la capacidad de moverse y huir de situaciones de peligro o bien, de buscar recursos
(Bradshaw, 1972). Las plantas se encuentran expuestas a factores abidticos, entre los
que se pueden mencionar la temperatura, humedad, salinidad, etc., y factores bioticos
como los patégenos y herbivoros, que les causan estrés, disminuyen su productividad y
pueden llegar a matarlas (Fraire-Veldzquez y Rodriguez-Guerra, 2011). Para mitigar los
dafos, las plantas tienen mecanismos de defensa, por ejemplo: procesos bioquimicos,
moleculares y morfologicos que les han permitido sobrevivir (Fraire-Velazquez y

Rodriguez-Guerra, 2011), los cuales se han clasificado como constitutivos e inducidos:

Constitutivos

Son sistemas de defensa que se encuentran protegiendo a las plantas, independiente
de un estrés actual, se les llama primeras barreras de proteccion y se encuentran
activas aunque no haya dafno o peligro (Karban y Baldwin, 1997). Podemos encontrar
la proteccion estructural, conformada por la pared celular, quitina, suberina, cera, etc. Y
por otro lado esta la proteccion quimica, por ejemplo, algunas plantas producen

compuestos toxicos como terpenos o alcaloides (Henery et al. 2008).

Inducidos

De acuerdo a Karban y Myers (1989), se refiere a los cambios que se producen en las
plantas después de haberse expuesto a un estrés. Las vias de defensa que se llevan a
cabo son variadas y de diversa intensidad, de acuerdo a la especie vegetal y el tipo de
estrés que promueven la respuesta. Puede haber cambios morfoldgicos, produccion de
metabolitos secundarios o proteinas de defensa (War et al.,, 2012). Estas vias de
defensa sélo se inducen cuando es necesario, lo que reduce los costos para las plantas
(Kuc, 1987).

A pesar de los mecanismos de defensa que tienen las plantas, no siempre se lleva a
cabo la proteccidbn total de las mismas. Cuando ocurre una infeccion por

microorganismos o factores ambientales que les causan dafio se pueden observar
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sintomas como clorosis, crecimiento lento, poca productividad, entre otros. Las plantas

se encuentran enfermas.

b) Fitopatologia
Se considera a una planta sana cuando sus actividades fisiologicas funcionan
correctamente, entre las que se pueden mencionar: division normal de las células,
diferenciacion, desarrollo, absorcion de nutrientes, fotosintesis, etcétera. Cuando el
equilibrio se rompe debido a condiciones ambientales o por patégenos, y los procesos
normales son alterados, se dice que la planta esta enferma. Las enfermedades son
causadas por factores ambientales o bien, por virus, macro y microorganismos (Agrios,
2005). De acuerdo a Vleeshouwers y Oliver (2014), los microorganismos que infectan a
las plantas se clasifican en biotrofos, necrotrofos y hemibiotrofos, los cuales se

describen a continuacion:

Biotrofos
Son patdégenos que crecen y obtienen sus nutrientes a partir de tejido vegetal vivo.

Durante la infeccion, evaden o suprimen la respuesta de defensa de las plantas.

Necrotrofos
Son patdgenos que crecen y obtienen sus nutrientes a partir de tejido muerto. Secretan
toxinas que lisan las células del tejido infectado y toman los nutrientes de las células

lisadas.

Hemibiodtrofos
Son patdgenos que durante las primeras etapas de infeccion utilizan una interaccién
biotréfica con las plantas para infectarlas, pero en las etapas posteriores cambian a la

interaccién necrotréfica.

Triangulo de enfermedad

La enfermedad se desarrolla cuando el factor ambiente, el hospedero y el patdgeno
tienen las condiciones Optimas para que se lleve a cabo el proceso de infeccion, si es
asi, se dice que la interaccion planta-patdgeno es compatible. Si hay una variaciéon en
alguno de estos factores, la colonizacion no se lleva a cabo, se dice entonces que la

interaccién fue incompatible (Francl, 2001).
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c) Proceso de defensa

Cuando los mecanismos de defensa constitutivos no han bloqueado el patégeno, se
generan otras respuestas que pertenecen al sistema inducido. El proceso para llevar a
cabo la proteccién conlleva una serie de pasos moleculares, desde el reconocimiento

del patégeno hasta la respuesta final de defensa.

A través del sistema inmune innato las plantas detectan e inducen las vias de
sefalizacion para la defensa contra microorganismos, la respuesta que se genera

como defensa se denomina resistencia basal (Sanabria et al., 2010).

Reconocimiento del patégeno

El primer paso es el reconocimiento del patogeno mediante la deteccion de elicitores,
los cuales son moléculas que caracterizan a los microorganismos. Los elicitores
pueden tener un efecto positivo 0 negativo durante la interaccion y son reconocidos a
través de diferentes vias, algunas de ellas se mencionan a continuacion (Hogenhout et
al., 2009).

e PTI. Se refiere al reconocimiento de patrones moleculares asociados a
microorganismos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMPS) (Sanabria et al., 2010). Los P/MAMPs son moléculas
gue se encuentran distribuidas en un amplio espectro de microorganismos y son
reconocidas mediante receptores PRRs (Jones y Dangl, 2006). Ejemplos de
P/MAMPs son: la flagelina caracteristica de los hongos o los lipopolisacéridos,
principales componentes de la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas (Zipfel y Felix, 2005).

e ETI (Sanabria et al., 2010). Se denomina asi porque el hospedero contiene un
gen R que codifica para una proteina llamada efector de resistencia la cual
detecta una molécula caracteristica del patdgeno, llamada efector de avirulencia
(Sanabria et al., 2010). La interaccion del efector de resistencia con el efector de
avirulencia lleva a la incompatibilidad entre planta-patdgeno y posteriormente a

la defensa, generalmente mediante la activacién de la reaccidén hipersensitiva



(HR) (Hofius et al., 2009). Cuando uno de los dos efectores, el de avirulencia o
el de resistencia no se encuentra, la interaccion se vuelve compatible, es decir,

hay infeccién (Flor, 1971).

Respuesta local

Una vez que se ha reconocido al patdégeno, se induce la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y se elevan los niveles de calcio (Ca?") intracelular, éstos
se mantienen en niveles altos mientras permanece la sefializacién (Kwak et al., 2003).
El calcio actia como segundo mensajero activando numerosas vias de sefializacién
como a la relacionada con las cinasas dependientes del calcio, CDPKs (Zhang et al.,
2014) y la cascada de sefializacion mediada por las MAP cinasas (MPKs) (Gao et al.,
2014). La presencia de iones de calcio y potasio en el espacio citoplasmatico produce
aumento de pH (Boller y Felix, 2009; Segonzac y Zipfiel, 2011). Las células que fueron
infectadas por el patdgeno y las que se encuentran alrededor del area de infeccion
muestran un incremento en los niveles de SA y ROS (Dorey et al., 1997), los cuales
regulan la muerte celular programada y generan necrosis en el tejido infectado. Este
fendbmeno es conocido como la respuesta hipersensitiva, HR. Necrosar el tejido
alrededor del area de infeccion evita el avance del patégeno al mismo tiempo que lo
limita de agua y nutrientes (Torres et al., 2005). Cabe mencionar que la HR no se
encuentra en todas las plantas y no siempre detiene al patdgeno (Jones y Dangl,
2006).

Respuesta sistémica

En tejidos alejados del area de infeccion, es decir, en tejidos sistémicos, también se
desencadenan mecanismos de defensa, usualmente se realiza en los tejidos mas
jovenes (Kachroo y Robin, 2013). La sefial para activar la respuesta sistémica viaja a
través del tejido vascular hasta los tejidos alejados al area de infeccion. Alrededor de
los afios 90°s, investigaciones mostraron que durante la respuesta sistémica habia un
incremento en la produccién de SA en el floema, por lo que hizo pensar que el SA era
la molécula sefial. Por ejemplo, Gaffney y colaboradores en 1994, encontraron que en
plantas transgénicas de tabaco incapaces de almacenar SA, no desarrollaron la

respuesta sistémica. Sin embargo, recientemente se descubrié la presencia de la



enzima salicilato hidroxilasa cuya funcién es hidrolizar al SA y transformarlo en catecol,
por lo que en la actualidad se considera que el SA no es la molécula sefal (Vernooij et
al., 1994).

Se han descubierto otros metabolitos que participan en la sefializacion durante la
defensa sistémica, como por ejemplo el metil salicilato (MS). Se ha propuesto la
posibilidad de que el MS viaja desde el area de infeccién hasta los tejidos sistémicos y
una vez ahi, es convertido a SA el cual desencadena la respuesta sistémica (Shah y
Chaturvedi, 2013). Otros metabolitos propuestos como moléculas de sefializacion a
nivel sistémico son el dehidroabietinal, el glicerol-3-fosfato, el acido azelaico, el acido
pipecdlico y los jasmonatos (Figura 1). Estos udltimos han sido investigados
ampliamente puesto que tienen una funcion importante en la defensa, estando
asociados a la proteccion contra dafilo mecanico y patdogenos necrétrofos (Shah y
Chaturvedi, 2013).

OH 0 o

ZT

Metil salicilato Acido pipecolico

HO OH
M 0

o oo . e}
Acido azelaico

Dehidroabietinal

OH

OH
HO OH
O
\)\/ \P/ o

// TOH

(e}

Acido jasménico
Glicerol-3-fosfato

Figura 1. Ejemplos de metabolitos involucrados en la sefializaciéon de tejidos sistémicos durante la defensa
de plantas (tomado de Shah y Chaturvedi, 2013).



Tanto la respuesta a nivel local como a nivel sistémico descritas anteriormente son
parte de la via de defensa mediada por la via del SA. Se le conoce como Respuesta
Sistémica Adquirida (SAR) y se ha caracterizado principalmente para la defensa contra
patégenos biotrofos y hemibiétrofos (Sticher et al.,1997). Sin embargo, no es la Unica
via, tampoco est4d claro cual ni como es el mecanismo de defensa, cuantos
mecanismos de defensa existen, la interaccion entre los metabolitos, entre los genes y
entre planta-patdgeno-ambiente. Hoy en dia se describen dos mecanismos de

respuesta sistémica:

e SAR: Respuesta Sistémica Adquirida.

e ISR: Respuesta Sistémica Inducida.

Ambas vias son sistémicas, inducidas y adquiridas, lo cual ha generado confusion, ya
gue su nombre no da informacion que las pueda diferenciar. De hecho, el término de
respuesta sistémica fue reportado por primera vez en 1930 (Chester, 1930). A partir de
ahi se han utilizado términos como resistencia adquirida, resistencia activada, pre-
inmunidad, inmunizacion, sensibilizacion, entre otros; todos como sindénimos para la
respuesta inducida (Sequeira, 1983). Sin embargo, la SAR y la ISR son mecanismos

distintos y se ha considerado que son antagonicos (Shah y Chaturvedi, 2013).

Independiente del nombre que se le dio a cada via, las definiciones actuales para cada

una se muestran a continuacion:

e SAR: es el mecanismo de defensa inducido a nivel sistémico, es activado para la
proteccion contra patdégenos biotrofos y hemibiétrofos, principalmente. Esta via
se caracteriza por ser dependiente del SA (Shah y Chaturvedi, 2013).

e |ISR: es el mecanismo de defensa inducido a nivel sistémico, es activado para la
proteccion contra patégenos necrotrofos principalmente, se caracteriza por estar
regulado o ser dependiente de las fitohormonas JA y etileno (ET) (Shah y
Chaturvedi, 2013).



Systemic acquired Induced systemic

resistance b resistance

Figura 2. SARy ISR son vias de defensa consideradas antagdénicas.

Se ha propuesto que hay dos vias principales de defensa en plantas, la SAR dependiente de la fitohormona
SA cuya respuesta es la expresiéon de genes relacionados con la patogenicidad PRs; y la ISR dependiente de
la fitohormona JA y/o ET activada principalmente por rizobacterias. Se considera que ambas vias son
antagodnicas y la defensa se realiza en tejidos sistémicos (tomado de Pieterse et al., 2009).

Respuesta sistémica adquirida (SAR)

La SAR estad mediada principalmente por la fitohormona SA. Se ha observado que una
mutacion en genes involucrados en la biosintesis del SA provoca la disminucion en la
capacidad de defensa (Durrant y Dong, 2004). Esta via se activa como respuesta al
ataque principalmente de patégenos biétrofos y hemibiétrofos (Glazebrook, 2005). Una
vez que se induce protege contra un amplio espectro de microorganismos (Shah y
Chaturvedi, 2013). De acuerdo a Kachroo y Robin (2013) el proceso que lleva a la SAR

conlleva 3 pasos principales:

1. Reconocimiento del patdégeno y generacion de la sefial. Este proceso se
realiza en las primeras 4-6 horas.
Translocacion de la sefial.

3. Rapidez para inducir las vias de defensa en el tejido sistémico.
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Las moléculas sefial que viajan a través del floema, conducen a la expresion de genes
relacionados con la patogenicidad PRs en el tejido sistémico, cambios estructurales en
las células y produccion de metabolitos (Fu y Dong, 2013). Este fendmeno también se
puede inducir mediante la aplicacion exdégena de &cido salicilico o analogos sintéticos
del mismo, como acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) o el benzotidiazol (BTH) (Lawton
et al., 1996).

Resistencia sistémica inducida (ISR)

La ISR se activa de la misma forma que la SAR, pero este mecanismo esta mediado
por las fitohormonas JA y ET, principalmente protegiendo contra patdgenos necrotrofos
(Glazebrook, 2005). Este mecanismo se observo inicialmente en plantas que habian
sido colonizadas por rizobacterias benéficas (Shah y Chaturvedi, 2013). Las plantas en
las que se induce SAR tienen una expresion alta del gen PR1, mientras que plantas en
las que se induce la ISR acumulan transcritos de genes relacionados con la via del JA
como PDF1.1, PDF1.2, etc.; aun asi, hay varios elicitores de la ISR que activan el
promotor de PR1 (Choudhary et al., 2007).

d) Priming
Defense-priming es un término en inglés, en esparfiol no se tiene la traduccién directa,
se ha utilizado la palabra “cebado” como una traduccion, pero no explica por completo
el fendbmeno de priming. En este trabajo se utilizara el término de priming para
referirnos al fendmeno y “cebado” o “cebar” para referirnos a la accion involucrada en el

proceso de priming.

La respuesta sistémica confiere una memoria de inmunidad que puede durar semanas
(Fu y Dong, 2013) o meses y mas recientemente se ha comprobado que puede
heredarse a la siguiente generacion (Luna et al, 2012; Pieterse, 2012; Rasmann., 2012;
Slaugther et al., 2012; Walters y Paterson, 2012). La ventaja de esta memoria es que
las plantas pueden responder mas rapido y en mayor medida frente a una segunda
infeccion (Conrath, 2011) mediante el aumento en la produccion de proteinas,
expresion de genes PR, SA (para el caso de SAR), metabolitos y expresion de genes
de defensa en comparacion con plantas sin SAR (Scheffer, 1997;Hammerschmidt y

Kuc, 1995). Esta memoria es denominada “Priming” y confiere resistencia frente a un
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amplio espectro de patdégenos y factores abidticos que causan estrés (Corath et al.,
2002).

Es importante aclarar que los mecanismos de defensa inducidos en tejidos sistémicos,
por si mismos ya son un efecto de la memoria de la planta, pero es diferente a la
memoria que confiere el priming. Las plantas que han sido inducidas, presentan niveles
altos de expresion de genes y metabolitos de defensa, cambios estructurales como
engrosamiento de la pared celular, etc. durante el tiempo en que la planta permanece
en ese estado (Luna et al., 2012). El priming por otro lado, es consecuencia de una
induccion previa de las vias de defensa pero que posteriormente vuelven a su estado
natural, es decir, sin induccion. Las plantas primadas presentan estados basales de
metabolitos de defensa y la expresion de genes son semejantes a plantas no primadas.
Cuando hay un segundo estrés, se activan las vias de defensa mas rapido, en mayor
cantidad y mas eficientemente. El priming mantiene latentes las estrategias de defensa
hasta que son necesarias (Conrath, 2011), lo que les permite a las plantas evitar gastos

adicionales de defensa cuando no hay estrés (Holeski et al., 2012).

Regulacion genética del priming

La informacién genética de los seres vivos se encuentra en el DNA. Los organismos
eucariotes la empaquetan alrededor de una serie repetitiva de bloques de proteinas
llamados nucleosomas. Cada bloque esta compuesto principalmente por 2 copias de
las proteinas H2A, H2B, H3 y H4 llamadas histonas. El conjunto de histonas, DNA,
RNA y proteinas no histénicas es denominado cromatina y su estado es determinado
por las condiciones de fuerza idnica, concentracidon de iones divalentes y a las
modificaciones de las histonas (Luger et al., 1997). Estas ultimas se refieren a las
modificaciones covalentes como la metilacion, acetilacion, ubiquitinacidn, entre otras,
las que juegan un papel importante en la regulacion genética (Bannister y Kouzarides,
2011).

Se ha observado que la expresion de genes involucrados en el priming esta
relacionada con modificaciones en la cromatina como la metilacién de histonas (Holeski
et al., 2012) o metilacion del DNA (Hughes y Brown, 1992).



Se han propuesto diversos mecanismos para el proceso de priming de plantas. En la
Figura 3 se explica uno de los procesos propuestos y que hasta el momento es el mas
aceptado: estado 1, las plantas que no se encuentran enfrentando algun tipo de estrés
tienen la cromatina cerrada, impidiendo la expresién de genes de defensa; estado 2,
una vez que se detecta el estrés la cromatina presenta una conformacion abierta;
estado 3, se llevan a cabo una serie de modificaciones epigenéticas que permiten la
entrada a la maquinaria de transcripcion; estado 4, para que sea posible la expresion
de genes de defensa. Si este proceso se realiza cada vez que ocurre un cambio en el
ambiente que produzca estrés, el costo se vuelve alto. Por lo que las plantas han
desarrollado una estrategia en la cual, una vez que han pasado por un estrés y se ha
generado la respuesta (estado 1, 2, 3 y 4 de la Figura 3) ya no regresan al estado
inicial, sino que permanecen con las modificaciones epigenéticas mostradas en el
estado 3. En este punto se dice que la planta se encuentra cebada, primada o
sensibilizada, puesto que en un segundo estrés ya no requeriria el proceso de apertura
y modificacion de la cromatina, sino que pasarian directo a la expresion de los genes,
del estado 3 al estado 4. El cebado de un gen, permite que éste sea expresado de una

forma mas rapida y eficiente (Conrath, 2011).

(i) (ii) (iii)
—_— —_— —_—
\ 4

Inactive gene ‘Open’ chromatin ‘Loaded’ gene

Enhanced activation of
gene expression

(1) | (2) (3) I (4)

‘Primed’ gene

Figura 3. Proceso de priming de un gen de defensa.

A nivel molecular le fendmeno de priming inicia con un estimulo, el cual puede ser causado por un estrés bittico o
abidtico que provoca la abertura de la cromatina, seguido de una serie de modificaciones epigenéticas como por
ejemplo metilaciones de las histonas que permiten a la maquinaria de transcripcion entrar y expresar los genes de
defensa. El fendmeno de priming es un tipo de memoria, a través de este proceso las modificaciones epigenéticas
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permanecen durante dias, meses y hasta generaciones, lo que favorecen la respuesta de defensa frente a futuras

agresiones (tomado de Conrath, 2011).

Cuando las plantas cebadas (Figura 4) se enfrentan a un segundo estrés, la expresion
de genes de defensa se incrementa a niveles mayores en comparacion con las plantas

no cebadas (Figura 4) en las mismas condiciones de estrés (Jaskiewicz, 2011).
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Figura 4. Analisis de expresion de genes cuando
hay priming.

Compuestos naturales activadores del priming

Como ya se habia mencionado, es posible inducir la defensa en tejidos sistémicos
mediante la aplicacién exdégena de compuestos sintéticos, por ejemplo, los anélogos al
SA como INA y BTH los cuales llevan a un estado de priming (Corath et al., 2002). En
plantas primadas la respuesta de defensa depende del estrés al cual sean sometidas
en un segundo estrés y las vias tanto de sefalizacion como metabdlicas son tan
variadas que van desde vias dependientes de SA, JA, MAPK, ET/JA, ROS, PR, PTI,

ETI, volétiles, lipidos, etc. hasta modificaciones estructurales en la pared celular como
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engrosamiento con callosa, etc. Como se puede observar en la Figura 5 (Balmer et al.,
2015).

Priming phase Post-challenge primed state

TCA metabolites Glucosinolates

= | Amino acids Phytoalexins
'E Sugars Phenolics
o I ROS Callose
< | PRs PRs
T § SA SA
o
JA
Priming stimulus Challenge

Figura 5. El priming es un fenémeno que activa diversas vias tanto metabélicas como genéticas.

El primer estimulo para la activacion del fenémeno de priming conlleva a la produccién de metabolitos como
azlcares, ROS, etc., y la expresion de genes de defensa como los relacionados a la patogenicidad PRs. Cuando la
planta se enfrenta a un posterior estrés como por ejemplo un patégeno, ocurre una mayor produccién de metabolitos
relacionados a la defensa, deposicion de callosa, SA 0 JA; y la expresién de PRs, que en el primer estimulo (tomado
de Balmer et al., 2015).

La posibilidad de inducir priming mediante compuestos quimicos sintéticos permite
mejorar la defensa de las plantas de interés econémico aun antes de que ocurra la
infeccion o dafo, evitando pérdidas en la produccion. El uso de compuestos naturales
como fungicidas o bactericidas para controlar fitopatologias se ha utilizado desde la
antigledad. Hoy en dia se investiga la posibilidad de volver a utilizar compuestos
naturales, pero en esta ocasion como activadores del priming, algunos ya se han
estudiado, entre los que se pueden mencionar: vitaminas, quitosanos, volatiles, acido
azelaico, acido pipecolico y acido hexandico. Las estructuras de los compuestos
mencionados con anterioridad se muestran en la Figura 6 (Aranega-Bou et al., 2014).

Un grupo de compuestos provenientes de diferentes especies vegetales en especial la
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especie Heliopsis longipes S.F. Blake una planta silvestre endémica a la Sierra Gorda
en México, han mostrado tener propiedades bactericidas y fungicidas. Estas son
estructuras de bajo peso molecular denominadas alcamidas, que ademas y mas
recientemente se ha demostrado que inducen la respuesta de defensa por medio de la
via del JA (Méndez-Bravo et al., 2011).

0Gs
Chitosan

Azelaic acid
VOCs

Vitamins/

Hexanoic acid derivatives

EXOGENOUS APPLICATION PRIMED PLANT ENHANCED DEFENCE
OF NATURAL COMPOUNDS

Figura 6. Compuestos naturales como activadores del fendmeno de priming (tomado de Aranega-Bou et al.,
2014).

e) Alcamidas: Afinina

Las alcamidas son compuestos naturales sintetizados en plantas. Aunque se han
citado en al menos 8 familias de plantas, con un total de aproximadamente 200
moléculas diferentes (Rios, 2012), s6lo aquellas estructuras alfa insaturadas en la
cadena acido son consideradas alcamidas, en sentido estricto. Se caracterizan por
tener una cadena acilo y un grupo amido. Presentan una insaturacion en posicion alfa
al grupo carbonilo y debido a esto presentan una gran variedad de actividades
biologicas como: bactericida, fungicida, insecticida, diurética, anestésica,
canaboimimética e inmunomoduladora (Molina-Torres et al., 2004). No es de

sorprender la enorme cantidad de funciones que pueden llegar a ofrecer puesto que su

13



estructura es muy similar a las N-aciletanolaminas (NAEs) que actian como sefiales
intercelulares y estan presentes en los mamiferos (Woelkart y Bauer, 2007), o bien,
semejantes a las N-acil-L-homoserin lactonas (AHLs) moléculas caracteristicas de las
bacterias Gram-negativas (Rios, 2012) y participan en la comunicacién inter e intra
celular en plantas. En la Figura 7 se muestran las estructuras moleculares de las N-acil
homoserinlactonas, N-aciletanolaminas y de las alcamidas, en color rojo se resalta la
parte de la molécula que es semejante en los 3 tipos de estructuras (Méndez-Bavo et
al., 2011).
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Figura 7. Estructura molecular de la a) N-acil homoserinlactona, b) N-aciletanolamina y c¢) de las alcamidas.

Las plantas que contienen alcamidas se han utilizado ampliamente en la medicina
tradicional mexicana, china, japonesa e india ente otras. En México, las alcamidas se
obtienen a partir de plantas silvestres como Heliopsis longipes (Gonzalez-Morales et
al., 2011). H. longipes se encuentra en los estados de Guanajuato, Querétaro y San
Luis Potosi. Es conocida en dialectos mexicanos como Chilcuague, Chilcuan,
Chilmecatl y Chilicuau. Otros nombres que se le atribuyen son raiz azteca, o raiz de oro
(Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001). Los extractos etandlicos de la raiz de esta
planta han presentado propiedades anestésicas, desparasitantes, fungicidas e
insecticidas. Tienen actividad bactericida contra bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas (Gonzélez-Morales et al., 2011). Inhiben también el crecimiento y la
germinaciéon de esporas del hongo Colletotricum lindemuthianum, efecto atribuido a la
afinina y al decatrien bornilo, ambas alcamidas presentes en el extracto de H. longipes
(Salgado-Garciglia et al., 2008).
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La afinina (N-isobutil-3[E],6[Z],8[E]-decatrienamida) se muestra en la Figura 8 y es la
alcamida mayoritaria de las raices de H. longipes (Gonzélez-Morales et al., 2011),
presenta inhibicion in vitro contra F. oxysporum f. sp. Lycopersici a concentraciones de
600 y 1200 uM, la dosis letal fue de 348 ug mL™ (Gonzéalez-Morales et al., 2011).

NH

—

Figura 8. Estructura molecular de la afinina, N-isobutil-3[E],6[Z],8[E]-decatrienamida (Salgado-Garciglia et al.,
2008).

En 2011 Méndez-Bravo y colaboradores aplicaron de forma exdgena la forma reducida
de la afinina, es decir la N-isobutil decanamida a plantulas Arabidopsis thaliana, todo
en condiciones in vitro. Encontraron que los genes relacionados con la defensa e
interaccién con el medio ambiente estaban sobreexpresados, entre ellos 75 genes
relacionados con la respuesta a estrés mediado a través de hormonas (auxinas,
citoquininas, etileno y acido abscisico) principalmente mediante acido jasmaonico. Y por
lo menos 70 genes del grupo “oxygen and radical detoxyfication” asi como genes
relacionados con la patogenicidad (PRs) se encontraron sobreexpresados. Resulta
interesante que la expresion del gen PR1, que se ha utilizado como marcador de la via
de defensa por SA, se encontrara sobreexpresado 7.5 veces, mientras que los genes
que codifican para enzimas que sintetizan SA no lo estaban. El tratamiento con N-
isobutil decanamida evité que el hongo necrétrofo Botrytis cinerea provocara lesiones

sobre la hoja, disminuyendo el dafio hasta un 90% en comparaciéon con aquellas no
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tratadas con esta alcamida. In vitro, la N-isobutil decanamida inhibi6 el crecimiento del
micelio hasta 15%. Algunas plantas con mutanteciones en genes de la via del JA en los
genes coil, jarl y mpk6 (MAP kinasa) fueron incapaces de defenderse contra el hongo,
a pesar de aplicarle la N-isobutil decanamida, a diferencia de las plantas con mutantes
en los genes de la via de SA eds16/sid2-1 (Méndez-Bavo et al., 2011).

f) Frijol comun
El frijol comin o Phaseolus vulgaris L. es una planta rastrera trepadora nativa de
Mesoamérica. Pertenece a la familia Fabaceae y se considera la leguminosa mas
importante del mundo debido a sus caracteristicas nutricionales (Mufioz-Saldafia,
2010). Se cultiva en los 5 continentes debido a su capacidad de crecer en diversos
climas y en un amplio rango de altitud, desde 50 hasta 2300 metros sobre el nivel del
mar, por lo tanto, no es rara la gran diversidad en color, tamafio y sabor de las semillas,
asi como de las caracteristicas de desarrollo y defensa de las plantas (Jones, 1999).
En algunas regiones de México es la principal fuente de proteina y junto al maiz
conforman la alimentacion base, razén por la cual se ha convertido en el segundo

cultivo mas importante del pais (Mufioz-Saldafa, 2010).

La produccion de frijol se ve disminuida por la presencia de patdgenos y herbivoros, de
éstos ultimos nos encontramos con gorgojos (Zabrotes subfasciatu), gusanos, etc.
(Jones, 1999). Por otro lado, los patdogenos que causan enfermedades son los virus,
hongos como Colletotricum lindemuthianum causante de la antracnosis y bacterias
como Pseudomonas syringae pv phaseolicola causante del Tizén de Halo (DGIEA-
MAG, 1991).

Pseudomonas syringae pv phaseolicola

Pseudomonas syringae pv phaseolicola es una bacteria movil Gram-negativa,
pertenece a la familia Pseudomonaceae y mide de entre 0.7-1.2 um de diametro
(Arnold et al., 2011). Es un fitopatégeno causante de la enfermedad Tizén de Halo en el
frijol coman, uno de los 4 patdgenos principales en México y causante de pérdidas
entre el 15-30 % de la produccion. Se desarrolla a una temperatura de 25-30 °C, con
una humedad relativa alta de 80-90%. Provoca manchas en las hojas con el centro

necrético y un halo clorético alrededor que va aumentando conforme continua la
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enfermedad. En semillas infectadas se presentan manchas rojizas, las semillas no se
desarrollan correctamente y se observan pequefas y arrugadas. En plantas jévenes y
plantas con altas concentraciones de la bacteria, ocurre defoliacion y hasta la muerte.
La infeccion ocurre en zonas con clima templado y periodo de lluvia abundantes
(Prudencio-Sains et al., 2008).

La bacteria utiliza el sistema de secrecion tipo Il TTSS (Type Three Secretion System),
este es un sistema proteinico semejante a una jeringa que permite a las bacterias
Gram-negativas inyectar al organismo hospedero alrededor de 15-30 efectores cuya
funcion es mimetizar la accidon de compuestos internos de las células del hospedero y/o
suprimir la PTI (Jones y Dangl, 2006).
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JUSTIFICACION

La agricultura ha existido desde que el ser humano se volvio sedentario,
estableciéndose en un lugar especifico. Desde ese momento, buscd las mejores
condiciones y estrategias para aumentar la produccién de alimento. Mediante la
observacion encontré y acumulé datos sobre las fechas para cultivar y como evitar las
infecciones en sus campos. Con el establecimiento de la ingenieria genética,
microbiologia y las herramientas de andlisis quimicos, la investigacion en la defensa de
plantas y mejoramiento de cultivos ha permitido obtener mejores cosechas. Sin
embargo, y a pesar de la ardua investigacion realizada, alin no se conocen con
exactitud los procesos genéticos y metabdlicos, la interaccion con el ambiente y entes
biologicos que participan en la defensa de plantas y desarrollo de las mismas. Hoy en
dia, no solo se busca que las estrategias utilizadas acaben con problemas como las
enfermedades en plantas, sino que la solucién a estos problemas no genere otros
problemas en el ambiente. Es por ello que entender los procesos y mecanismos que
las propias plantas utilizan para defenderse, es aumentar nuestro conocimiento basico
sobre el tema y la posibilidad de obtener una aplicacion directa en los cultivos. Utilizar
las herramientas que las mismas plantas poseen involucra que se estudie a fondo
desde diferentes perspectivas, desde los procesos genéticos que posteriormente daran
origen a entes quimicos que a su vez seran el lenguaje utilizado entre los organismos y
el medio ambiente. Es por eso que, en este trabajo, el interés primordial es entender el
fendbmeno de defensa utilizando técnicas de analisis metabdlico, genético y
microbiolégico. Aunque, no nos daran todas las respuestas a nuestras preguntas, nos

acercaran al entendimiento de la defensa en plantas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
g) Hipotesis

La alcamida afinina presenta propiedades antimicrobianas y activa la respuesta
sistémica adquirida contra patdgenos, por lo tanto, se propone que la afinina puede ser
empleada como un activador del priming en Phaseolus vulgaris contra la bacteria
Pseudomonas syringae pv phaseolicola.

h) Objetivo general
Determinar si la afinina activa el priming en Phaseolus vulgaris L. y disminuye o
bloquea el dafio producido por Pseudomonas syringae pv phaseolicola.

1) Objetivos especificos
1. Evaluar la actividad bactericida de afinina frente a Pseudomonas syringae pv

phaseolicola.

2. Determinar si la afinina funciona como activador del priming contra la infeccion

de P. syringae L. en plantas de frijol.

3. Determinar si algunos de los metabolitos de defensa se encuentran
diferencialmente producidos durante la infeccidon por P. syringae en plantas de

frijol tratadas con afinina en comparacion con plantas control.
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MATERIALES

]) Equipos:
Cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas con impacto electrénico.
GC-EIMS. Se utiliz6 un cromatégrafo de gases (Agilent Technologies 7890A) acoplado
a un detector selectivo de masas (Agilent Technologies 5975) con ionizacién por
impacto electrénico equipado con una columna capilar 122-0162U1 DB-1ms Ultra Inert
(60m x 320um x 20 um). Los cromatogramas y espectros de masas se analizaron con
el Software MassHunter de Agilent Technologies. Para la evaluacion de los espectros
de cada componente se utilizO el Software de deconvolucion automatizada de
espectros de masas e identificacion del NIST: AMDIS (Automated Mass spectral
Deconvolution and Identification System), herramienta que permite extraer los iones
asociados a un componente y compararlos con la base de datos de espectros de

masas NIST (National Institute of Standards and Technology) version 2011.
Los demas equipos utilizados durante la investigacion se mencionan a continuacion.

e Centrifuga: marca Eppendorf, modelo 5415C.

e Rotavapor: marca Buchi, modelo REII.

e Bomba de vacio: marca Buchi I, modelo V-850.

e Balanza analitica: marca Ohaus, modelo Adventurer
e Centrifuga Sorvall con rotor JA-17.

e Step One Real-Time PCR System, marca Applied Biosystems.

k) Reactivos:

e Los solventes utilizados fueron de la marca Karal y los reactivos sélidos de la
marca KEM.

e Trizol, 5X First Strand Buffer, SuperScript 11l Reverse Transcriptase, de la marca
Invitrogen.

e Oligo dT de Life Technologies.

e SYBR Green/ROX Master Mix (2X) de Thermo Scientific.

e Fertlizante de la marca Ferviafol.
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Extracto crudo de H. longipes L donado por el Laboratorio de FitoBioquimica de
CINVESTAV Unidad Irapuato.

Material biologico:
Se utiliz6 frijol comun de las variedades Negro Querétaro y BAT93.

Bacteria Pseudomonas syringae pv phaseolicola NPS3121, donada por
CINVESTAV Unidad Irapuato.
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METODOS
m)Induccion de priming

e Acondicionamiento de invernadero o cuarto de crecimiento.

Se utilizaron macetas de 2.33 L de capacidad. Las macetas se colocaron sobre un
plastico para evitar que la bacteria se filtrara al suelo o al estante.

e Dia 0: Germinacion de semillas.

Se lavo una bandeja de plastico con agua y jabdn y se sec6 con toallas de papel. Al
fondo de la bandeja se colocaron de 2-3 capas de toallas de papel y se asperjaron con
agua destilada hasta humedecer por completo. Las bandejas y trozos de papel aluminio
se colocaron en la campana de flujo laminar, se encendio el flujo y la luz UV por 10
minutos. La campana se tap0 con al menos una cartulina negra. Las semillas de frijol
fueron colocadas en una solucion de cloro comercial al 10% y se dejaron por 3 minutos,
posteriormente se enjuagaron con agua destilada 3-5 veces. Las semillas fueron
colocadas sobre las toallas al fondo de la bandeja y se humedecieron nuevamente con
agua destilada estéril. Las bandejas se taparon con papel aluminio y se llevaron a 28°C
por 2-4 dias. Una vez que las semillas germinaron, se cuantificO el porcentaje de
germinacion:
semillas germinadas

Ogerminacion total de semillas

e Dia 3: Trasplante de las semillas germinadas.

Una vez que las semillas germinaron, se colocaron cada una en una maceta y se

regaron con una frecuencia de 1-3 dias.
e Dia 10: Aplicacion de solucién de afinina.
La aplicacion se realiz6 de forma asperjada o regada.

Forma regada: se aplico 100 mL de solucién de afinina al pie de la planta.
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Forma asperjada: se aplicaron 7 aspersiones, 1 mL en total, de la solucion de afinina
sobre el primer trifolio. A los 10 dias las plantas ya tenian las dos hojas verdaderas y el
primer trifolio se encuentra pequefio, la aplicacion de la afinina se distribuy6 en todas

las hojas.
e Dia 17: Infeccion con bacteria.
Al dia 17 las plantas ya tenian el segundo trifolio desarrollado.

Infeccién por herida: se tomaron dos hojas del segundo trifolio y perforaron con una

aguja 6 veces en cada una (figura 9).

Heridas con
aguja

Inoculacion
® de bacteria

Figura 9. Inoculacion de bacteria a través de herida.

Se humedeci6é un hisopo con la suspensién de bacterias (Pseudomonas syringae pv
phaseolicola suspendidas en cloruro de magnesio o sulfato de magnesio 10 mM) y se
impregn6é cada herida con la suspension. La suspension contenia Silwuett L77 al
0.025% para evitar que las bacterias resbalaran de la hoja. Se tapo el trifolio o la planta
completa con una bolsa por 24 horas, para permitir que el contenido de humedad se

elevara y la infeccion se llevara a cabo.

23



Infeccidn por infiltracion: se le quitd la aguja a una jeringa de 3 mL y se tomoé de la
suspension de bacteria (Pseudomonas syringae pv phaseolicola suspendida en sulfato
de magnesio o cloruro de magnesio 10 mM). Para inocular la bacteria, se coloco el
dedo medio en el haz de la hoja (parte superior de la hoja) y se presioné ligeramente la
jeringa en el envés (lado inferior de la hoja) para introducir la suspensién dentro de la
hoja por presion. Cuando la suspension de bacterias entrd, se form6 una mancha verde
oscura. Se repitid el paso anterior hasta tener 6 puntos de infeccion en cada hoja
(Figura 10). Se infectaron 2 hojas del segundo trifolio. Se tapo el trifolio o la planta

completa con una bolsa de plastico durante 24 h para permitir la infeccion.

Figura 10. Inoculacién de bacteria por infiltracion.

e Cuidado de plantas:

Se colocaron palillos de madera para que las ramas de las plantas pudieran trepar. Se
fertilizaron cada semana las plantas regando cada una con 100 mL de solucién de
fertilizante FERVIOL (Composicion: N=20%, P=30%, K=10%), a una concentracion de
5 gl/L.
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e Toma de muestra:

La toma de muestra se realizé 24 horas antes de la aplicacion de afinina y 24 horas
después de la misma, 24 horas antes de la inoculacion de la bacteria y 24 horas
después de la misma, y finalmente 5 dias después de la inoculacion de la bacteria
(Figura 11).

e Colecta de semilla

Cuando las vainas de las plantas de frijol se encontraron secas, a los 4 meses de edad,
aproximadamente, se cortaron con cuidado, se contabilizaron las vainas y el nUmero de

semillas de cada una.
e Fumigacion de plantas contra acaros

Se prepararon 250 mL de aceite vegetal de semilla de soya a una concentracion de 2.5
% (v/v) y Abamectina a una concentracion de 100 mL/100 L (1 mL/L). Las plantas

fueron asperjadas con esta solucion en plantas con acaros.

n) Crecimiento de bacteria Pseudomonas syringae pv.

phaseolicola
Por cada 250 mL de medio KB se adicion6 250 uL del antibiético Rifampicina a una
concentracion de 100 mg/mL para tener una concentracion final de 0.1 mg/mL y 12.5

mL de sulfato de magnesio heptahidratado a una concentracién de 1 M para tener una

concentracion final de 10 mM.
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Germinacion Transplante Activacion Infeccién

Dia 0 Dia 3 Dia Dia 17 Dia 22
| 1

Toma de
muestra

Figura 11. Metodologia de induccién de priming y toma de muestra.

Se prepararon placas Petri con 20-30 mL cada una con medio KB sélido. Se raspo un
poco del stock de Pseudomonas syringae pv phaseolicola y se estrio en una placa, se
almacend a 28°C por 2-3 dias en oscuridad. La resiembra de la bacteria se realizo cada
2-3 dias. A partir del cultivo de la bacteria en caja Petri, se tomaron 1-3 colonias de
Pseudomonas syringae y se coloco en 5 mL demedio KB con sulfato de magnesio y
rifampicina, se incubd a 28°C por 24 h en oscuridad y con agitacion a 200 rpm. Se
vaciaron los 5 mL en 250 mL de medio KB con sulfato de magnesio y rifampicina y se
incubaron a 28°C por 24 h en oscuridad y con agitacion a 250 rpm. Pasadas las 24 h se
midié la DO del cultivo a 600 nm, la cual siempre debe ser DO>0.4. Utilizar como
blanco el medio KB con sulfato de magnesio y rifampicina. Se centrifugé el cultivo a
4,500 rpm por 5 minutos, y se reuperd la pastilla y se resuspendiéo en cloruro de
magnesio o sulfato de magnesio 10 Mm, de forma que la densidad Optica sea DO>0.4,

esta es la suspension de bacterias que se inoculo en las plantas con DO=0.8.

0) Obtencidn de extracto etandlico de Heliopsis longipes

Se molieron 100 g de raiz de Heliopsis longipes y se afiadio etanol hasta cubrir por
completo, se dejé extraer a 4°C por al menos 24 horas en oscuridad. Se filtré y se

eliminé el residuo sélido, el liquido obtenido es el extracto etandlico crudo.

p) Purificacion de afinina

Método 1: Por cromatografia en placa fina.
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Placas de TLC preparativas. Se pesaron 40 g de gel de silice en un matraz Erlenmeyer
y se adicionaron 90 mL de agua al matraz, inmediatamente fue tapado el matraz con
Parafilm y se agit6 rapidamente por 60 segundos. Se vacio esta mezcla sobre el equipo
dispersor para TLC calibrado a 0.5 mm para extender sobre las placas de vidrio de
20x20 cm libres de jabon y grasa, fueron utilizados guantes y toallas de papel. Cada
placa se coloco sobre el Vortex para unificar la capa de gel de silice sobre el vidrio, una
vez que la capa de silice estuvo uniforme, fueron colocadas en el horno a 60-100 °C en
forma vertical por al menos 2 horas. Esto permiti6 que el agua se evaporara y se

activara la silice. Finalmente se almacen6 en un recipiente sin humedad hasta su uso.

Desarrollo de placas. Se colocaron 2 mL de extracto diluido 1:10 de Heliopsis longipes
en una banda continua a todo lo largo de la placa separada 2 cm del extremo y dejando
sobre 1 cm de cada margen de la placa. Se prepararon 90 mL de una solucién de
hexano: acetato de etilo en proporcion 2:1 y se adicioné a una camara de desarrollo.
Se colocé en la camara la placa con el extracto y se dejo desarrollar por
aproximadamente 1 h. Un lado vertical de la placa fue sumergido en solucién de
fluoresceina (0.02%) por 3 segundos, se dejo secar y se observo la placa bajo luz UV
de 254 y 366 nm de longitud. La retencion relativa de la afinina fue de 0.5, se observo
como banda oscura a 254 nm. Se sefal6 el perimetro de la banda con una aguja y se
raspO, excepto la parte que fue sumergida en la solucién de fluoresceina. Se
resuspendio el gel de silice correspondiente a la banda de afinina y se dejo extraer por
al menos 2 horas en oscuridad a 4°C, se recuper6 el sobrenadante y se evaporo a

44°C y 77 mbar de presion, la afinina es un residuo aceitoso, pesar el aceite.
Método 2: Purificacién por columna abierta

Se llené con hexano una columna de aproximadamente 40 cm de longitud y se
adiciond con cuidado un flujo constante de gel de silice suspendida en hexano al
mismo tiempo que un flujo de hexano fue saliendo en la parte inferior de la columna,
asi hasta tener una altura de 36 cm de silice empaquetada siempre embebida en
hexano. Se colocé en la parte superior 2 mL de extracto etandlico de Heliopsis longipes

y se fueron adicionando las siguientes mezclas de solventes:
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e 100 mL de hexano: acetato de etilo 90:10.
e 100 mL de hexano: acetato de etilo 80:20.
e 100 mL de hexano: acetato de etilo 70:30.
e 100 mL de hexano: acetato de etilo 60:40.
e 100 mL de hexano: acetato de etilo 50:50.

e 300 mL de acetato de etilo.

En la parte inferior fueron recuperadas fracciones de 50 mL. Se evaporaron cada una
de las fracciones a 40°C al vacio para eliminar el solvente, el sélido que queddé como
residuo se resuspendio con 1-5 mL de etanol para ser inyectadas en el GC-EIMS.

g) Soluciones de afininay extracto
Se cuantifico la concentracion de afinina tanto de la afinina purificada como en el
extracto etandlico crudo mediante GC-EIMS. Se prepararon soluciones de afinina y
extracto crudo a 600, 200 y 60 uM respecto a la afinina, en etanol al 10%, estas

soluciones fueron almacenadas en oscuridad a 4°C.

r) Andlisis de UFC
Del segundo trifolio (el trifolio infectado), se tomé un area de 1 cm?, adyacente al area
gue fue infectada. Se enjuag6 con agua corriente y se desinfectdé con una solucion de
cloro comercial al 1% en agua destilada estéril y se dejé por 3 minutos. Se enjuagd 3
veces con agua destilada y se resuspendié en 1 mL de agua destilada estéril para
macerarlo con un pistilo de plastico. Se realizaron diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 del
trozo de hoja macerado, tomar 60 uL de la dilucién 1:1000 y se distribuyé sobre una
caja Petri con medio KB, sulfato de magnesio y rifampicina. Se incub6 a 28°C por 3-7

dias.
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Figura 12. Toma de muestra para analisis de UFC.

s) Extraccion de RNA

Se molieron 50-100 mg de tejido vegetal con nitrégeno liquido. Se colocé el material
molido en un tubo Eppendorf y se adiciond 1 mL de trizol, se incubd por 5 minutos a 15-
30°C, posteriormente se adicionaron 0.2 mL de cloroformo por mL de Trizol y se
agitaron vigorozamente por 15 segundos. Se encubaron por 2-3 minutos a 15-30°C. Se
centrifug6 a 12,000 xg por 15 minutos a 8°C, recuperar la fase acuosa (Parte superior,
liquido rojizo) y transferirla a un nuevo tubo donde se le adiciona 0.5 mL de alcohol
isopropilico, se agité suavemente y se incubd por 10 minutos a 15-30°C. Se centrifugd
a 12,000 xg durante 10 minutos a 8°C, se elimind el sobrenadante y resuspendio la
pastila en 1 mL de etanol al 75%. Centrifugar nuevamente a 7,500 xg durante 5
minutos a 2-8°C, se elimin6 el sobrenadante y secé la pastilla durante 15 minutos.
Finalmente, se resuspendié la pastilla en 30 uL de agua DEPC, se incub6 durante 10
minutos a 55-60 °C y se almacend a -70°C. Se analizé la integridad del RNA mediante
la separaciéon en un gel de agarosa 1.2% con 1 ulL gelred por cada 100 mL de agar al
1.2%, se utilizaron muestras de RNA de 2 uL a 500 ng/uL. Se corrio el gel por 30

minutos a 60-70 volts durante 20-30 minutos.
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t) Sintesis de cDNA

Se realizo6 la siguiente mezcla: 1 uL de oligo(dT) a 50 uM, 1 uL de dNTP mix (10 mM) y
4 uL de RNAtotal (2000 ng totales, 500 ng/ uL). Se calenté a 65°C por 5 minutos,
posteriormente se coloco en hielo por 1-2 minutos y se dié un pulso de centrifuga. Se
afiadieron: 4 ulL de Buffer de primera cadena 5X, 2 uL de DDT a 0.1 M, 1 uL de RNasa
Out (40 U) y se incubaron a 42°C por 50 minutos. Finalmente fue inactivada la reaccion
por calor a 70°C por 15 minutos.

u) Analisis de la expresion de genes
Se realiz6 la siguiente mezcla: 3 uL cDNA a 100 ng/ uL, 6 uL mezcla de oligos (forward
y reverse) cada uno a 10 pmol/ uL o 10 uM, 21 ulL de agua libre de nucleasas y 30 uL
SyBR Green Master Mix (2x). Se distribuy6 esta mezcla en 3 pozos de una placa de
8x6 pozos, de forma que cada uno de ellos tuviera 20 uL de la mezcla anterior, la placa
fue colocada en equipo StepOne Real Time PCR System. Para realizar el analisis de

expresion de genes, se resolvieron las siguientes formulas:

AACt = ACt1 — ACt2

(ACtl = Ctgenx - Ctgen de referencia)

muestra y

(ACtZ = Ctgenx - Ctgen de referencia)

muestra control

v) Analisis de los metabolitos involucrados en la sefializacion
Se pesaron y molieron 200-500 mg de material fresco. Se adicion6 1 mL de acetato de
etilo y 10 uL del estandar interno acido 2-metoxibenzoico a una concentracion de 0.1
mg/mL. Se dejé extraer a 4°C durante 12-24 horas. Se centrifugé por 3 minutos a

14,000 rpm, se recuper6 el sobrenadante y eliminé la fase acuosa y el material sélido.

Derivatizacion con 2,3,4,5,6-pentafluorobenzil bromide (PFB): se evaporé con nitrdgeno
gas y se resuspendioé en 100 uL de cloroformo, 100 uL de N,N-diisopropiletilamina y 10
uL de PFB. Se incub6 a 60°C por 30 minutos. Posteriormente se evaporé con nitrégeno

gas y se resuspendioé con 200 uL de metanol. Analizar por GC-EIMS.
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Derivatizacion con N,O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida BSTFA: se evapord con
nitrégeno gas y se resuspendié en 80uL de BSTFA y 20 uL de piridina. Se calento a

80°C por 30 minutos y se adicionaron 80 uL de isoctano. Analizar en GC-EIMS.

Para la curva de calibracién se utilizaron los estandares de acido jasmonico y acido
salicilico. Se realizaron soluciones de 1 mg/mL, a partir de esta solucién se realizaron
diluciones para tener 0.1 mg/mL, 0.01 mg/mL, 0.001 mg/mL y 0.0001 mg/mL. Cada
una de estas diluciones fueron derivatizadas y posteriormente inyectadas en el GC-
EIMS y con los resultados se realiz6 la curva de calibracion.

w) Analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas (GC-EIMS)
Se utilizo el equipo GC-EIMS. Método DEFMETDB1MSUI60M.M. La temperatura del

horno se mantuvo por 3 minutos a 150°C, después la temperatura aumenté 4°C/minuto
hasta 280°C donde se mantuvo por 25 minutos, el tiempo total de corrida fue de 60.5

minutos. La temperatura del inyector fue de 250°C y el flujo de helio de 1 mL/min.

Se realiz6 la adquisicion de datos en modo SIM/SCAN, desde 50-550 m/z. Los

parametros para SIM fueron los siguientes:

Tiempo inicial Tiempo final Compuesto lones M/Z

(min) (min)

5 8.5 Acido benzoico 105, 194, 135, 179

8.5 10 Metil salicilato 179, 209, 224

10 11 Estandar interno de SA 135, 209, 224

11 12.2 Acido salicilico 121, 194, 267, 281, 282
12.2 13.5 Acido cinamico 103, 161, 205, 220
13.5 16.5 Metil jasmonato 109, 151, 224
16.5 18.4 Acido jasmonico 117, 151, 153, 214, 282, 284
18.4 35 Acido azelaico 201, 317, 331

35 60.5 Diadzeina 184, 190, 383, 398
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PARTE EXPERIMENTAL

a) Activacion de priming en plantas de frijol Negro Querétaro
En un primer experimento, la variedad de frijol comin empleada fue Negro Querétaro.
Como activador se empled una solucion de afinina a una concentracion de 600 uM
diluida en una solucién de etanol 10%. Este activador se aplicé por aspersion a las
plantas de los distintos tratamientos (Tabla 1) y posteriormente las plantas se

inocularon con el patégeno P. syringae pv phaseolicola (por herida).

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos con frijol Negro Querétaro.

Afinina Patégeno | Agua-etanol Nombre de tratamiento
+ + + AP (Afinina-Patdgeno)

+ - + A (Afinina)

- + - P (Patégeno)

- - + ET (Etanol-agua)

- - - C (control)

La toma de muestra se realizdé 5 dias después de la infeccidbn. Se tomd una muestra
por cada réplica biolégica (3 réplicas bioldgicas), posteriormente se realizd un
duplicado técnico durante el procesado de la muestra. De forma que se tuvieron 6

réplicas en total para cada tratamiento.

b) Activacidon de priming en plantas de frijol BAT93
Debido a la resistencia contra el patégeno que presento la variedad Negro Querétaro,
se decidi6 emplear para futuros experimentos la variedad de frijol comun BAT93. Esta
variedad fue tratada con afinina tanto por aspersiébn como por riego, a dos distintas
concentraciones (Tabla 2), para posteriormente ser infectada con Pseudomonas

syringae pv phaseolicola (por infiltracion).
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Tabla 2. Forma de aplicacion de afinina a las plantas de frijol BAT93.

Forma Afinina Afinina en extracto
Aplicacion Asperjada Regada
Concentraciéon | 600 uM 200 uM

El nimero de tratamientos fue de 20 en total, 16 de ellos fueron para el analisis general

y 4 fueron controles (Tabla 3).

Tabla 3. Tratamientos evaluados durante el experimento.

Forma Afinina pura Afinina en extracto
Aplicacién Asperjada Regada Asperjada Regada
cuM 200 600 200 600 200 600 200 600
Patogeno | Si AAP200 | AAP600 | ARP200 | ARP600 | EAP200 | EAP600 | ERP200 | ERP600

No AA200 | AA600 | AR200 | AR600 | EA200 | EA600 | ER200 | ER600
Controles:

e Plantas con patégeno (Nombre del tratamiento: P).
e Plantas asperjadas con etanol 10% (Nombre del tratamiento: EAA).
e Plantas regadas con etanol 10% (Nombre del tratamiento: EAR).

e Plantas control (Nombre del tratamiento: C).

Determinacion del gen PvPR1

Se realizo el analisis del gen PvPR1 en hojas de frijol antes y después de la aplicacion
de la afinina, antes y después de la inoculacion de la bacteria en los trifolios, y 5 dias
después de la infeccion. Cabe mencionar que para realizar el analisis de expresion de

genes no se utilizé el tejido infectado, sino el trifolio superior al infectado (Figura 13).

El andlisis de la expresion del gen PvPR1 se realizo para plantas que fueron regadas
con una solucion de afinina a 600 uM. Los tratamientos fueron control=C, riego con 100

mL de etanol 10%=E, riego con la solucién de afinina 600 uM=A, infeccién con la
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bacteria en plantas que fueron regadas con 100 mL de solucion de afinina 600 uM =
AP, infeccion con la bacteria P. syringae=P (Grafico 1).

Toma de muestra

Bacteria

Afinina

Figura 13. Aplicacién de la solucién de afininay patégeno en la planta.
La aplicacién de la afinina se realiza en el primer trifolio, la inoculacién de la bacteria se realiza en el segundo trifolio
y la toma de muestra se realiza en el tercer trifolio.
Cuantificacion de semillas por plantay por vaina

La determinacion de numero de semillas por planta se realizé al término del cuarto

mes.

Cuantificacion de peso seco de la parte aérea
La determinacion de peso seco se realizd tomando sélo el tallo de las plantas de frijol,

debido a que las raices son muy delgadas y se rompen facilmente.

c) Cinética de crecimiento de Pseudomonas syringae pv
phaseolicola

Con el fin de determinar el efecto de la afinina en el crecimiento del patégeno, en 150
uL de medio KB con sulfato de magnesio y rifampicina, se adicioné la afinina y un

in6culo de Pseudomonas syringae pv phaseolicola. El andlisis de la cinética se realizd
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en cajas Elisa, las cuales se colocaron a 28°C y cada 4 horas se realizé la medicion de
la DO a 600 nm de longuitud de onda.

Las variables empleadas fueron las siguientes: 50 uM, 200 uM, 600 uM, 1200 uM de
afinina.

Se utilizaron dos blancos: a) blanco 1: Medio KB+MgSO0, * 7H,0+Rifampicina y b)
blanco 2: Medio KB+MgSO0, * 7H,0+Rifampicina+etanol

Figura 14. Robot utilizado para el estudio de las cinéticas de crecimiento.

d) Cuantificacion de UFCs

Para la determinaciéon de UFCs en la variedad de frijol comiun BAT93 todos los
tratamientos son infectados con la bacteria P. syringae, por infiltracion. Para este

experimento el activador fue la aplicacion de una solucién de afinina (Tabla 4).

Tabla 4. Forma de aplicacidén de afinina para la determinacion de UFC.
Forma Afinina Afinina en extracto

Aplicacion Asperjada Regada

Concentracién 600 uM 60 uM
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El nimero total de tratamientos fueron 13. En la Tabla 5 se describen cada uno de ellos
en color naranja. Control: plantas que solo estan infectadas con patoégeno=(P).

Tabla 5. Tratamientos utilizados para la cuantificacion de UFC.
Forma Afinina pura Afinina en extracto
Aplicacion Asperjada Regada Asperjada Regada
Concentracion uM 60 uM 600 60 600 60 600 60 600
Antes de la infeccion AAP60 AAP600 | ARP60 ARP600 EAP60 EAP600 ERP60 ERP600
Después de la infeccion AASP60 | AASP600 EASP60 | EASP600

Cada tratamiento tuvo un triplicado biologico, se realizaron dos tomas de muestra por
cada réplica biolégica y se realizé un segundo duplicado técnico durante en analisis. Al
final se obtuvieron 12 réplicas por cada tratamiento.

Aplicacion del activador antes del patégeno

Se utilizaron los siguientes tratamientos para determinar el efecto del activador en el
crecimiento del patégeno: AAP60, AAP600, ARP60, ARP600, EAP60, EAP600, ERP60,
ERP600 y P (control) (figura 15).

Germinacién Transplante Activacion Infeccién

Dl';':\ 0 Dia 3 Dia 10 Dia 17 Dia 25
| | » I

Figura 15. Metodologia utilizada para la determinacion de UFC cuando la afinina es aplicada antes de la
inoculacion del patégeno.
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Aplicacién del activador después de lainoculacion del patégeno

Para determinar el efecto de la aplicacion del activador después de la inoculacion del
patégeno, se utilizaron los tratamientos: AAPS60, AAPS600, EAPS60, EAPS600 y P
(Figura 16).

Germinacion Transplante

. - Dia 25
Dia 0 Dia3  pia10 Dia 17

Toma de
muestra

Figura 16. Metodologia para la determinaciéon de UFC cuando el activador es aplicado después del patégeno.

En este experimento no se aplico el activador al dia 10 sino que, hasta el dia 17 se
realizo la inoculacion de la bacteria por infiltracion y 4 horas después se asperjo el
activador (afinina o extracto). La toma de muestra se realizd 8 dias después de la

infeccion (Figura 16).

e) Andlisis de los metabolitos involucrados en la sefializacién

Para la determinacion de metabolitos en material vegetal fue necesario estandarizar las
condiciones de reaccién como temperatura de reaccion, tiempo de reaccién y tipo de

reaccion.

Determinacion de las condiciones de derivatizacion con BSTFA
Para la determinacion del tiempo de reaccién con BSTFA, se utilizo el estdndar de SAy

se vari6 el tiempo de reaccion.

e 30 minutos

e 45 minutos
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e 60 minutos

e 120 minutos

Para la determinacion de la temperatura 6ptima de reaccion con BSTFA, se utilizé el
estandar de SA y se hizo reaccionar por 30 minutos, cambiando Unicamente la
temperatura.

e 80°C
e 120°C

La piridina funciona como un catalizador de la reaccion, para determinar si es necesaria
0 no la aplicacion de piridina para que la reaccion se efectie mas rapido. Se llevaron a

cabo reacciones a 80°C por 30 minutos, una con piridina y la otra sin piridina.

e Con piridina (CP).
e Sin piridina (SP).

Comparacion entre la derivatizacion con BSTFA y con PFB
Para realizar este analisis se realizaron derivatizaciones de los siguientes estandares:
SA, JA, acido azelaico (AA), acido benzoico (AB), acido cinamico (AC), diadzeina (D),

metil jasmonato (MJ) y metil salicilato (MS).

Eleccion del solvente para extraer los metabolitos de muestra vegetal

Se utilizé material vegetal y se realizaron las extracciones con los siguientes solventes.

e Acetato de etilo (AE)
e Etanol (E)
e Metanol (M)

Las muestras fueron derivatizadas con BSTFA y analizadas por GC-EIMS.

Determinacion de JA 'y SA en plantas de frijol después de la aplicacion de afinina
Al dia 10 se realiz6 la aplicacion de afinina asperjada a 600 uM (Figura 17). Para este

experimento se utilizaron 3 tratamientos (Tabla 6) y se tomaron muestras a las 2, 4, 8,
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16, 24 y 48 h después de la activacion. Para cada tratamiento y cada toma de muestra
se contd con 3 muestras biolégicas. Con un total de 54 plantas (Tabla 7).

Germinacion Transplante Activacion

Dia 0 Dia 3 Dial

Toma de
muestra

Figura 17. Metodologia para el andlisis de metabolitos en plantas con afinina.

Tabla 6. Tratamientos utilizados para la determinacién de metabolitos.
Tratamiento Nombre
Plantas asperjadas con afinina 600 uM A
Plantas asperjadas con la mezcla etanol-agua E
Plantas control C

Tabla 7. Toma de muestra después de la aplicacion de afinina (dda)

Numero de plantas en cada toma de muestra dda

Tiempo de toma de muestra dda 2h 4h 8h 16 h 24 h 48 h
C 3 3 3 3 3 3
A 3 3 3 3 3 3
E 3 3 3 3 3 3

Activacion con afininay patégeno

Plantas de frijol coman fueron activadas al dia 10 e inoculadas con patégeno al dia 17.
A partir de ese momento se inici6 la toma de muestras para el analisis de metabolitos
(Figura 18). Para este experimento se utilizaron 4 tratamientos como se indica en tabla

8 y se tomaron muestras a las 2, 4, 8, 16, 24 y 48 h después de la infeccion con la
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bacteria. Para cada tratamiento y cada toma de muestra se conté con 3 muestras
biolégicas. Con un total de 72 plantas (Tabla 9).

Germinacién Transplante Activacion Infecciéon

Figura 18. Metodologia para el analisis de metabolitos en plantas con afininay patégeno.

Tabla 8. Tratamientos utilizados en la determinacién de metabolitos en plantas con A+P.
Tratamiento Nombre
Plantas infectadas con patégeno P
Plantas asperjadas con etanol-agua e infiltradas con agua. ED
Plantas asperjadas con afinina e infectadas AP
Plantas asperjadas con etanol e infectadas EP

Tabla 9. Toma de muestra después de la aplicacion del patégeno (ddp).

Numero de plantas en cada toma de muestra ddp

Tiempo de toma de muestra ddp 2h 4h 8h 16 h 24 h 48 h
C 3 3 3 3 3 3
ED 3 3 3 3 3

AP 3 3 3 3 3 3

P 3 3 3 3 3 3
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RESULTADOS

x) Activacion de priming en plantas de frijol Negro Querétaro
% de germinacion
El porcentaje de germinacién del frijol comun variedad Negro Querétaro fue de 81% a
los 3 dias después de la desinfeccion de semillas.

128
YGerminacion = ﬁxloo = 81.52%

Sintomas de infeccidn

Los sintomas de la infeccion después de aplicar el patégeno (ddp) fueron clorosis,
tejido vegetal delgado y necrosis. En la variedad Negro Querétaro, no se observan
sintomas de enfermedad de tizén de halo en las plantas infectadas con P. syringae a
los 5, 7, 8 ni 15 dias después de la infeccion (ddp) (Figura 19).

c
d
Figura 19. Sintomas en plantas de frijol Negro Querétaro con patdgeno y afinina+patégeno.

No se presentan sintomas de infeccidn en ninguno de los tratamientos a) a los 5 ddp, b) a los 7 ddp ni c) a los 8 ddp
y d) alos 15 ddp.
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Hasta los 21 dias, plantas que fueron infectadas con la bacteria mostraron clorosis y
necrosis, sin embargo, los sintomas se observan sélo en 3 réplicas biologicas de 12
totales (Figura 20-a). Plantas que fueron infectadas con la bacteria y que previamente
fueron asperjadas con afinina, no presentaron sintomas de enfermedad del tizén de

halo por P. syringae (Figura 20-b).

Figura 20. Plantas de frijol Negro Querétaro a los 21 ddp.

A los 21 ddp a) 3 plantas de 12 totales con patdgeno (P) muestran sintomas de infeccidn, en cambio b) ninguna

planta con afinina-patégeno (AP) muestra sintomas de infeccion.

y) Activacion de priming en plantas de frijol BAT93

% germinacion
El porcentaje de germinacion de frijol comun variedad BAT93 fue de 91.6%.

120
——=x100 =91.6%

0, —
/OGerminaci(’m - 131
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Figura 21. Porcentaje de germinacién de semillas de frijol BAT93.

Sintomas de infeccién

Los sintomas de la infeccibn se observaron mas drasticos en los tratamientos con

afinina y extracto asperjado, se observo clorosis, tejido delgado y necrosis en el area

de infeccion. Los tratamientos con menor dafio (visual) fueron los tratamientos de

afinina y extracto a 600 uM (Figura 22).

Patogeno

Patogeno Patogeno + Patégeno + Patogeno +
Afinina extracto afinina extracto
regada regado asperjada asperjado

Figura 22. Sintomas de infeccién 5 ddp con frijol BAT93.
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Determinacion del gen PvPR1
32

16

8

F=Y

L]

ey

PR1 expresion relativa a factor de
elongacion

0.25

0.125

24 (h)dda 24(h)adp 24(h)ddp 5(d)ddp

Gréfico 1. Expresién del gen PvPR1 en plantas de frijol BAT93.

Expresion del gen PvPR1 en plantas de frijol variedad BAT93 dda (después del activador), adp (antes del patégeno)

y ddp (después del patégeno).
C=control, E=etanol, A=afinina, AP=afinina+patégeno, P=patdgeno

24 horas después de la aplicacion de la afinina se observa un aumento de

aproximadamente 10 veces la expresion del gen PvPR1 en plantas tratadas con afinina

(A).

Plantas que fueron inoculadas con la bacteria y previamente regadas con la solucion de

afinina 600 uM disminuyeron la expresion del gen.
Se realizé una prueba de ANOVA y prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

Determinacion de semillas
Se puede observar que las plantas que fueron regadas con afinina 200 uM

disminuyeron la cantidad de semillas por planta (Grafico 2).

Las plantas que fueron regadas y asperjadas con la solucion de etanol al 10%

disminuyeron significativamente la produccion de semillas (Grafico 2-5). Entre los
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tratamientos con la solucion de afinina asperjada tanto a 200 como 600 uM, no
mostraron diferencias significativas, tal parece que no afecta ni favorece la produccion
de semilla (Grafico 3). En cambio, plantas regadas con esta misma solucion si
mostraron diferencias en algunos tratamientos como la disminucion de produccion de
semilla en el tratamiento con la solucién de afinina 200 uM (Grafico 2). Por otro lado, se
observa que el extracto regado aplicado en forma regada si aumenta la produccion de
semillas por planta, este incremento es ligero (Gréfico 4). Este efecto se observa mas
marcado en los mismos tratamientos con extracto, pero aplicado de forma regada
(Gréfico 5).

Se observa también que tanto en los tratamientos con afinina como con extracto, el
aumento de produccion de semilla se presenta generalmente en combinacion con la
aplicacion del patdogeno (Grafico 2-5), siguiendo claro el proceso de activacion de
priming mostrado en la Figura 11, aplicando el activador y patdégeno en tejidos

sistémicos como se muestra en la Figura 13.

Peso seco

No hay diferencias significativas en la produccion de biomasa entre plantas infectadas y
plantas control (Grafico 6-9). En las plantas que se favorece la produccién de biomasa
son aquellas tratadas con: afinina regada 600 uM y que posteriormente son infectadas
(Gréfico 6), afinina asperjada a 600 uM (Figura 7), extracto regado a 600 uM y 200 uM
gue posteriormente son infectadas. En los tratamientos en los cuales se aplico el
activador de forma asperjada, no se observan cambios significativos en la produccion
de biomasa. En cambio, las plantas tratadas con activador aplicado en forma de riego,
si aumentan la produccion de biomasa, es importante mencionar que en éstos
tratamientos se observa nuevamente que la combinacion entre activador y patégeno

aumenta la produccién de biomasa (Grafico 6 y 8).

La descripcién de cada uno de los tratamientos, asi como la nomenclatura usada para

nombrarlos se encuentra explicado en la Tabla 3 en el apartado de experimentos.
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Gréfico 2. Cantidad de semillas en plantas tratadas con afinina regada (p<0.05).

501
3 B
s %
2 7 B
. 7 :
] 4

T e Ll s
7
; 7 77/

AA200 AA200P AA600 AA600P C P EAA

Gréfico 3. Cantidad de semillas en plantas tratadas con afinina asperjada (p<0.05).
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Grafico 4. Cantidad de semillas en plantas tratadas con extracto regado (p<0.05).
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Gréfico 5. Cantidad de semillas en plantas tratadas con extracto asperjado (p<0.05).
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Gréfico 6. Analisis de peso seco en plantas que fueron regadas con afinina (p<0.05).
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Gréfico 7. Andlisis de peso seco en plantas que fueron asperjadas con afinina (p<0.05).
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Grafico 8. Andlisis de peso seco en plantas que fueron regadas con extracto de H. longipes (p<0.05).
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Grafico 9. Andlisis de peso seco en plantas que fueron asperjadas con extracto de H. longipes (p<0.05).
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Cuantificacién de acido jasménico

Por medio del andlisis de GC-EIMS se encontré que hubo un aumento significativo de
acido jasmonico en plantas que fueron regadas con una solucién de afinina a 600 uM y
fueron infectadas con la bacteria AR600P (Gréfico 10). Plantas que so6lo fueron regadas

con afinina o plantas que sélo fueron infectadas no presentan aumento significativo de
JA.
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Grafico 10. Determinacién de JA en plantas que fueron regadas con afininay extracto 600 uM (p<0.05).

El tratamiento de C (DP) y C (AP) se refieren a lotes de plantas control (sin patégeno ni
activador). C(AP) fueron plantas que se utilizaron para la toma de muestra antes del dia
17, antes de inocular los otros tratamientos con patdgeno. C(DP) fueron plantas que se
utilizaron para la toma de muestra después del dia 17, después de inocular el patégeno
en otros tratamientos. Se observa un aumento en los niveles de JA en el lote C(DP), a

pesar de ser un grupo control, en el ambiente hubo algo que indujo la produccion de
JA.
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Tabla 10. Descripcion de los tratamientos utilizados para andlisis de JA.

Tratamiento Abrev. Tratamiento Abrev.
Control antes de la infeccion C(AP) Afinina 600 uM regado AR600
Control después de la infeccion C(DP) Extracto 600 uM regado ER600
Patégeno P Afinina 600 uM regado + Patégeno ARP600
Etanol: Agua regado EAR Extracto 600 uMregado + Patégeno ERP600

z) Cinética de crecimiento de Pseudomonas syringae pv
phaseolicola
Con base en la cinética de crecimiento se observo que la afinina no presenta toxicidad
para la bacteria P. syringae, al menos no a las concentraciones utilizadas. La cinética
muestra que la bacteria normalmente a las 38 horas después del inicio de la cinética de
crecimiento llega a la fase estacionaria. Para el caso de los cultivos que fueron
adicionados con afinina a 600 y 1200 uM, la fase estacionaria inicia a las 25 h después

del comienzo de la cinética (Grafico 11).
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Gréfico 11. Cinética de crecimiento de P. syringae pv phaseolicola.
aa) Determinacion de UFC

Aplicacién del activador antes del patégeno
La toma de muestra se realiz6 8 dias después de la infeccion (Grafico 12), debido a
gue, hasta ese momento, las plantas empezaron a mostrar sintomas de enfermedad

como clorosis. El andlisis de UFCs se muestra en los graficos 12a- 12d.
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Gréfico 12. Andlisis de UFC en frijol BAT93.

Andlisis de UFC en plantas a) asperjadas con una solucién de afinina, b) regadas con una solucién de afinina, c)
asperjadas con una solucién de extracto y regadas con una solucién de extracto (p<0.05).

Para determinar el efecto tanto de la afinina o de la afinina en extracto, sin considerar la

forma de aplicacion ni la concentracion, se realizé una prueba de ANOVA vy t-student.

Para determinar la relevancia del tipo de activador (afinina, extracto o control marcado
como “No”) se realizé una prueba comparativa donde soélo se tomo los factores de:
tratamiento con afinina, con extracto o con ninguno de los dos anteriores. No se
observan diferencias significativas entre los tratamientos, para afinina (p=0.06594) y

extracto (p=0.2707) en comparacién con el control.

Para determinar si la concentracion de los activadores tiene efecto sobre las unidades
formadoras de colonias, se realiz6 una prueba de t-student comparando la
concentracion de 60 uM y 600 uM de activador (No se toman en cuenta el tipo de
activador, ya sea afinina o extracto, ni se toma en cuenta la forma de aplicacién) en
comparacioén con el grupo “0 uM” (en este grupo se encuentra el control con patégeno,

el control -sin activador ni patégeno- y los controles de etanol 10% asperjado y regado).
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Se observo que las plantas que fueron tratadas con activador 600 uM disminuyeron la
cantidad de UFC con p=0.03088 (Grafico 14).

Para determinar si la forma de aplicacién del activador tiene efecto sobre las UFC, se
realizé una prueba t-student, donde se compararon los resultados de UFC de los
tratamientos en los cuales se aplico el activador de forma regada y de forma asperjada
contra los resultados de grupo denominado “NO” (En este grupo se encuentra el control
con patdégeno y el control -sin activador ni patégeno-). No se tomaron en cuenta el tipo
de activador ni su concentracion. Se observa que la aplicacion de forma asperjada del
activador disminuye las UFC con un p=0.047 (Graficolb).

De acuerdo a los resultados de unidades formadoras de colonias (UFC), el activador
disminuye las unidades formadoras de colonias cuando es aplicado a la concentracion

de 600 uM (Grafico 14) y aplicado por aspersion (Grafico 15) (p<0.05).
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Gréfico 13. Determinacion de UFC en funcién del activador (p<0.05).

54



1.2e+07

8.0e+06
1

[=T=]

ufc/cm*

4.0e+06
1
o

—

I — :
| g

0.0e+00
1

I T T
ouM 60 UM 600 LM

Gréfico 14. Determinacién de UFC en funcién de la concentracién del activador (p<0.05).
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Gréfico 15. Determinacion de UFC en funcidn de la forma de aplicacion del activador (p<0.05).

En base a lo anterior se compararon los tratamientos que fueron asperjados con una
solucion de activador a 600 uM. Se realizé una prueba de Tukey, donde se observa
gue la afinina asperjada a 600 uM evita la proliferacion de la bacteria cuando la planta
es infectada (p<0.05) (Gréafico 16). Se realiz6 una prueba de ANOVA con una

significancia de p<0.05.

55



3000000

2500000

2000000
L 4

1500000

UFC/cm2

1000000

500000

AAP600 EAP600 P

Gréfico 16. Plantas tratadas con afinina asperjada a 600uM, evitan la proliferacion de la bacteria (p<0.05).

Aplicacion del activador después de lainoculacion del patégeno

Es importante mencionar que el valor de UFC para el control (el tratamiento P en los
Graficos 17 y 18, y el lote nombrado “No” en el Grafico 19) tiene el mismo valor que el
mostrado en el experimento donde el activador se aplica antes del patégeno

(tratamiento mostrado como P en los Graficos 12-16).

Los resultados muestran que tanto la afinina como el extracto aumentan drasticamente
las unidades formadoras de colonias (p<0.05) (Graficos 17-18), siendo el extracto el
gue incrementa en mayor medida las UFCs (Grafico 18). La aplicacién del activador
tiene diferente respuesta en las UFCs si se aplica antes o después de la infeccidn,
como se observa en el grafico 19, el activador aumenta hasta casi 10 veces las UFC si

se aplica después de la inoculacién con la bacteria (p<0.05).
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Grafico 17. Determinacion de UFC en plantas tratadas con afinina asperjada 4 h ddp (p<0.05).
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Gréfico 18. Determinacion de UFC en plantas con extracto asperjado 4 h ddp (p<0.05).
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Grafico 19. Determinacion de UFC cuando el activador es aplicado antes y después del patégeno (p<0.05).

bb) Determinacion de los metabolitos involucrados en la
sefalizacion
La molécula de SA tiene un peso molecular de 138 m/z (Figura 23), tiene dos grupos

hidroxilo por lo que cuando se derivatiza con BSTFA, dos iones de trimetilsilil se

adicionan a la molécula de SA, dando un peso molecular final de 282 m/z (Figura 24).

o
OH 0 \Sf/\
/
o]
OH o—o—0
Figura 23. Estructura del 4cido salicilico, PM=138 Figura 24. Estructura del SA con dos iones
m/z. trimetilsilil adicionados ala molécula, PM=282.

El espectro de masas del &cido salicilico derivatizado muestra un i6n mayoritario de
267, debido a la ruptura de un grupo metilo en la estructura. El espectro de masas tiene

los siguientes iones mayoritarios y su abundancia m/z: 267 (100), 73 (42), 268(24), 135

58



(13), 269 (10) (Figura 25). No hay diferencia en la produccién de SA derivatizado con
los tiempos de reaccién de 30, 45 (Figura 26), 60 (Figura 27) y 120 (Figura 29) minutos.

Chemical Formula: CHy
1 00' Exact Mass: 15.02

CHs
~—a
o /S/\
o

O—un——-o
*

50 73

Chemical Formula: C|,H,y0;Si,
Exact Mass: 267.09

135 149

179198 29 523 oug

9103117 281
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Figura 25. Espectro de masas del 4cido salicilico derivatizado con BSTFA.
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Figura 26. Cromatogramas de AS derivatizado con BSTFA con 30 (negro) y 45 minutos (azul) de reaccion.
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Figura 27. Cromatogramas de AS derivatizado con BSTFA con 30 (negro) y 60 (azul) minutos de reaccion.
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Figura 28. Cromatogramas de SA derivatizado con BSTFA con 30 (negro) y 120 (azul) minutos de reaccion.

Se observo que una disminucién en el producto de reacciéon cuando se aplican 120°C

de temperatura a la reaccion (Figura 29).
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Figura 29. Cromatogramas de SA derivatizado con BSTFA a 80°C (negro) y 120°C (azul).

Como se muestra en la figura 30 no hay diferencia entre usar o no piridina, se
genera la misma cantidad de producto de reaccion (Cromatogramas azul y negro)
(Figura 30).
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Figura 30. Cromatogrdmas de SA derivatizado con BSTFA con piridina (negro) y sin piridina (azul).
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Comparacion entre la derivatizacién con BSTFA y con PFB

Acido salicilico Derivatizado con BSTFA

(0]
OH o \/s,/\
o
OH o_(_,’;_
|
PM=138 PM=282

Tiempo de retencion:
11.7-12.4 minutos

La derivatizacion de SA con BSTFA generé mayor

Derivatizado con PFB

O,

PM=318
Tiempo de retencion:
17.00-17.87 minutos

producto de reaccion

(Cromatograma azul) que la derivatizacion de SA con PFB, Cromatograma negro

(Figura 31). El espectro de masas de SA con PFB (Figura 32) genera los siguientes
iones mayoritarios m/z: 181(100), 120(30), 318(21), 92(8), 121(7). El espectro de SA

derivatizado con BSTFA (Figura 33) genera el siguiente patron de fragmentacion m/z:

267 (100), 73 (42), 268(24), 135 (13), 269 (10).
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Figura 31.Cromatogramas de SA derivatizado con PFB (negro) y BSTFA (azul).
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Figura 32. Espectro de masas de SA derivatizado con PFB.

63



1001 -/ 207
o /S/\
(0]
50+ 3 O—T~ ?
135
2
oL 5260 e 0320, 275, 198 20 23 249 oa
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Figura 33. Espectro de masas de SA derivatizado con BSTFA.
Acido jasmonico Derivatizacion con BSTFA  Derivatizado con PFB
O O, 2
SO
o} . .
W | gy
OH , "
PM=210 PM=282 PM=390
Tiempo de retencion: Tiempo de retencion:
17.47-17.78 minutos 26.37-26.7 minutos

La reaccion de JA con PFB (Cromatograma azul) genera mayor producto de reaccion
en comparacion con la reaccion de JA con BSTFA, pero no hay grandes diferencias
(Figura 34).
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Figura 34. Cromatograma JA derivatizado con PFB (azul) y BSTFA (negro).

El espectro de masas de JA derivatizado con BSTFA (Figura 35) genera el siguiente
patron de fragmentacion m/z: 73(100), 75(83),117(76), 151(61), 282(50). Y el espectro
de masas de JA derivatizado con PFB (Figura 36), genera el siguiente patron de
fragmentacion m/z: 181(100), 141(48), 390(30), 151(26), 83(19)
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Figura 35. Espectro de masas de JA derivatizado con BSTFA.
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Figura 36. Espectro de masas de JA derivatizado con PFB.

Acido azelaico Derivatizado con BSTFA Derivatizado con PFB

PM=188 PM=332
Tiempo de retencion:
18.39-18.7 minutos

En la reaccion de acido azelaico con BSTFA genera un producto a los 18.5 minutos

(Cromatograma azul), no se observa producto de la reaccién de acido azelaico con

PFB (Figura 37).

El espectro de masas muestra que a la molécula de acido azelaico se le incorporan dos

grupos trimetilsilil (Figura 38), y el patron de fragmentacion del producto de reaccion es

el siguiente: 73(99), 75(92), 317(90), 201(51), 129(37).
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Figura 37. Cromatograma de AA derivatizado con PFB (negro) y con BSTFA (azul).
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Figura 38. Espectro de masas de acido azelaico con BSTFA.
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Por otra parte ambos productos de reaccion del acido benzoico (AB), tanto con BSTFA
(cromatograma azul) como con PFB (cromatograma negro), se produjeron casi en la
misma intensidad (Figura 39). El espectro de masas de AB derivatizado con BSTFA
(Figura 40) genera el siguiente patron de fragmentacién m/z: 179(100), 105(59),
135(54), 77(41) y 180(14). AB derivatizado con PFB (Figura 41) genera el siguiente
patrén de fragmentacion m/z: 105(100), 181(92), 77(55), 302(54) y 257(33).
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Figura 39. Cromatogrdma de AB derivatizado con PFB (negro) y BSTFA (azul).
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Figura 40. Espectro de masas de AB con BSTFA.
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Figura 41. Espectro de masas de AB con PFB.
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Otro metabolito analizado fue el 4cido cinamico (AC). El producto de reaccién de acido
cindmico con BSTFA (cromatograma azul) es mayor que el producto de reaccién con
PFB (cromatograma negro) (Figura 42). Los espectros de masas de AC derivatizado
con BSTFA (Figura 43) generaron el siguiente patron de fragmentacion: 205(100),
131(63), 161(61), 103(44) y 77(30). Mientras que AC con PFB (Figura 44) genera el
patrén de fragmentacion: 181(100), 131(94), 103(90), 283(67) y 328(63).
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Figura 42. Cromatograma de AC derivatizado con BSTFA (azul) y PFB (negro).
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Figura 43. Espectro de masas AC derivatizado con BSTFA.
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Figura 44. Espectro de masas AC derivatizado con PFB.

Diadzeina Derivatizado con BSTFA Derivatizado con PFB

PM=398
Tiempo de retencion:
41.33-41.5 minutos

A partir de la reaccién de diadzeina con BSTFA (Figura 45), se observa que hay un
producto de reaccion (cromatograma color azul) mientras que la reaccién de diadzeina
con PFB no se lleva a cabo (cromatograma color negro). El patrén de fragmentacién de

D derivatizada con BSTFA (Figura 46) es m/z: 398(100), 383(64), 399(32), 384(20) y
73(19).
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Figura 45. Cromatograma de D con PFB (negro) y con BSTFA(azul).
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Figura 46. Espectro de masas de D derivatizada con BSTFA.

Por su parte el metil jasmonato (MJ) es un compuesto que no contiene grupos hidréxilo
en su estructura, por lo gue no necesita derivatizarse para que pueda ser detectado por
el GC-EIMS. Contiene un peso molecular de y tiempo de retencion de 14.37-15 minutos
(Figura 47). El espectro de masas del MJ (Figura 48) genera el siguiente patron de
fragmentacién m/z: 83(100), 151(62), 224(49), 95(41) y 79(39).
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Figura 47. Cromatograma del metil jasmonato.
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Figura 48. Espectro de masas de MJ.
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La reaccion de metil salicilato (MS) con PFB no se lleva a cabo, mientras que con
BSTFA se observa la generacion de un producto (Figura 49). El espectro de masas de
MS con BSTFA (Figura 50) genera el siguiente patrén de fragmentacién m/z: 209(100),
179(29), 135(16), 210(16) y 161(14).
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Figura 49. Espectro de masas de MS con BSTFA.
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Figura 50. Espectro de masas del MS con BSTFA.
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El resumen de la informacidon anterior se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Derivatizacion de estdndares con BSTFA y PFB.

Estandar

AS
AA
AB
AC

M)
MS

Peso molecular
PM
210
138
138
194
148
254
224
152

Derivatizacion con BSTFA

PM
182
288
332
302
220
398

224

Tiempo de retencion (min)
17.47-17.78
11.7-12.4
18.39-18.7
6.8-7.75
12.21-12.72
41.33-41.5
14.37-15
9.27-10

Derivatizacion con PFB

PM
390
318
368
222
328

Tiempo de retencion (min)
26.37-26.7
17.00-17.87
14.54-15.2

21.97-23

14.37-15

Deteccion de metabolitos en muestra derivatizada con BSTFA y PFB

El siguiente paso fue el localizar los metabolitos en base a la informacidn obtenida de

los estandares. Para ello se derivatiza el extracto de acetato de etilo con BSTFA y PFB.

La derivatizacién con BSTFA (Cromatograma azul) permitié localizar mas facilmente los

metabolitos que la derivatizacion con PFB (Cromatograma en color negro) (Figura 51).

En ambos cromatogramas se realiza la busqueda de cada uno de los componentes que

se analizaron como estandares, pero como metabolitos secundarios. Fue elegido el

BSTFA como mejor derivatizante, ya que se logran extraer mayor cantidad de los

metabolitos buscados, de esta forma se determinan los iones que caracterizan a cada

compuesto (Tabla 12).
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Abundance
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Figura 51. Cromatograma de tejido vegetal derivatizado con BSTFA(azul) y PFB (negro).

Tabla 12. lones que caracterizan a las moléculas AJ, AS, AA, AB, AC, D, MJ y MS derivatizadas con BSTFA.

Compuesto lones m/z Compuesto lones m/z

Al 117,282,151 AC 205, 131,220,161
AS 267,281,282 D 398,383,184

AA 331,317,201 MJ 224,151,109

AB 179, 105, 194 MS 209,179,224

Eleccion del solvente para extraer los metabolitos de muestra vegetal
En la Figura 52 se observa que el etanol logra extraer mayor cantidad de compuestos
gue el acetato de etilo. Sin embargo, el metanol es ain mejor que el etanol para extraer

la mayor cantidad de metabolitos (Figura 53).
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Figura 52. Cromatograma de extractos vegetal con AE (negro) y E (azul).
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Figura 53. Cromatogramas de extractos vegetales con AE (negro) y M (azul).
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A pesar de observarse mejor extraccion con metanol, algunos de los metabolitos no se
encontraron en ningun extracto, por lo que se volvié a realizar el experimento, pero en
esta ocasion fueron afadidos 10 ul de cada uno de los estandares a una
concentracion de 1 mg/mL en la muestra vegetal, se llevd a cabo la derivatizacion con
BSTFA.

Aungue algunos compuestos se observaron mas definidos en el extracto etandlico,
algunos no se alcanzaron a detectar en el extracto etandlico, ni en el metandlico
(Figura 54 y 55). El acetato de etilo mostré una recuperacion de una mayor cantidad de
estandares. En la Tabla 13 se muestra la comparacién entre los extractos, se marca
con “+” los compuestos que se detectan, con un “-“ los compuestos que se detectan
débilmente y se establece aquellos que se encuentran mejor definidos y los que no se

detectan.
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Figura 54. Cromatogrdma de extracto vegetal con AE (negro) y E (azul) adicionados con 10 pL de estandar
interno a 1 mg/mL.
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Abundance
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Figura 55. Cromatograma de extracto vegetal con AE (negro) y con M (azul) adicionados con 10 uL de
estandar interno a 1 mg/mL.

T
oo 00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.0030.00

Tabla 13. Comparacion entre los extractos metandlico, etandlico y con acetato de etilo.

AJ

AS
AA
AB
AC

M]j
MS

Acetato de etilo
Mejor definido

+

+

Mejor definido

+

No se observa

+

+

Etanol

+

Mejor definido
+

+

Mejor definido
No se observa
No se observa

Mejor definido
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Metanol

+

+

+

menos definido
No se observa
No se observa

+



Curva de calibraciéon
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Figura 56. Curva de calibracion de a) SAy b) JA.

Determinacion de JA 'y SA en plantas de frijol con afinina

Activacion con afinina
Dos horas después de la aplicacion de la afinina aumenta la produccién de SA, y
posteriormente se estabiliza. Mientras que el JA se encuentra elevado desde las 2 h 'y

permanece asi hasta por 24 h después, después decrecen sus niveles.

Como se puede observar en los gréaficos 20 y 21, la afinina es capaz de estimular en
las primeras 2 h la via del SA y mantener activa la via del JA. El etanol también

estimula la via del SA pero 4 h después, al mismo tiempo que estimula la via del JA.
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Produccionrelativa al control

Producciénrelativa al control

2.5

1.5

0.5
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h después de la aplicacion del activador (dda)

Grafico 20. Analisis de SA con SIM (267 M/Z) dda.

10 20 30 40 50

h después de la aplicacion del activador (dda)

Gréfico 21. Anédlisis de JA con SIM (151 M/Z) dda.
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Activacion con afininay patdogeno

Como se aprecia en el Grafico 20, las plantas infectadas presentan disminucion en la
producciéon de SA durante las primeras 16 horas, posteriormente se eleva su
produccién. Plantas infectadas tratadas con afinina, por el contrario, presentan
aumento en la produccion de SA las primeras 4 h, posteriormente disminuye y se
restablece su produccion por encima del control a las 24 h.

El &cido jasmdnico parece ser una respuesta generalizada para todos los tratamientos
(P, AP y D), todos se encuentran con altas concentraciones en las 2 primeras h,
posteriormente disminuyen su produccion, el restablecimiento en la produccion de JA
se realiza mas rapidamente en plantas tratadas con afinina a las 8 h. Entre las 4 y las
24 h se observa un antagonismo en las vias de SA y JA para plantas que fueron
tratadas con afinina y se encuentran infectadas (Grafico 21).

La respuesta de SA en plantas tratadas con afinina, ya sea después de la aplicacion
del activador o después de la infeccidén, es mas rapida que en plantas que solo estan
infectadas, pero los niveles disminuyen rapidamente, ocurre como un pulso de SA. La
respuesta de JA tanto en plantas activadas como en plantas activadas + patdogeno (AP)
mantuvieron constantes y altos los niveles hasta por 24 h (Grafico 23). Una excepcion a
lo dicho anteriormente fue en plantas con AP a las 4 h ddp, donde se observa el pulso
de SA (aumento de produccion de SA) y una disminucion (también en forma de pulso)

de JA, un comportamiento antagénico (Grafico 22-24).
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JA produccion relativa al control

2.5

1.5

0.5

Producciénde AS relativa al control

2.5 -

1.5 ~

0.5 -

O T T T T

0 10 20 30 40
h después de la infeccién

Grafico 22. Analisis de acido salicilico con SIM (267 M/Z) ddp.

10 20 30 40 50
h después de la infeccién

Gréfico 23. Anédlisis de &cido jasmodnico con SIM (151 M/Z) ddp.
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Gréfico 24. Comparacion de niveles de AJ y AS en los tratamientos de Py AP.

Cuantificacion de UFC
Se volvio a realizar el analisis de UFC, en esta ocasion se adiciond un control mas, la

aspersion de etanol 10%+Patdgeno, para confirmar que la defensa de las plantas de
debe a la afinina y no al etanol (Grafico 25).

Analisis de priming

Para determinar si existe priming a nivel molecular se determind la expresion del gen
PVvPR1 considerado como un marcador de defensa. Como se observa en el Grafico 26,
PVPR1 se encuentra sobreexpresado 2.6 veces en plantas infectadas que fueron
asperjadas con afinina previamente, la muestra fue tomada 24 h después de la
infeccion, los niveles de expresion del gen no permanecen altos, sino que decrecen
como se observa a los 5 dias.
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Gréfico 25. Andlisis de UFC.

A+P= afinina + patégeno, ET 10% + P= etanol al 10% + patégeno, P= pat6geno
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Gréfico 26. Expresion del gen PvPR1 en hojas en frijol.

dda= después de la activacién, ddp= después del patégeno.
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DISCUSION

cc) Frijol comun variedad Negro Querétaro
La variedad de frijol Negro Querétaro, es una variedad resistente a la bacteria P.
syringae pv phaseolicola, ya que la enfermedad Tizén de Halo causada por este
patdgeno solo se presentd en 3 de 12 plantas en total, es decir, en el 25 %. De igual
forma los sintomas se observaron 21 dias después de la infecciébn, aunque ninguna
planta infectada y tratada con afinina present6 sintomas, lo cual indica que el
tratamiento funciond. Considerando que la baja susceptibilidad de la variedad causaria
confusion en los resultados, se decidié cambiar de variedad a una mas susceptible

como es la BAT93.
dd) Frijol comun variedad BAT93

Semillay peso seco

Se observa un aumento en la produccion de semilla y peso seco, siempre y cuando se
encuentre el patdgeno. Lo anterior resulta sorprendente porque Pseudomonas syringae
pv phaseolicola disminuye la produccion de semilla hasta 40% y disminuye el
crecimiento de las plantas, en condiciones favorables para el patdégeno, a diferencia de
los microorganismos simbiontes, los cuales favorecen la produccion y crecimiento de
los cultivos (Fucikovsky, 1997). Los procesos de colonizacion de patégenos y
simbiontes benéficos son muy similares, de hecho, siempre hay una continua
interaccién entre ambos, intercambiando genes horizontalmente (a lo largo de la
evolucion) y desarrollando relaciones evolutivas especificas con las plantas y el
ambiente (Preston, 2004). Por otro lado, Pseudomonas es una amplia familia que
presenta tanto patdbgenos como bacterias promotoras del crecimiento y en donde los
procesos virulentos que utilizan algunas cepas para infectar son en ocasiones los
mismos que utilizan otras cepas para mejorar la defensa en plantas (Preston, 2004). Un
ejemplo de estos mecanismos es la activacion de SAR, ISR, y el uso del sistema de
secrecion tipo Il (Preston, 2004). Aunque Pseudomonas syringae pv phaseolicola
siendo patogénica disminuye la produccion de semilla y biomasa, es posible que en

ciertas condiciones ambientales promueva la produccién de semilla y biomasa. Sin
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embargo, el mecanismo no es muy claro aun, puesto que el aumento en semilla y
biomasa se observé cuando las plantas fueron tratadas con bacteria + afinina. Tal
parece que deben estar estos dos factores: microorganismo y compuesto.

El extracto etandlico proviene de la planta Heliopsis logipes en la cual, si bien la
alcamida mayoritaria (més del 90%) es la afinina, se han encontrado hasta el momento
otras 7 estructuras con el grupo amido, asi como un caldo de otros componentes
polares (Garcia et al., 2004). Los resultados anteriores sugieren que hay otro(s)
componente(s) adicionales a la afinina, con capacidad para aumentar la produccion de
semilla y peso seco (en presencia de patdgeno). Tales componentes podrian ser las
alcamidas, ya que son consideradas como fitohormonas moduladoras en la expresion o

represion de fitohormonas (Molina-Torres et al (Martinez-Medina, y otros, 2016)., 2004).

Las fitohormonas relacionadas con el desarrollo comprometen las vias de defensa
cuando las plantas se encuentran estresadas. Algunos patdgenos producen hormonas
como las citoquininas que promueven la virulencia a través de la inhibicién de la HR,
retardando la senescencia en el area infectada (Jones y Dangl, 2006). Se ha reportado
también que ocurre represion de auxinas como un mecanismo defensa en plantas a

través de la via del acido abscisico (Jones y Dangl, 2006).

Mejor tratamiento

Hasta el momento se tenia la nocién de que el mejor tratamiento era la aplicacion de
activador a 600 uM, siendo el extracto mejor que la afinina pura y el riego la mejor
forma de aplicacion. Por lo que se realizaron analisis del gen PvPR1 y de acido

jasmonico en los tratamientos con afinina y extracto a 600 uM de forma regada.

Gen PvPR1

Plantas tratadas con afinina, mostraron un aumento de 10 veces la expresion del gen
PVvPR1 24 h después de la activacion. Este aumento coincide con los resultados
mostrados por Méndez-Bravo en 2011, donde plantas de Arabidopsis thaliana
expuestas a N-isobutil decanamida un analogo a la afinina, tienen el gen PR1
sobreexpresado 7.5 veces (Méndez-Bavo et al., 2011). Mientras que plantas infectadas

con la bacteria y tratadas previamente con afinina, mostraron disminucién del gen
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PVPR1 24 y 120 h después de la infeccion. PR1 es un marcador de la via del acido
salicilico en Arabidopsis thaliana, su expresion se eleva frente a patdégenos biotrofos,
hemibiétrofos y analogos al acido salicilico (Zhang et al., 2010). Las vias del acido
salicilico y la del acido jasmonico son en ocasiones y en algunas especies, antagonicas
(Van del Does et al., 2013). Por lo anterior, consideramos que posiblemente, la
represion del gen PvPR1 en Phaseolus vulgaris era causada porque la via de JA se

encontraba activa.

Acido jasmonico

Efectivamente las plantas infectadas por la bacteria P. syringae tratadas previamente
con afinina (aplicada por riego), mostraron un aumento en la produccioén de JA que se
mantuvo hasta los 5 dias después de la infeccion. La afinina por si sola no fue capaz
de inducir la produccion de JA, contrario a lo que Méndez Bravo y colaboradores
encontraron, que la N-isobutil decanamida si activa la produccion de JA.

Por otro lado, fue interesante encontrar que los niveles de acido jasmaonico en plantas
control (sin activador ni patbgeno) aumentaron después de la aplicacion de la bacteria
(el patogeno no fue aplicado a las plantas control; los tratamientos fueron colocados
cercanos unos de otros). Es posible que las plantas infectadas produjeran volatiles que

fueron detectados por plantas control.

ee) Cinética de crecimiento de P. syringae
En un sistema complejo donde participan el ambiente, el hospedero y el patdégeno, es
complicado determinar la serie de pasos que sigue un fendmeno y las interacciones
gue se realizan. La afinina ha presentado actividad bactericida y fungicida contra
algunas cepas, y los resultados obtenidos en este estudio muestran que la afinina

inhibe el crecimiento de P. syringae pv phaseolicola sin matarla, a 600 y 1200 uM.

ff) UFC
En plantas de frijol, la aplicacién de afinina por aspersion a 600 uM evitd la propagacion
de la bacteria. El proceso que se llevd a cabo consistié en aplicar la afinina y una

semana después inocular la bacteria virulenta. Mientras que plantas que fueron
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regadas con afinina no mostraron resistencia contra el patdégeno; tal parece que la

respuesta de defensa es diferente si la afinina es asperjada o regada.

Pero, ¢qué sucederia si la afinina no se aplica antes de la infeccion, sino justo unas
horas después? La aplicacion de la afinina y el extracto de forma asperjada a 60 uM y
600 uM elevaron drasticamente la infeccion en las plantas. Un fenébmeno similar fue
reportado por Adame-Alvarez y colaboradores en 2014, en los cuales estudiaron el
efecto que tiene la inoculacion de hongos endoéfitos antes, durante y después de la
inoculacién de patégeno en plantas. Ellos observaron que la inoculacién de hongos
endofitos, lo cuales activan la via de JA, le confieren a la planta capacidad para
defenderse contra patdégenos biotrofos, siempre y cuando la inoculacién del hongo se
realice antes que la del patdgeno. Si la inoculacion del hongo se realiza después de la
infeccion del patogeno, éste ultimo prolifera y se desarrolla la enfermedad con mas
facilidad (Adame-Alvarez et al., 2014).

g9) Determinacion de AJy AS
Se eligieron las condiciones en la que afinina mejora la defensa de las plantas. Estas

fueron las siguientes.

e Activador: Afinina.
e Aplicacion: Asperjado.
e Concentracion: 600 uM.

e Tiempo: antes del patégeno.

En este estudio se encontré que la afinina en forma regada o asperjada, mantiene
niveles altos de JA, Méndez-Bravo y colaboradores encontraron que su analogo N-
isobutil decanamida también aumenta los niveles de JA y la respuesta sistémica que
produce esta via, protege a la planta contra el hongo necrétrofo Botrytis cinerea
(Méndez-Bavo et al., 2011). Aungue la afinina no es un analogo al &cido jasmonico, si
tiene una cadena acilo como los lipidos y acidos grasos que se encuentran abundantes
en la superficie de la membrana celular, lugar donde se lleva a cabo la comunicacion
intercelular. Cambios en los niveles enddgenos de los acidos grasos regulan la

expresion de genes de diversas vias. Su aplicacion exdgena como del acido hexandico
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y el acido araquidénico lograron proteger contra Botrytis cinerea al tiempo que
aumentaba la produccién de JA-lle (Aranega-Bou et al., 2014) (Méndez-Bavo et al.,
2011).

Este antagonismo en la defensa, lleva a pensar que la afinina la cual induce el JA no le
conferiria resistencia contra P. syringae que es una bacteria hemibiotrofa asi como
tampoco activaria la expresion del gen PvPR1. Sin embargo, la afinina asperjada logro
evitar la propagacion de la bacteria y afinina regada aumenté la expresién del gen
PvPR1 hasta 10 veces mientras que plantas con patégeno+afinina asperjada lo
aumentaron 2.6 veces. Estudios recientes han mostrado que, si bien el antagonismo
entre vias de defensa es correcto, depende de las condiciones. Fu y Do en 2013
encontraron que la aplicacion de JA y SA en bajas concentraciones llevaron a la
expresion conjunta del gen PR1 marcador de SA y PDF1.1 marcador de JA, mientras
gue la aplicacion en altas concentraciones de JA y SA llevan a un antagonismo de vias
y expresion de genes (Fu y Dong, 2013). Truman y colaboradores en 2007 asi como
Attaran y colaboradores en 2009, propusieron que a diferencia del antagonismo, ambas
vias podian inducirse sinérgicamente para conferir resistencia, en sus investigaciones
encontraron que la infeccion con Pseudomonas syringae pv tomato aumento los niveles
de JA a las 6 h ddp disminuyendo a sus niveles normales a las 11h ddp, también
encontraron que la aplicacién exdégena de JA indujo la SAR y que algunas mutaciones
en la via de JA disminuyeron la defensa por SAR (Truman et al., 2007) (Attaran et al.,
2009).
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CONCLUSIONES

e Afinina por riego no activa el priming del gen PvPR1.

¢ Afinina asperjada activa el priming y aumenta la expresion del gen PR1 hasta
2.3 veces.

e Afinina y extracto, asperjados a 600 uM, inhiben y disminuyen, respectivamente,
la propagacion de Pseudomonas syringae pv phaseolicola, en frijol.

e Afinina y extracto asperjado después del patdgeno, aumentan hasta 10 veces la
concentracion de bacteria en la planta.

e La concentracion con mejores resultados para la defensa y primado fue de 600
uM.

e El extracto tiene un efecto positivo en la produccion de semilla.

e La afinina asperjada aumentan la produccion de biomasa en frijol.

e El etanol al 10% tanto regado como asperjado, disminuye drasticamente la
produccion de semilla por planta de frijol.

e La derivatizacion con BSTFA si permite la identificacion de varios metabolitos
secundarios, especificamente SAy JA.

e Afinina asperjada o regada induce tanto la via del JA como la del SA.

e La fitohormona de JA participa en la generacion de defensa y posiblemente el
primado de Phaseolus vulgaris contra la fitohormona hemibiétrofa Pseudomonas

syringae.
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PERSPECTIVAS
Los resultados anteriores no resuelven las incégnitas sobre la defensa de plantas, al

contrario, dejan al descubierto que aun falta mucho por estudiar y se han generado
mas dudas al respecto. Siendo este el primer estudio realizado para analizar la
activacion de priming utilizando alcamidas, se proponen los siguientes estudios como

segundo paso de esta investigacion.
e Cinética de crecimiento de patdgeno sobre placa y matraz con afinina 600 uM.
» Analisis de metabolitos con al menos 5 réplicas biologicas.
« Determinar si el gen PvPR1 permanece primado en las siguientes generaciones.

* Analizar otros genes involucrados en la defensa como los relacionados con el JA
y ET.

* Analizar si la afinina activa el priming y ayuda en la defensa contra patégenos

necrotroficos.

» Estudiar la generacion de volatiles y el posible priming o resistencia sistémica

que pueda generar.
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ANEXO 1. Cuantificacion de semillas
Definiciones

e Semilla llena: Semilla que esta en buen estado de color y tamafio (SLL).

e Semilla media: Semilla que se encuentra bien, pero de menor tamafo y color
amarillento, es posible que sea viable (SM).

e Semilla vacia: Semilla que no se desarrolld, se encuentra pequefia y de colores
verdoso o café (SV).

Tratamiento: Control (Sin infeccidn y sin induccidn)
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Tratamiento: Patdgeno (Plantas infectadas con Pseudomonas syringae pv

Phaseolicola)
Numero de plantas: 5
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Tratamiento: Agua-etanol regado (Plantas regadas con 100 mL de etanol:agua en una
proporcién 1:9)
Numero de plantas: 6
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Tratamiento: Agua-etanol asperjado (Plantas asperjadas con una mezcla de de
etanol:agua en una proporcion 1:9)
Numero de plantas: 4
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Tratamiento: Afinina regada 600 uM (Plantas regadas con afinina 600 uM)
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Tratamiento: Afinina regada 200 uM (Plantas regadas con afinina 200 uM)
Numero de plantas: 5

Planta 1 Planta 4

Planta 2

i R

1 4] 0| 2

al 1| 03

Tratamiento: Extracto regado 600 uM (Plantas regadas con extracto 600 uM)

Numero de plantas: 5
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Tratamiento: Extracto regado 200 uM (Plantas regadas con extracto 200 uM)

Numero de plantas: 3
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Tratamiento: Afinina asperjada 600 uM (Plantas asperjadas con afinina 600 uM)

Numero de plantas: 9
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Tratamiento: Afinina asperjada 200 uM (Plantas asperjadas con afinina 200 uM)
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Tratamiento: Extraxto asperjado 600 uM (Plantas asperjadas con Extracto 600 uM)

Numero de plantas: 5
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Tratamiento: Extracto asperjado 200 uM (Plantas asperjadas con Extracto 200 uM)

Numero de plantas: 5
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Tratamiento: Afinina regada 600 uM + patdégeno (Plantas regadas con afinina a 600
uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Numero de plantas: 3
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Tratamiento: Afinina regada 200 uM + patégeno (Plantas regadas con afinina a 200
uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
Numero de plantas: 2

Planta Planta 2

Tratamiento: Extracto regado 600 uM + patdégeno (Plantas regadas con extracto a 600
uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Numero de plantas: 3
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Tratamiento: Extracto regado 200 uM + patdégeno (Plantas regadas con extracto a 200
uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Numero de plantas: 3
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Tratamiento: Afinina asperjada 600 uM + patdgeno (Plantas asperjadas con afinina a
600 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
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Tratamiento: Afinina asperjada 200 uM + patdgeno (Plantas asperjadas con afinina a
200 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
Numero de plantas: 6
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Tratamiento: Extracto asperjada 600 uM + patdégeno (Plantas asperjadas con extracto

a 600 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Numero de plantas: 3
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Tratamiento: Extracto asperjada 200 uM + patdégeno (Plantas asperjadas con extracto
a 200 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
Numero de plantas: 3
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ANEXO 2. Peso seco

Peso seco del tallo de Phasealus vulgaris L (g)
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ANEXO 3. Datos de cinética
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0.083
0.050
0.055
0.119
0.112
0.072
0.082
0.148
0.149
0.093
0.108
0.183
0.181
0.125
0.139
0.192
0.202
0.138
0.165
0.203
0.198
0.160
0.184
0.226
0.223



0.196
0.201
0.062
0.036
0.108
0.069
0.295
0.268
0.274
0.293
0.261
0.228
0.234
0.237
0.262
0.238
0.229
0.220
0.264
0.248
0.061
0.105
0.265
0.246
0.217
0.215
0.255
0.236
0.204
0.201

0.204
0.192
0.094
0.044
0.104
0.009
0.302
0.322
0.281
0.284
0.278
0.293
0.254
0.250
0.282
0.297
0.244
0.240
0.294
0.318
0.081
0.135
0.306
0.317
0.231
0.238
0.295
0.304
0.241
0.231

0.163
0.166
0.029
0.004
0.114
-0.011
0.212
0.227
0.241
0.270
0.203
0.213
0.194
0.209
0.203
0.211
0.187
0.210
0.204
0.210
0.050
0.045
0.192
0.210
0.179
0.201
0.198
0.208
0.179
0.184
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0.198
0.207
-0.003
0.039
0.112
0.019
0.287
0.227
0.284
0.292
0.281
0.216
0.245
0.254
0.286
0.229
0.250
0.255
0.296
0.252
0.096
0.137
0.305
0.257
0.236
0.254
0.301
0.255
0.229
0.241

0.141
0.125
0.002
-0.019
0.046
-0.002
0.164
0.155
0.178
0.175
0.164
0.149
0.134
0.126
0.160
0.143
0.137
0.119
0.158
0.138
-0.040
-0.001
0.154
0.130
0.122
0.102
0.152
0.128
0.104
0.086

0.181
0.193
0.057
0.022
0.098
0.006
0.270
0.269
0.265
0.265
0.276
0.268
0.236
0.237
0.284
0.285
0.245
0.239
0.298
0.301
0.080
0.138
0.283
0.304
0.230
0.247
0.294
0.295
0.227
0.236

0.170
0.170
0.008
0.011
0.074
0.020
0.166
0.169
0.219
0.212
0.164
0.160
0.150
0.157
0.164
0.159
0.145
0.154
0.158
0.159
-0.005
-0.001
0.147
0.156
0.118
0.135
0.151
0.153
0.100
0.123

0.187
0.210
0.055
0.028
0.129
0.025
0.265
0.267
0.276
0.285
0.272
0.270
0.260
0.266
0.289
0.291
0.262
0.266
0.300
0.311
0.107
0.140
0.295
0.315
0.249
0.270
0.300
0.309
0.237
0.261

0.180
0.188
0.046
0.021
0.125
0.028
0.277
0.252
0.262
0.270
0.289
0.261
0.231
0.231
0.302
0.275
0.236
0.229
0.315
0.297
0.070
0.156
0.323
0.294
0.237
0.241
0.316
0.294
0.235
0.228

0.181
0.206
0.063
0.021
0.133
0.037
0.241
0.268
0.260
0.288
0.256
0.279
0.222
0.256
0.266
0.294
0.228
0.260
0.283
0.313
0.100
0.123
0.296
0.323
0.219
0.266
0.296
0.315
0.215
0.258



ANEXO 4. Resultados de UFC

Tratamiento: Patogeno (Plantas infectadas con Pseudomonas syringae pv
Phaseolicola)

Numero de plantas: 3
NUmero de muestras tomadas: 4

Patdgeno

+

3 aal 12 700000 | 1440000

Tratamiento: Afinina regada 600 uM + patdgeno (Plantas regadas con afinina a 600
uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
Numero de plantas: 3

NUmero de muestras: 12
ARPEOO

2 all 0 (142000 0

3 2700 23l 2400000 | 5020000

Tratamiento: Afinina regada 60 uM + patégeno (Plantas regadas con afinina a 60 uM e
infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
Numero de plantas: 3

~Numero de muestras: 12

ARPEO

120



1 3000 itill GO00000 | 13600000

(800 3500000

672 (344000

Tratamiento: Extracto regado 600 uM + patégeno (Plantas regadas con extracto a 600
uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
Numero de plantas: 3
NUumero de muestras: 12
ERPEOD

1 0 il I 1340000

Tratamiento: Extracto regado 60 uM + patdgeno (Plantas regadas con extracto a 60
uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Numero de plantas: 3

Numero de muestras: 12

ERPEO

1 Tab 1 [af2000 | 1420000

3020000
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Tratamiento: Afinina asperjada 600 uM + patégeno (Plantas asperjadas con afinina a
600 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Numero de plantas: 3

NUumero de muestras: 12

‘ AAPEO0 \

Tratamiento: Afinina asperjada 60 uM + patégeno (Plantas asperjadas con afinina a 60
uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Numero de plantas: 3

NUumero de muestras: 12

AAPED
1 201 0 402000 0
2 0 0 0 I
3 al4 0 1008000 0

Tratamiento: Extracto asperjada 600 uM + patégeno (Plantas asperjadas con extracto
a 600 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola).

Numero de plantas: 3

Numero de muestras: 12

EAPGOO
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14280000

2260000

Tratamiento: Extracto asperjada 60 uM + patdgeno (Plantas asperjadas con extracto a
60 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola).

Numero de plantas: 3

NUumero de muestras: 12

EAPGO

| 0 33 I G&0000
2 0 282 I 2640000
3 0 0 I I

Tratamiento: Afinina asperjada 600 uM sobre planta infectada con patégeno (Plantas
asperjadas con afinina a 600 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola).
Numero de plantas: 3

~Namero de muestras: 6

AASPEO0
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3 Incontable 326 - 6520000

Tratamiento: Afinina asperjada 60 uM sobre planta infectada con patégeno (Plantas

asperjadas con afinina a 60 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola).

Numero de plantas: 3
NUmero de muestras: 6

AASPED

] e | B | [0
+ + +

“Tratamiento: Extracto asperjada 600 uM + patdégeno (Plantas asperjadas con extracto
a 600 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola).
Numero de plantas: 3

Numero de muestras: 6
EASPGO0

L 2 O 2.2

L ) S

Incontable

Incontable

Tratamiento: Extracto asperjada 60 uM + patdgeno (Plantas asperjadas con extracto a
60 uM e infectadas con Pseudomonas syringae pv. phaseolicola).
Numero de plantas: 3

~Namero de muestras: 6

EASPEO

] e | BB om0

Incontable al4 10280000
| 3 | ok | 3] -] WA
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