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Resumen y Abstract IX

Resumen

La defensa vegetal recae en diferentes vias pertenecientes a la inmunidad innata de las
células individuales que se activan como respuesta a condiciones de estrés bibético.
Diferentes sustancias como moléculas intermediarias en rutas de defensa y en
mecanismos de regulacidn energética y extractos de algas marinas como Ascophyllum
han sido utilizados como inductores para suprimir parcialmente diversas enfermedades.
Los extractos de algas marinas solos, en combinacion y alternados con fungicidas han
mostrado resultados satisfactorios. Se evalu6 el efecto de la aplicacién de un extracto de
algas marinas a base de Ascophyllum nodosum en la induccion de cuatro genes asociados
a diferentes vias de sefalizacion de rutas de defensa en banano. Se realizaron dos
aplicaciones, en el Dia 0 y en el dia 9 sobre plantulas de banano variedad Williams de tres
meses de edad, usando concentraciones de 500, 1000 y 2000 cc/ha. Se obtuvieron
muestras de tejido vegetal los dias 1, 3, 6, 9, 10, 12 y 15 y se evalud la expresién de los
genes PR4, POX, PR1 y PAL por RT-QPCR. Se observé que la concentracién de
2000cc/ha aumento el nivel de expresion de los genes PR4, POX y PAL.

Palabras clave: Extracto de algas marinas, Musa sp, Nivel de expresion, PR4, PR1,
PAL y POX
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Abstract

The plant defense rests in different pathways belonging to the innate immunity of the
individual cells that are activated in response to conditions of biotic stress. Different
substances such as intermediary molecules in defense routes and energy regulation
mechanisms and seaweed extracts such as Ascophyllum have been used as inducers to
partially suppress various diseases. The seaweed extracts alone, in combination and
alternated with fungicides have shown satisfactory results. The application of a seaweed
extract based on Ascophyllum nodosum was evaluated in the induction of four genes
associated with different defense signaling pathways in banana. Two applications in the
day 0 and 9 were performed on three-month-old Williams plants using concentrations of O,
500, 1000 and 2000 cc / ha. Plant tissue samples were obtained on days 1, 3, 6, 9, 10, 12
and 15 and the expression of PR4, POX, PR1 and PAL genes was evaluated by RT- qPCR.
An induction in the expression levels of PR-4, POX and PAL was observed in the plants
treated with the extract at 2000 cc / ha.

Key words: seaweed extract, Musa sp, Expression level, PR4, PR1, PAL y POX
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Introduccioén

El banano es una fruta de interés econémico muy importante en Africa, Asia y América
latina, constituye uno de los principales cultivos de alimentos tropicales y productos basicos
mundiales (Li, Li, Sun, & Peng, 2016; Torres, Calderén, Rodriguez-Arango, Morales, &
Arango, 2012). Sin embargo, su produccion se ve afectada por diversas enfermedades que
disminuyen su rendimiento ocasionando grandes pérdidas econémicas. Dentro de las mas
significativas estan el mal de panama cuyo agente causal el hongo Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (Foc) especialmente Foc raza tropical cuatro (RT4) no tiene un método de
control efectivo en campo y conduce a la muerte de la planta (Li et al., 2016), y la Sigatoka
negra ocasionada por el hongo Paracercospora fijiensis es una costosa y perjudicial
enfermedad foliar que afecta la produccion y exportacion del fruto (Torres et al., 2012).

Las enfermedades en banano se controlan principalmente mediante la aplicacion de
fungicidas quimicos cuya efectividad se ha visto limitada por el uso continuo, ocasionando
gue se presenten cepas microbianas resistentes y por ende se aumenten los costos de
produccién al realizar mas aplicaciones. Por ejemplo, el control de la Sigatoka negra en
Latinoamérica tiene un costo estimado de 350 millones de ddlares anuales (Torres et al.,
2012), estos costos representan aproximadamente el 40% de los costos de produccion con

40 ciclos de aplicacién (Torres et al., 2012).

Actualmente se estan abordando estrategias alternativas al control quimico como la
resistencia inducida en la cual se usan fragmentos de pared celular, moléculas
intermediarias en rutas de defensa, extractos vegetales, extractos de algas marinas y
guimicos sintéticos para promover la defensa vegetal y asi mejorar la resistencia a los
patégenos (Ramkissoon, Ramsubhag, & Jayaraman, 2017; Walters, Ratsep, & Hauvis,
2013).

Dentro de estas alternativas de resistencia inducida, se encuentran los extractos de algas

marinas, los cuales contienen diversos componentes bioactivos que actdan a través de
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diferentes vias en la fisiologia y metabolismo celular promoviendo diversos efectos
benéficos para las plantas (Khan et al., 2009; Ramkissoon et al., 2017; Sharma, Fleming,
Selby, Rao, & Martin, 2013) por lo cual han sido ampliamente aplicados en campo con
efectos tales como: induccion de respuestas vegetales fisiolégicas, aumento de la
tolerancia vegetal a un amplio rango de factores de estrés abidtico y resistencia a

enfermedades.

El potencial de los extractos de algas marinas para la supresiéon parcial de un amplio
espectro de enfermedades en plantas ha sido probado en varios cultivos con reducciones
entre el 20 al 85% (Walters et al.,, 2013). Ddiversos autores exponen que el principal
mecanismo para la resistencia a las enfermedades estaria asociado a la induccién de
defensa vegetal como lo demuestran los trabajos realizados en plantas modelo donde
moléculas sefial como el 4cido salicilico (AS), el acido jasmonico (AJ) y el etileno y otras
moléculas como fitohormonas, antioxidantes, componentes fendlicos y flavonoides son
inducidos para activar los sistemas de proteccion vegetal frente a patégenos con la
subsecuente activacion de genes de defensa, proteinas relacionadas a proteinas de
patogénesis (PR) y la acumulacion de componentes inhibitorios como fenoles y fitoalexinas
(Ali, Ramkissoon, Ramsubhag, & Jayaraj, 2016; Li et al., 2016)

La elicitacion de genes de defensa en plantas de banano mediante la aplicacion de
extractos de algas marinas no se ha estudiado hasta el momento. Por lo tanto, para
establecer el potencial uso de extractos de algas en los cultivos de banano en Colombia,
como inductores de resistencia, es importante realizar estudios sobre formas de aplicacion,
evaluaciébn de la resistencia inducida a nivel genético, bioquimico y pruebas de

patogenicidad.

En el presente trabajo se aborda el estudio a nivel molecular del nivel de expresion de
cuatro genes marcadores de rutas de defensa: PR4, POX, PR1 y PAL los cuales codifican
para las proteinas: Proteina relacionada a patogenicidad -4, Peroxidasa, Proteina
relacionada a patogenicidad -1 y Fenilalanina amonio liasa, respectivamente, en respuesta

a la aplicacion de un extracto de Ascophyllum nodosum (ANE) en plantulas de Banano.



1.Marco teodrico

1.1 Algas marinas

Existen aproximadamente 9000 especies de macroalgas, las cuales se clasifican de
acuerdo a la pigmentacion que presentan en Phaeophyta (algas marrones), Rhodophyta
(algas rojas) y Chlorophyta (algas verdes). Dentro de estas, las algas marrones o pardas,
han sido las que mas se han empleado en el campo agricola como enmiendas,
bioestimulantes y biofertilizantes para la induccién de respuestas vegetales fisiol6gicas
como la estimulacién del desarrollo vegetal, el incremento de la floraciéon, aumento del
rendimiento, la actividad fotosintética y el contenido nutricional de los productos
comestibles, la promocién de microorganismos promotores de crecimiento en la rizosfera

y el aumento de la vida util post-cosecha en productos perecederos.

Los extractos de algas marinas también han sido empleados para aumentar la tolerancia
vegetal a un amplio rango de factores de estrés abidtico como salinidad, sequia,
temperaturas extremas y deficiencia de nutrientes (Khan et al., 2009; Ramkissoon et al.,
2017; Sharma et al., 2013). Algunas especies de algas presentan un potencial estimulatorio
mayor ya que pueden ser utilizadas en el manejo integrado de cultivos, al elicitar

mecanismos de defensa vegetal frente a diversos patégenos (Ramkissoon et al., 2017).

Las principales especies de algas usadas en el sector agricola son las algas marrones:
Ascophylum nodosum, Ecklonia maxima, Durvillea potatorum, Durvillea antarctica, Fucus
serratus, Himanthalia elongate, Laminaria digitata, L. hyperborea, Macrocystis pyrifera, y
Sargassum spp (Sharma et al.,, 2013). De ellas, Ascophyllum nodosum es la mas
estudiada, se ha evaluado en una gran variedad de cultivos verificando su efecto elicitor y

proveyendo resistencia frente a patdgenos necrotrofos y biotrofos ademas de mostrar
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impactos positivos en el desarrollo vegetal y rendimiento (Ali et al., 2016; Ramkissoon et
al., 2017).

1.1.1 Principales componentes de los extractos algales

Los componentes bioactivos de los extractos de algas marinas pueden ser: oligo y
polisacaridos, lipidos, glicoproteinas, proteinas o péptidos los cuales son percibidos por
las células vegetales y actlan a través de diferentes vias en la fisiologia y metabolismo
celular promoviendo diversos efectos benéficos para las plantas como se observa en la
Figura 1-1 (Khan et al., 2009; Ramkissoon et al., 2017; Sharma et al., 2013).

Figura 1-1 Representacion esquematica de efectos fisiolégicos elicitados por algas
marinas y posibles mecanismos de bioactividad.
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Fuente: (Khan et al., 2009)

Entre los principales polisacaridos de la pared celular de las algas estan la laminarina, el
fucoidan, los alginatos y el manitol. La mayoria de los polisacéridos o derivados de estos
tienen actividad fitoprotectora a nivel sistémico (Khan et al., 2009; Sharma et al., 2013).

Los alginatos mejoran la aireacion, la capilaridad, la retencién de agua y en general la
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estructura del suelo y su degradacion favorece el crecimiento y desarrollo de micorrizas
(Khan et al., 2009) y se considera que pueden inducir un estallido oxidativo en las plantas
tratadas con extractos algales (Sharma et al., 2013).

Otros componentes bioactivos son los reguladores de crecimiento vegetal como auxinas,
citoquininas, betainas, giberelinas, acido abscisico, &cido jasmonico, poliaminas, etileno y
brasinoesteroides (Sharma et al., 2013). Las auxinas son importantes en el proceso de
enraizamiento, mientras que las citoquininas producen varios efectos como el control del
ciclo celular, el desarrollo vascular, la movilizaciébn de nutrientes y el retraso de la
senescencia (Khan et al., 2009; Ramkissoon et al., 2017; Sharma et al., 2013). Las
citoquininas parecen estar implicadas también en la reduccion de radicales libres
confiriendo tolerancia al frio y la sal. Las betaines son moléculas que mejoran la respuesta
vegetal al estrés osmético inducido por salinidad, sequia y altas temperaturas y mejoran el
contenido de clorofila aumentando el rendimiento de los cultivos (Khan et al., 2009; Sharma
et al., 2013).

Otras moléculas por su parte presentan propiedades antimicrobianas como los acidos
grasos o regulan la permeabilidad de la membrana celular e influyen en la tolerancia a las

bajas temperaturas en las plantas como los lipidos (Sharma et al., 2013).

Finalmente, proteinas, aminoacidos, lipidos y fragmentos de polisacaridos contenidos en
los extractos algales corresponden a importantes recursos de elicitacion de las defensas
vegetales. Algunos de ellos pueden imitar las sefiales de los patégenos activando
diferentes vias de sefializacion que desencadenan variados mecanismos de defensa a

nivel local y sistémico (Khan et al., 2009; Ramkissoon et al., 2017; Walters et al., 2013).

1.1.2 Extractos de algas marinas Yy resistencia a
enfermedades

El potencial de los extractos de algas marinas para la supresion parcial de un amplio
espectro de enfermedades en plantas ha sido probado en varios cultivos con reducciones
entre el 20 al 85% (Walters et al., 2013). La aplicacién sobre plantulas de zanahoria
afectadas por Alternaria radicina mostré una reduccion significativa de la enfermedad

(Jayaraj, Wan, Rahman, & Punja, 2008) mientras que la severidad de la infeccion
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ocasionada por Phytophthora capsici fue reducida en un 80% en tomate (Panjehkeh &
Abkhoo, 2016).

Algunos extractos muestran actividad inhibitoria directa sobre los microrganismos
patégenos, como se observa con los extractos de Ochtodes secundiramea and Laurencia
dendroidea, las cuales tienen fuerte efecto antifungico directo sobre el hongo
Colletotrichum musae, agente causal de la antracnosis en banano con una reduccién del
89% y del 78%, respectivamente (Machado et al., 2014)

Los extractos de algas marinas se han aplicado en combinacién con otras sustancias y
alternados con fungicidas mostrando resultados satisfactorios. La aplicacion de extractos
de algas junto a tiamina permitié reducir el tizon temprano del tomate (Farouk, Safaa, &
Abeer, 2012). Mientras que la aplicacién alternada con fungicidas como Dalconex y
Cupraneb resulta en la reduccion de enfermedades importantes causadas por Alternaria
cucumerinum, Didymella applanata, Fusarium oxysporum, Botritys cinérea, Alternaria
solani, Xhantomonas campestris en pepinos y tomate (Ali et al., 2016; Jayaraman, Notrrie,
& Punja, 2011). Por lo tanto, el uso en conjunto o alternado de extractos de algas con
moléculas de origen sintético de proteccién o reguladores de crecimiento vegetal se
muestra como una alternativa eficiente dentro de un programa integrado de manejo de

enfermedades en los cultivos (Ali et al., 2016; Sharma et al., 2013).

Diversos estudios de bioinformatica en plantas han demostrado la activacion de cientos de
genes cuando las plantas son tratadas con extractos de algas marinas (Jannin et al., 2013;
Nair et al., 2012) y se ha encontrado que la inducciéon de moléculas sefal como &cido
jasmonico, salicilico y etileno desencadenan la activacién de genes de defensa, proteinas
relacionadas a proteinas de patogénesis (PR) y genes que participan en la sintesis de

componentes inhibitorios como fenoles y fitoalexinas (Ali et al., 2016; Li et al., 2016).

Se ha sugerido en la reduccion de enfermedades, que los extractos de algas marinas
pueden actuar en la reparacion acelerada de los tejidos dafiados debido a que poseen
sustancias como Auxinas, citoquininas y giberelinas que promueven el crecimiento vegetal
(Ali et al., 2016; Craigie, 2011; Jayaraman et al., 2011).
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Por otra parte, se considera que la aplicacion de extractos de algas marinas puede también
desencadenar un efecto priming sobre las plantas. Es decir, La promocion de una
condicion fisiolégica en la cual la planta es capaz de mejorar o aumentar mas rapidamente
las respuestas de defensa, o ambas, frente a factores de estrés bibtico o abiético. El
mecanismo molecular de este estado no se conoce con claridad, sin embargo, se ha
sugerido que podria basarse en la acumulacién o modificacién postraduccional de una o
mas proteinas de sefializacion que, después de ser expresadas o modificadas,
permanecen inactivas. Luego en un segundo evento de sefializacion se podria hiperactivar
la proteina de sefializacion, desencadenando una transduccidon potenciada u otro
mecanismo planteado es la acumulacion de factores de transcripcion cruciales que durante
una fase secundaria podrian inducir directamente el conjunto de genes evitando la

expresion preliminar del factor (Conrath et al., 2006).

1.2 Sistemainmune vegetal

La defensa vegetal recae en dos vias: inmunidad innata de las células individuales y una
emision de sefiales desde el sitio de infeccion. Inicialmente, la planta por medio de
receptores de reconocimiento de patrones transmembrana (PRRs, por sus siglas en inglés)
reconoce microorganismos de crecimiento lento, moléculas elicitoras y patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por sus siglas en ingles) que incluyen una
amplia variedad de moléculas tales como: oligo y polisacéaridos, péptidos, proteinas y
lipidos muchos de los cuales hacen parte de estructuras conservadas evolutivamente y
esenciales en la viabilidad de los patdbgenos como quitina y polisacaridos en hongos y
flagelina en bacterias (Boller & He, 2009; Jones & Dangl, 2006; Khan et al., 2009; Koeck,
Hardham, & Dodds, 2011; Ramkissoon et al., 2017; Wu, Shan, & He, 2014). Las plantas
también generan sefales durante la interaccion denominadas patrones moleculares
asociados al dafio (DAMPs, por sus siglas en ingles) que actian como sefales de

advertencia de infeccion o para amplificar la respuesta de defensa (Wu et al., 2014).

Esta primera via en el sistema inmune vegetal es denominada Inmunidad desencadenada
por PAMPs (PTI, por sus siglas en ingles) y puede limitar o detener la colonizacién (Boller
& He, 2009). Entre las respuestas asociadas a PTI estan la alcalinizacion del medio, el flujo

de iones a través de la membrana, la produccion de &cido nitrico, &cido fosfatidico,
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especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles), etileno y la activacion de
una cascada de MAP quinasas evolutivamente conservada. (Wu et al., 2014).

Muchos patégenos sobrepasan esta primera linea de defensa por medio del despliegue
de proteinas efectoras lo cual activa la segunda via de defensa vegetal, llamada Inmunidad
desencadenada por efectores (ETI, por sus siglas en ingles) que le permite a la planta
reconocer los efectores de patdgenos de diversos reinos en forma directa a través de
proteinas NB-LRR, que codifican para un "sitio de union de nucledtidos" (NBS, del inglés
"nucleotide binding site" y una "repeticion rica en leucina" (LRR, del inglés "Leucine rich
repeat"). Estas proteinas son codificadas por los genes de resistencia (genes R) o
indirectamente por los efectos del efector en la planta. En ambos casos se desencadenan
respuestas de defensa similares que involucran muerte celular localizada (respuesta
hipersensible). La ETI es entonces una version amplificada de la PTI que a menudo
culmina en la induccion de hipersensibilidad. ETI es efectiva frente a patégenos cuyo estilo
de vida sea bhiotrofo o hemibiotrofo debido a que necesitan de tejido vivo para realizar la
infeccién (Jones & Dangl, 2006; Koeck et al., 2011).

1.2.1 Mecanismos de resistencia

Las plantas poseen barreras quimicas y estructurales para limitar el ataque de los
patdgenos sin embargo estas estrategias son a menudo insuficientes para contener la
infeccién por ello la planta recurre a las respuestas de defensa inducibles (Moosa, Farzand,
Sahi, & Khan, 2017).

En primer lugar, se encuentra la resistencia basal activada por agentes patégenos en
hospederos susceptibles que fue descrita anteriormente y corresponde a la respuesta PTI
mas una ETI débil, dada por un débil reconocimiento de los efectores (Jones & Dangl,
2006).

Resistencia sistémica adquirida (SAR, Por sus siglas en inglés) es una via de transduccion
de sefiales dependiente del 4cido salicilico que puede ser inducida por una gran variedad
de moléculas procedentes de patdgenos necroticos, algunos productos sintéticos como
acibenzolar-s-metil (ASM) o la aplicacion directa de AS exdgeno (Pieterse & Van Loon,

1999; Walters et al., 2013). Por lo general, tiene un efecto de amplio espectro y larga
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duracion (Yasmin & Saleem, 2014). En tomate, la aplicacion de AS exdgeno por ejemplo,
permitido mejorar la resistencia frente a Foc (Li et al., 2016).

Por otra parte, la resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en ingles) es activada
por la colonizacién de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal o heridas vegetales
gue desencadenan respuestas mediadas por vias sensibles al AJ y el etileno y cuya
respuesta tiende a ser de amplio espectro y larga duracién (Pieterse & Van Loon, 1999;
Walters et al., 2013). Aunque también algunas rizobacterias pueden desencadenar SAR
(Pieterse & Van Loon, 1999).

Lainduccién de resistencia SAR o ISR conduce a la activacion directa de genes de defensa
vegetal o al priming de las células vegetales, es decir, que estén listas para un subsecuente
ataque de un patégeno. Se considera que la mayoria de las veces el efecto de induccién
de resistencia esta dado por una mezcla de ambos mecanismos (Walters et al., 2013).

1.2.2 Vias de defensa vegetal

Mediante la transduccion de sefiales dadas por la percepcién de moléculas elicitoras a
través de redes integradas por diversas vias que involucran a su vez diferentes moléculas,
las plantas pueden desencadenar respuestas de amplio espectro por la relacion dada entre
estas vias consiguiendo diferentes combinaciones de mecanismos de defensa (Pieterse &
Van Loon, 1999).

Dentro de las moléculas involucradas en estas redes e inducidas por los patégenos para
activar procesos de defensa se encuentran: moléculas sefial de respuesta hipersensible
como acido salicilico (AS) y acido jasmonico (AJ); fitohormonas reguladoras de crecimiento
vegetal como &cido abscisico, acido indol acético, citoquininas y giberelinas; Antioxidantes
como glutation y &cido ascorbico; componentes de defensa como polifenoles, acidos
fendlicos y flavonoides y los &cidos organicos, acido siringico, &cido galacico y acido
sindpico (Li et al., 2016).

Las fitohormonas AS, AJ y etileno cumplen un rol crucial en la regulacién del sistema de
defensa vegetal con el fin de limitar el costo en fithess y ajustar la respuesta vegetal al tipo
de microorganismo patdgeno (De Coninck, Timmermans, Vos, Cammue, & Kazan, 2015).
El acido salicilico es una molécula clave de un conjunto de vias, las cuales son

dependientes de su acumulacion temprana a nivel local y sistémico. (Pieterse & Van Loon,
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1999). Usualmente, las respuestas de defensa activadas por acido salicilico son utilizadas
en la resistencia frente a microorganismos biotrofos (Jones & Dangl, 2006) y comprenden
la activacion de los genes relacionados a patogénesis (PR, por sus siglas en inglés): PR1,
PR2y PRS5 (Li et al., 2016).

El &cido jasmonico induce generalmente la expresion de los genes PR3, PR4 y PR12 (Li
et al., 2016), sin embargo, sus derivados también pueden ejercer efecto en la expresion
génica. Por ejemplo, el metil-jasmonato, un derivado del acido jasmonico, aumenta la
expresion del gen PR-1 previamente activado por 4cido salicilico en tabaco, mientras que,
la accion sinérgica de estas dos moléculas activan ademas los genes PR-5. Se ha
demostrado que la activacion del gen de defensa PDF1.2 de Arabidopsis requiere de la
accién combinada de &cido jasmonico y etileno (Pieterse & Van Loon, 1999). Por
consiguiente, algunos mecanismos de defensa vegetal son inducidos por el aumento
simultaneo en los niveles de ambas moléculas siendo generalmente efectiva su vinculacién
en la promocion de la defensa frente a microorganismos necrotrofos (Jones & Dangl, 2006;
Pieterse & Van Loon, 1999).

Se ha observado también interaccion negativa entre las moléculas de sefalizacion que
conducen a la inactivacion de respuestas de defensa. En Tabaco, el acido salicilico y sus
analogos funcionales el acido 2,6-dicloro- isonicotinico y el benzothiadiazole pueden inhibir
la expresion de genes de defensa inducidos por el acido jasmonico. Mientras que, la
presencia de este Ultimo junto al etileno mejoran las respuestas inducidas por el acido

salicilico (Pieterse & Van Loon, 1999).

Todas las moléculas involucradas en los procesos de defensa inducen la activacion de
genes relacionados a patogénesis (PR) (Li et al., 2016) y la expresion de los mismos puede
ser mediado por diferentes vias de sefializacion (Pieterse & Van Loon, 1999) como se
observa en el caso del gen PR-1, que tradicionalmente se considera un gen marcador de
las vias dependientes de &cido salicilico (Li et al., 2016; Pieterse & Van Loon, 1999) pero

en tabaco puede ser inducido también por &cido poliacrilico.

En Arabidopsis el gen PR1 es activado en respuesta al etileno y al (AJ) a través de
induccién por rizobacterias o heridas, mientras que en condiciones de estrés bittico la
activacion es mediada por la acumulacion de (AS). En frutos de banano, el gen MaPR1a

puede ser activado tanto por etileno, como por acido jasmonico y &cido salicilico (Kesari,
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Trivedi, & Nath, 2010). A pesar de compartir pasos de sefializacion la transduccion de
sefiales por SAR e ISR no son idénticos y por lo tanto los mecanismos de defensa
desencadenados son diferentes con la activacion de grupos de genes de defensa distintos
en cada uno de los casos como se observa en la Figura 1-2 (Pieterse & Van Loon, 1999).

Figura 1-2 Rutas de sefializacion sistémicas inducidas en plantas por rizobacterias,

patégenos o heridas

MNon-pathogenic rhizobacteria Pathogen infection Wounding
JA response MNecrosis ]
Ethylene response SA produclian‘J - k‘ JA + ethylene production
[t}
<
NPR1
ISR SAR
Unknown SA-inducible SA-non-inducible Plant defensins Proteinase
defensive compounds PRs PRs thionins inhibitors

Fuente: (Pieterse & Van Loon, 1999)

1.2.3 Defensa vegetal en banano

En el banano, la defensa vegetal depende en gran parte de la proporcién y de la cantidad
de compuestos fendlicos producidos de la sintesis de lignina que permite ademas
fortalecer la estructura de la pared (Li et al., 2016). Es importante recalcar el efecto del
genotipo del hospedero en el nivel de resistencia, para el caso del banano, se ha
evidenciado una relacion entre las respuestas de defensa activadas en cultivares y el nivel
de ploidia. En el estudio realizado por Torres et al.,, 2012 el cultivar Calcutta 4 (Musa
acuminata ssp. burmaniccoides) diploide (AA) evidencié un mayor nivel de resistencia al

patégeno P. fijiensis que el cultivar Williams triploide (AAA) a través de la induccion
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diferencial de genes de defensa que codifican para enzimas como Fenilalanina amonio-
liasa (PAL, por sus siglas en inglés), peroxidasa (POX, por sus siglas en ingles), y b-1,3-
glucanasa en las primeras 72 horas de infeccion (Torres et al., 2012). Otros cultivares de
banano susceptibles a Sigatoka negra, 'Gran Enano' (AAA), 'Barraganete’ (AAB) y
'‘Dominico’ (AAB) presentan igual nivel de ploidia al cultivar Williams (Sanchez Timm,
Hidalgo Pardo, & Pacheco Coello, 2016) los cuales hacen parte de las 20 variedades de
banano de las 300 especies que existen que son cultivables con fines comerciales (Yasmin
& Saleem, 2014).

Los cultivares de banano catalogados como resistentes a enfermedades importantes,
como la Sigatoka negra y el mal de panam4, presentan incrementos en la actividad y el
nivel de expresion de genes de defensa en una fase temprana de la interaccién con el
patdgeno que los cultivares susceptibles desencadenando muerte celular en las zonas de

infeccién evitando la dispersion del patégeno (Sanchez Timm et al., 2016).

El cultivar Calcuta 4 resistente al patégeno P. fijiensis incrementa la expresion de los genes
gue codifican para las proteinas relacionadas a proteinas de patogénesis (PR) PR-1, PR-
2, PR-3, PR-4, PR-9, PR-10, PR-14 y PR-15 durante la interaccion con el patégeno (Portal
et al. 2011; Rodriguez-Cabal 2012). Mientras que en M. yunnanensis (YN) resistente a Foc
RT4, se observd el aumento en la expresion de los genes codificantes de las proteinas
PR-1, PR-2,PR-4, PR-5, PR-9 y PR-12 durante la interaccion (Li et al., 2016).

El tiempo de reconocimiento del patégeno condiciona el éxito de la defensa vegetal,
mediada, por un incremento rapido de las fitohormonas y moléculas sefial durante la
interaccion (Yasmin & Saleem, 2014). Las moléculas activadas, el nivel de activacion y el
tiempo en el que son activadas dependen de la interacciéon dada, es decir del patdgeno
causal de enfermedad y del genotipo del hospedero como se menciond anteriormente. Por
tanto, la respuesta de defensa no es igual entre cultivares en tiempo de respuesta y
moléculas activadas y un mismo cultivar puede o no activar los mismos mecanismos frente

a patégenos diferentes.

Plantas de banano YN resistentes a Foc aumentan las moléculas sefial acido salicilico,
metil-jasmonato, acido indol acético y disminuyen las moléculas &cido abscisico,

citoquininas y 4cido giberelico desencadenando asi los diferentes mecanismos de defensa.
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Por el contrario, las plantas de banano Cavendish BX variedad susceptible a Foc
disminuyen el nivel de acido jasmonico, acido indol acetico y aumentan el nivel de metil-

jasmonato, acido abscisico, citoquininas y acido giberelico (Li et al., 2016).

1.3 RT-qPCR

1.3.1 Caracteristicas de la RT-qPCR

La qRT-PCR es una herramienta de biologia molecular que permite determinar en qué
medida un gen esta siendo expresado en un momento determinado, por medio de la
amplificacién del cDNA obtenido por la transcripcion reversa del mRNA aislado (Pfaffl,
2001; Schmittgen & Livak, 2008). Es una técnica altamente sensible que permite la
cuantificacion de transcritos poco frecuentes y con pequefios cambios en la expresion
génica. Ademas de proveer exactitud confianza y rapidez en la cuantificacién de los datos
(Pfaffl, 2001).

La cuantificacion de la expresion génica ha sido necesaria para hacer estudios desde
diversos enfoques. Por ejemplo: Validar el nivel de proteinas, validar el grado de
transcripcion de un gen, estudiar la expresion diferencial de genes en patosistemas,
cambios en la expresién génica debido a crecimiento y desarrollo, cambio en la expresién
génica de células expuestas a algin producto quimico, validar la efectividad de RNA no

interferente o antisentido y como herramienta de diagndstico (Schmittgen & Livak, 2008).

Hay dos formas para cuantificar los datos obtenidos por medio de gRT-PCR. La
cuantificacion absoluta y la relativa, cada una de ellas tiene modelos que permiten obtener
el nivel de expresion génico. La cuantificacion absoluta permite determinar el nUmero de
copias del transcrito con base a una curva de calibracién. La cuantificacion relativa esta
basada en la expresion de un gen blanco versus uno de referencia (control enddégeno), lo
cual permite establecer los cambios fisiolégicos en la expresion génica (Pfaffl, 2001;
Schmittgen & Livak, 2008).

Los genes de referencia o también llamados Housekeeping estan presentes en todos los

tipos de células nucleadas, su expresion se considera estable en condiciones normales y
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de experimentacion ya que su expresion esta asociada a funciones basicas en la célula
como la supervivencia (Pfaffl, 2001). Entre los comunmente utilizados se encuentran -
actina, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, fosforibosil-transferasa y 18S del ARN

ribosomal.

El Cp/Ct es definido como el ciclo de la PCR en el cual la sefial de fluorescencia del
fluoréforo alcanza el umbral definido arbitrariamente en la reaccion (Pfaffl, 2001;
Schmittgen & Livak, 2008). El valor numérico del Cp/Ct esta inversamente relacionado con
la cantidad de DNA blanco en la reaccion, es decir que entre menor sea el valor Ct, mayor
cantidad de DNA blanco (Schmittgen & Livak, 2008).

Los datos de Ct obtenidos a partir de las reacciones de PCR en tiempo real pueden
analizarse utilizando varios modelos matematicos para la cuantificacion relativa, en la cual
los valores obtenidos en cada tratamiento o condicién son normalizados con un control de

referencia o Housekeeping.

En esta investigacion se empleara el método comparativo del Ct (Livak & Schmittgen,
2001) que tiene como asuncion una eficiencia de 100% de la reaccion. Este modelo
matematico contiene dos variantes que permiten analizar los datos desde dos enfoques
diferentes: La formula 22t que permite definir el nivel de expresion de un tratamiento en
relacién al control y la variante 2t que permite definir la cantidad de transcrito expresada

y hacer comparaciones entre tratamientos (Schmittgen & Livak, 2008).

1.4 Hipotesis

Ho: La aplicacion de un extracto a base de algas marinas (A. nodosum) sobre plantulas
de banano no tiene efecto en el nivel de expresion de genes involucrados en respuestas

de defensa vegetal.

Ha: La aplicacion de un extracto a base de algas marinas (A. nodosum) sobre plantulas
de banano tiene efecto en el nivel de expresion de genes involucrados en respuestas de

defensa vegetal.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Analizar el nivel de expresién de cuatro genes asociados a defensa vegetal en plantulas

de banano tratadas con diferentes concentraciones de un extracto de algas marinas

1.5.2 Objetivos especificos

. Identificar en el genoma del Banano (Musa sp) cuatro genes marcadores de rutas
de defensa.
. Obtener el nivel de expresion de los cuatro genes seleccionados en plantulas

sometidas a diferentes concentraciones de un extracto de algas marinas.

. Analizar el efecto del extracto de algas marinas sobre la expresion de los genes

estudiados.



2. Diseno Metodoloégico

2.1 ldentificacion y validacion de la amplificacion en el
genoma del Banano (Musa sp) de genes marcadores
de rutas de defensa

2.1.1 Identificaciobn de genes marcadores de rutas de
defensa

La respuesta de defensa vegetal estd marcada por la activacién de diversas rutas que
involucran diferentes moléculas y desencadenan variadas combinaciones de mecanismos
de defensa que implican la sintesis de proteinas las cuales en gran parte son transversales
a varios patosistemas, dentro de ellas se encuentran: Fenilalanina amonio liasa (PAL), B-
1,3-glucanasa, quitinasa y peroxidasa las cuales son inducidas por el ataque de patégenos
(Torres et al., 2012).

Investigaciones previas, realizadas en la Unidad de Biotecnologia Vegetal Unalmed-CIB
identificaron un grupo de genes de defensa expresados diferencialmente en plantas de
banano de las variedades Calcuta y Williams para determinar los genes asociados a
defensa vegetal que son activados durante a interaccion con P. fijiensis, uno de los
principales patégenos que afectan este cultivo a nivel mundial (Rodriguez, Rodriguez-
Arango, Morales, Kema, & Arango, R, 2016). Los genes peroxidasa, proteinas
relacionadas con la patogénesis PR-4, PR-10, fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y la
proteina de respuesta de resistencia a la enfermedad (Disease resistance response,
(DRR)-1), mostraron un nivel de expresion diferencial entre plantas de la variedad Calcutta
4 (Variedad resistente) y Williams (Variedad susceptible) después de la infeccion con el

hongo (Ver Figura 2-1).
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Figura 2-1 Genes expresados diferencialmente en Banano (Musa sp)
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Las plantas pueden desencadenar respuestas de defensa de amplio espectro por la

relacion entre diversas vias de sefializacion celular que involucran diversas moléculas

inducidas por los patégenos, organismos no patégenos o heridas para activar procesos de

defensa, entre estas moléculas de sefializacion se encuentran el acido salicilico (AS) y

acido jasmonico (AJ).
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El gen PR4 es un gen marcador de rutas de defensa ya que se encuentra asociado a la
acumulacion de &cido jasmonico (Li et al., 2016). La actividad de los genes POX y PAL
también se encuentra relacionada a la acumulacion de esta molécula sefial por ello estos
tres genes fueron tomados como candidatos para el desarrollo de la presente investigacion
ya gque se observa que estos presentan niveles de expresién mas bajos en la variedad
susceptible Williams en el trabajo de Rodriguez et al., 2016 y se quiere establecer si estos
genes que participan en la defensa pueden ser elicitados en la variedad susceptible
mediante el uso de un extracto de algas marinas a base de Ascophyllum nodosum. En la
investigacion se incluye dentro de los genes candidatos el gen PR1 debido a que esta
asociado a la acumulacién de &cido salicilico y se desea observar si existe elicitacion

derivada de la acumulacion de esta molécula sefial.

Fenilalanina Amonio Liasa - PAL

PAL es una enzima que se encuentra en plantas angiospermas. Esta enzima participa en
la via de los Fenilpropanoides controlando la entrada de L-fenilalanina en la ruta, lo cual
conlleva a la sintesis de numerosos metabolitos tales como cumarinas, ligninas,
flavonoides (incluyendo antocianinas) y componentes fendlicos los cuales pueden ser
precursores de otras rutas como la biosintesis de lignina o actuar como fitoalexinas

antimicrobianas (Rodriguez et al., 2016; Torres et al., 2012).

Los compuestos fendlicos sintetizados a través de esta ruta tienen estructuras quimicas y
funciones bioldgicas diversas incluyendo roles como pigmentos de flores, frutos, filtros de
radiacion UV-B y componentes de la pared celular. La sobreexpresion de este gen se ha
relacionado con la acumulacion de lignina y engrosamiento de la pared celular (Rodriguez
et al., 2016). Estudios han demostrado que la produccion de componentes fendlicos del
tipo fenilfenalenonas en cultivares de banano pueden tener actividad directa contra
patégenos como P. fijiensis y parecen estar relacionadas con la resistencia exhibida por el
cultivar Yangambi Km 5 frente al mismo patégeno (Rodriguez Cabal, 2009; Torres et al.,
2012). En condiciones de estrés bibtico la actividad enziméatica de PAL aumenta
considerablemente en el area de infeccién con lo cual se presume que esta enzima puede

responder a la presencia de elicitores biol6gicos.
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Proteinas relacionadas con proteinas de Patogénesis PR1-

PR4
En los procesos de infeccidn la aparicion de sintomas esté ligada a la aparicion de una o
mas proteinas nuevas. Estas proteinas de origen vegetal han sido identificadas en plantas
de diversas especies y son inducidas bajo condiciones especificas de estrés biotico por
microrganismos o insectos, heridas, condiciones ambientales adversas y exposicion a
productos quimicos que actuan de forma similar a los patdgenos (Kesari et al., 2010; Sinha
etal., 2014).

Las proteinas PR son proteinas de bajo peso molecular en un rango de 6 a 43 kDa,
estables a pH <3 y resistentes a las proteasas, caracteristicas bioquimicas que les permite
funcionar en ambientes hostiles como el compartimento vacuolar, la pared celular y los
espacios intercelulares (Sinha et al., 2014). La funcién de las proteinas PR es proteger la
planta del dafio excesivo mediante la inhibicion directa del crecimiento y la activacion de
la resistencia inducida adquirida (SAR) por tanto su expresidon estd directamente
correlacionada con la activacion de este mecanismo de resistencia (Moosa et al., 2017).
Sin embargo, algunas proteinas PR son activadas durante el crecimiento y desarrollo
vegetal en fases como la floracion, la senescencia y la maduracion de los frutos (Kesari et
al., 2010).

Tabla 2-1 Clasificaciéon proteinas PR

Family Size (kDal Member Properties

PR-14 15 Tobacco (PR-1a) Antifungal

PR-2 ki ] Tobacco (PR-2) #-1,3-glucanases

PR-3 25-30 Tobacco P, Q Chitinases (1, 11, IV, V, VL, V1I)
PR-4 15-20 Tobacco R Chitinases (1, 1)

PR-5

5

Tobacco &

Thaumatine-like proteins (TLPs)

PR-6 a Tomato inhibitar | Proteinase inhibitor

PR-T 75 Tomato Py Endoproteinasa

PR-E 28 Cucumber chitinase Chitinase (111}

PR-% 35 Tobacco (lignin-forming peroxidase) Peroxidase

PR-10 17 Parsley (FR-1) Ribonuclease-like proteins (RLP)
PR-11 40 Tobacco class-V chitinase Chitinase (1)

PR-12 5 Radish RsAFP3 Defensin

PR-13 5 Arabidopsiz Thi2 1 Thianin

PR-14 9 Barley LTP4 Lipid-transfer protein (LTF)
PR-15 it E.arleg.I OmOa (germin) Oxalate oxidase (0X0)
PR-16& rii] Barley OxOLP Oxalate oxidase-like (0X0)
PR-17 7 Tobacco PRp27 Antiviral and antifungal

PR, pathogenesis-related.

Fuente: (Moosa et al., 2017)

Las primeras evidencias de estas proteinas se observaron en la interaccién Tabaco-Virus

del mosaico del tabaco y a partir de alli fueron identificadas en diferentes especies



20 Andlisis del nivel de expresion de genes asociados a defensa vegetal en
plantulas de banano tratados con diferentes concentraciones de un extracto de
algas marinas

vegetales. Actualmente, las proteinas PR comprenden 17 familias PR1-PR17 clasificadas
con base a sus caracteristicas serologicas, actividades bioquimicas y biolégicas y su
secuencia de aminoacidos (Kesari et al., 2010; Moosa et al., 2017; Sinha et al., 2014;
Yasmin & Saleem, 2014). 13 familias exhiben actividad antifingica PR-1-PR-5, PR-8, PR-

11-PR-186, los roles principales de cada familia se pueden observar en la tabla 2-1.

Dentro de los genes PR la unica familia para la cual la funcion no es del todo clara, consiste
en las proteinas PR-1. Miembros especificos de las familias de tabaco y tomate PR-1
tienen actividad antifiingica contra hongos y oomicetos, pero su mecanismo de accion no
es conocido. El gen PR-1 se considera un marcador clave de rutas de defensa activadas
por la acumulacion de AS (Ali et al., 2016).

Las proteinas de la familia PR4 codifican para quitinasas y cumplen un rol antifingico
directo mediante la degradacion de quitina deteniendo el crecimiento hifal e indirecto,
debido a los oligosacaridos de quitina liberados por la pared celular del patégeno actian
como elicitores y pueden inducir otro rango amplio de respuestas de defensa vegetal
(Moosa et al., 2017; Torres et al., 2012). El gen PR-4 parece estar relacionado con altos
niveles de AJ en plantulas de banano como se observa en la variedad YN infectada por
Foc RT4 (Li et al., 2016).

Peroxidasa-POX

Seguido al reconocimiento del patdgeno, la planta exhibe una explosion oxidativa con la
sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos despliegan efectos tdxicos directos
sobre el patdgeno o indirectos a través de la participacion en los procesos de reforzamiento
por la aposicion de sustancias adicionales en la pared celular (De Coninck et al., 2015).
Estas sustancias reducen la susceptibilidad de la pared a la degradacion fisica actuando
como barrera mecanica y la degradacion enzimética, ademas de restringir la difusion de

toxinas del patégeno.

Algunas de las sustancias que se acumulan pueden ser callosa, lignina, poliaminas
fendlicas, proteinas estructurales como glicoproteinas y polimeros como pectina (De

Coninck et al., 2015). Las peroxidasas se encuentran activas durante el proceso de sintesis
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de lignina y cumplen un rol importante en la polimerizacién dependiente de perdxido de
hidrégeno de alcoholes hidroxicinamilicos (Torres et al., 2012) y reducen los niveles de
ROS por la metabolizacion de peroxido de hidrogeno. Sin embargo, las peroxidasas
participan en otros procesos a lo largo del ciclo vital de la planta como el crecimiento, el
catabolismo de auxina y la defensa frente al estrés oxidativo.

En estudios realizados in vitro, las peroxidasas también han demostrado la capacidad de
realizar reacciones de oxidacion para generar H2Og; tal es el caso de la oxidacién de &cido
indol acético, nicotinamida adenina dinucledétido fosfato (NADPH, por siglas en ingles de la
forma reducida de la molécula), nicotinamida adenina dinucleétido (NADH, por siglas en
ingles de la forma reducida de la molécula) ciertos fenoles y tioles.

2.1.2 Validacion de genes marcadores de rutas de defensa

2.1.2.1 Extraccion de ARN

Tejido vegetal de Plantulas de Banano variedad Williams, fue sometido al tratamiento de
extraccion utilizando PureLink® Plant RNA Reagent (Control & Products, 2005) para

extraer el RNA total de las muestras.

2.1.2.2 Evaluacion de la calidad y cantidad del ARN

La concentracion del ARN se verificO mediante la mediciéon de la absorbancia a 260 nm
(A260), considerando que una unidad de A260 equivale a 40ug/ml de ARN vy la pureza
mediante el cociente A260/ A280, cuyo valor aproximadamente a 2.0 y el cociente A260/
A230 cuyo valor en el rango 1.8-2.2 indican una muestra de ARN pura (Thermofisher,
2000). Para ello se usé un NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, Thermo Fisher, Wilmington, DE, USA).

La calidad se confirm6é mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% usando el
intercalante GelRED™ (Biotium, USA) (2 pg/ml) y visualizando mediante luz Ultravioleta.
Las muestras con buena calidad eran las que evidenciaban bandas nitidas para el RNA
ribosomal 28S y 18S (Fleige & Pfaffl, 2006).
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Figura 2-2 Calidad del RNA
A. RNA integro B. RNA levemente degradado C. RNA degradado

A B C L.
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