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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Aproximacion metaboldmicay proteémica para el estudio de los mecanismos
asociados alainduccion de resistencia mediante el uso de sustancias inductoras
comerciales en clavel (Dianthus caryophyllus L), para el control del

marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

La floricultura es un sector econdémico de interés en Colombia, siendo el clavel uno de los
productos destacados. No obstante, el clavel se ve afectado por enfermedades como el
marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f.sp. dianthi (Fod), el cual es
el factor de mayor impacto en la produccion. Ante esta problematica, se estan
explorando distintas estrategias para el control de esta enfermedad, como es el caso de
la potencializacion de la respuesta de defensa innata mediante el uso de inductores de
resistencia. En el presente estudio se evalué el efecto que tienen moléculas inductoras
en el patosistema y se selecciondé la tiamina aplicada por aspersion foliar en
concentracion 1mmol L' como potencial inductor de resistencia para el control del
patégeno en el clavel. Posteriormente, se estudiaron los cambios bioquimicos causados
por la tiamina en la planta a nivel de proteinas y metabolitos, usando herramientas de la
protedémica y la metabdlomica. La aplicacion de tiamina promueve la acumulacion de
proteinas de diversos procesos bioquimicos en la raiz, que han sido previamente
vinculados a la defensa vegetal. Ademas, también promueve la acumulacion de
metabolitos de tipo flavonoide y derivados del antranilato, que han sido relacionados a
cultivares de clavel resistentes a Fod. Los resultados obtenidos sugieren que los
tratamientos con tiamina permiten la activacion de mecanismos de defensa que protegen
a la planta frente al patdgeno. Estos resultados aumentan el conocimiento sobre el uso
de tiamina como agente bioestimulante en plantas y permiten proponer los principales

mecanismos bioquimicos asociados a su modo de accion.

Palabras clave: Clavel, Inductor de resistencia, sensibilizacién, inmunidad innata en

plantas, tiamina.
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Abstract

Metabolomics and proteomics-based approach for studying mechanisms
associated with resistance induction through the use of commercial inducing
substances in carnation (Dianthus caryophyllus L) for the control of vascular wilt
caused by Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Floriculture holds significant economic importance in Colombia, with carnation among the
prominent products. Unfortunately, carnations are highly susceptible to diseases, with
vascular wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod) being a major production-
limiting factor. Various strategies are being explored to address this issue, including
enhancing the innate defense response using resistance inducers. In this study, we
investigated the effect of inducing molecules on the pathosystem and specifically evaluated
thiamine as a potential resistance inducer for controlling the Fod pathogen incarnation.
Thiamine was applied through foliar spraying at a concentration of 1mmol L-1.
Subsequently, we delved into the biochemical changes induced by thiamine in the plants at
the protein and metabolite levels, employing proteomic and metabolomic tools.
Remarkably, thiamine application promoted the accumulation of proteins involved in
diverse biochemical processes in the roots, which have been previously linked to plant
defense mechanisms. Additionally, it stimulated the accumulation of flavonoid-type
metabolites and anthranilate derivatives, known to be associated with Fod-resistant
carnation cultivars. These results suggest that thiamine treatments activate defense
mechanisms safeguarding plants against this pathogen. By shedding light on using
thiamine as a biostimulant agent in plants, our findings contribute to a better understanding
of its mode of action. This knowledge allows us to propose the primary biochemical
mechanisms associated with thiamine effectiveness in bolstering plant resistance. Overall,
our study opens new possibilities for disease control in carnation and advances our
comprehension of how thiamine can be harnessed as a valuable tool in promoting plant
defense strategies.

Keywords: Carnation, plant innate immunity, priming, resistance inductors, thiamine
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Introduccioén

En Colombia, la actividad floricultora es una de las mas dindmicas y modernas dentro del
sector de la agricultura. Colombia es el principal exportador de flores en Latinoamérica y
segundo en el mundo, solo superado por Holanda. De acuerdo con los datos
presentados por la asociacién colombiana de exportadores de flores - Asocolflores,
durante el afio 2021 en nuestro pais se presentaron exportaciones de flor fresca cortada
gue ascendieron a US$ 1727 millones de ddlares (registrando un aumento del 22.4%
respecto a 2020) y 302 mil toneladas de tallos. Dentro de este sector, el clavel (Dianthus
caryophyllus) se posiciona después de la rosa (21%), como la flor méas exportada con
una participacion del 17%, ubicando al pais como el principal exportador de esta flor a
nivel mundial, con exportaciones de 256 millones de dolares y 50 mil toneladas
exportadas, siendo los principales mercados el estadounidense (40%) y el japonés (17%)
(International Trade Center, 2022; MADR, 2022). La floricultura representa una de las
actividades economicas de mayor impacto en Colombia, caracterizado por una gran
variedad de especies cultivables, un alto impacto en la generacién de empleo directo e
indirecto (200 mil empleos formales), altos indices en el aporte al desarrollo rural donde
se aporta el 25 % del empleo formal femenino y su aporte al comercio exterior, que

consolidan a este sector como estratégico en la economia del pais (MADR, 2022).

Sin embargo, los costos de produccion del clavel se ven afectados actualmente por la
incidencia de enfermedades de tipo infeccioso, como es el caso del marchitamiento
vascular causado por el patégeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, patégeno que
infecta las plantas a nivel de la raiz y coloniza los haces vasculares de la misma. La
presencia del patdogeno impide el transporte normal de nutrientes y agua a través del
xilema, lo cual puede afectar el funcionamiento de la planta y generar altos porcentajes
de pérdidas en la produccion en variedades susceptibles. Actualmente, para resolver
este problema, la principal estrategia de manejo y control de la enfermedad consiste en la
aplicacion de un plan integrado de control que incluye, ademas de buenas préacticas

agricolas, la aplicacion de fungicidas sistémicos que generan sobrecostos e impactos
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negativos sobre el medio ambiente (Basallote-Ureba et al., 2016; Nakkeeran et al., 2018;
Wolcan et al., 2018).

La presencia frecuente de Fod en los cultivos ha generado un interés particular en el
desarrollo de nuevos métodos de control. Sin embargo, la falta de informacion sobre las
bases bioquimicas y moleculares de la resistencia a la enfermedad ha generado un
retraso en su desarrollo (Ardila et al., 2014). Métodos de control no quimico como la
adicion de enmiendas organicas al suelo (compost, estiércol avicola, residuos vegetales)
y la solarizacion del suelo han sido utilizados; sin embargo, estos métodos son a menudo
inadecuados porque no proporcionan una actividad de amplio espectro o no logran el
grado de consistencia alcanzado con la fumigacion con pesticidas (Basallote-Ureba et al.,
2016; Melero-Vara et al., 2011).

En ese contexto, se ha propuesto la resistencia inducida por compuestos quimicos de
baja toxicidad, como una aproximacioén promisoria hacia la prevencién de enfermedades
causadas por patégenos (Ahmed et al., 2016), con la ventaja particular de que dichos
compuestos tienen un impacto minimo en el medio ambiente, comparado con el uso de
plaguicidas; ademéas de ser una alternativa relativamente econdmica que permite el
desarrollo de resistencia de amplio espectro a diferentes patégenos (Devi et al., 2020).
Dentro de este tipo de compuestos, se destacan vitaminas como la riboflavina, el acido
félico, la tiamina y el acido ascoérbico, las cuales se les ha demostrado tener un efecto
inductor de resistencia en diferentes interacciones planta-patdgeno (Abdel Monaim, 2011;
Boubakri, 2020; Boubakri et al., 2016; Gonzalez-Bosch, 2018; Kheyri et al., 2022; Pérez
Mora et al., 2021). Asi mismo se ha demostrado que hormonas como el acido jasmaonico,
acido salicilico, acido abscisico y el etileno, pueden ser usadas como agentes de control
de enfermedades en plantas (Bertini et al., 2019; Chandrasekhar et al., 2017; Cueto-
Ginzo et al., 2016; Hosseinii Zarandi et al., 2022; Linlin Li et al., 2016; Romanazzi et al.,
2016). De la misma manera, otros compuestos inorganicos como el fosfito de potasio
(K3PO:s), fosfato diacido de potasio (KH2PO4), o de aluminio (AIPO,), u organicos como el
acido B-aminobutirico (BABA), benzotiadiazol (BTH), acido hexanoico, acido oleico, acido
indolacético (IAA), entre otros, pueden tener efectos positivos para el control de
diferentes enfermedades causadas por patégenos (Alexandersson et al., 2016; Hosseinii
Zarandi et al., 2022; Joshi et al., 2021; Lim et al., 2013; Morkunas et al., 2013; Sanabria
et al., 2020).
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La aplicacion de estas alternativas debe estar sujeta a investigaciones que permitan, no
solo evaluar su efectividad en el control de la enfermedad, sino que ademéas permita
conocer los cambios quimicos y bioquimicos que presenta la planta; es bien sabido que
la posible aprobacion del uso de este tipo de productos requiere de estudios detallados
gue habiliten la comprension del efecto que presentan estos compuestos en el
metabolismo global de la planta. Bajo esta consideracion, el grupo de investigacion en
Estudio de Actividades Metabdlicas vegetales, junto con aliados estratégicos, propuso el
proyecto Estudio de las respuestas bioquimicas, moleculares y fisiolégicas
ocasionadas por la aplicacién de inductores de resistencia en el clavel (Dianthus
caryophyllus L): nuevas alternativas limpias para el control del marchitamiento
vascular. Proyecto financiado por Minciencias (antes Colciencias) bajo el niumero de
contrato RC No. 80740-148-2019.

En el marco de este proyecto se realiz6 la presente tesis doctoral con el fin de
seleccionar un potencial inductor de resistencia como alternativa para el manejo
integrado del marchitamiento vascular del clavel causado por Fod y profundizar en los
mecanismos bioquimicos involucrados. De acuerdo con esto, en la presente
investigacion se planteé la siguiente hipétesis: La aplicacion de un inductor de resistencia
en el clavel (Dianthus caryophyllus) genera cambios bioquimicos a nivel de proteinas y
metabolitos, que se pueden asociar con la induccién de resistencia para el control del

marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

Para confirmar esta hipotesis, el presente trabajo de investigacion doctoral se llevo a
cabo en etapas secuenciales; primero se selecciond un potencial inductor de resistencia
y luego se estudié la respuesta a nivel de proteinas y metabolitos asociados a dicho
proceso. Para ello, en un primer acercamiento, se evalud el efecto en el control de la
enfermedad de diferentes tipos de sustancias inductoras comerciales previamente
reportadas en otros sistemas planta/patdégeno (i.e., tiamina, &cido ascorbico, &cido
salicilico y fosfito de potasio), y el método de aplicacion del inductor (i.e., aspersion y
drench). A partir de los resultados de esta primera etapa, se seleccion6 a la tiamina
aplicada por aspersion en las hojas, como el método con el mayor potencial para actuar
como inductor de resistencia en el patosistema de estudio. Posteriormente, se analizé el

efecto de la concentracibn de la tiamina y el efecto sobre diferentes cultivares
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susceptibles de clavel, encontrando que la aplicacién de tiamina 1,0 mmol L*? tuvo un
efecto positivo en la disminucion de la incidencia y severidad de la enfermedad en los
diferentes cultivares analizados. Posteriormente, se estudiaron los cambios bioquimicos
en la planta a nivel de proteinas y acumulacion diferencial de metabolitos especializados,
usando herramientas de la protedmica y la metabolémica, respectivamente, con el fin de
profundizar en los posibles mecanismos en los que se fundamenta este proceso. Lo
anterior, permitié la identificacibn de moléculas (proteinas y metabolitos) que fueron
asociadas a la induccion de resistencia debido al aumento en el metabolismo
especializado de la planta, proceso asociado posiblemente a la de hormonas como el
acido salicilico. Estos resultados aportaron, por primera vez, evidencia de la posible
accion de una vitamina como un inductor de resistencia sistémica adquirida (RSA) en
plantas ornamentales; esto es fundamental para plantear su potencial aplicacion en los

cultivos comerciales.

Estudios enfocados a la investigacién basica como el presentado en esta tesis, permiten
ampliar el estado del arte relacionado con los fenbmenos de induccién de resistencia por
la aplicacién de tiamina a nivel bioquimico; conocimiento necesario para avanzar en el
desarrollo de nuevas alternativas de control al marchitamiento vascular, que puedan
integrarse al manejo integrado de la enfermedad, teniendo en cuenta la necesidad de

fortalecer el sector de produccién de claveles a nivel regional e internacional.

Los resultados de este estudio se presentan en 5 capitulos independientes, tratando de
abarcar los aspectos mas relevantes de las diferentes fases de la investigacion. De
acuerdo con esto, en el primer capitulo se presenta el estado del arte de la investigacion,
en el segundo capitulo la selecciéon del potencial inductor de resistencia y las condiciones
de aplicacion, en el tercer y cuarto capitulo se presenta el efecto de la aplicaciéon del
inductor a nivel de proteinas y metabolitos, respectivamente, y en el capitulo final se

presenta una discusion general de los resultados obtenidos.

La divulgacion parcial de los resultados de la presente investigacion a la comunidad
cientifica se ha realizado hasta la fecha, mediante la publicacion de un articulo en revista
internacional, dos articulos sometidos a revista internacional, articulos en preparacion y

diversas presentaciones en eventos, tal como se describe a continuacion:

Articulos cientificos
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Pérez Mora, W., Melgarejo, L. M., & Ardila, H. D. (2021). Effectiveness of some
resistance inducers for controlling carnation vascular wilting caused by Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. Archives of Phytopathology and Plant Protection, 54:13-14, 886-
902. https://doi.org/10.1080/03235408.2020.1868734

Pérez Mora, W., Melgarejo, L. M., & Ardila, H. D. (2024). Response of susceptible
carnation cultivars during thiamine application as inducer of resistance to vascular wilting
caused by Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Aceptado para publicacion en la revista
Ornamental Horticulture con publicacién en el volumen 30 del afio 2024.
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dianthi and mode of action studies based on the proteomics analysis of root tissue.
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1.Estado actual del tema

1.1 Interaccion planta patdogeno

Las plantas continuamente se ven sometidas a factores abiéticos y biéticos que generan
condiciones que pueden ser estresantes. Por esto, requieren de un sistema de respuesta
para resistir, tolerar o adaptarse a dichas condiciones. En condiciones de estrés biotico,
las plantas emplean mdultiples mecanismos para interactuar con diversos organismos
(bacterias, hongos, virus, oomicetos, nematodos, herbivoros, plantas parasitas), detectar
patdégenos potenciales y activar la respuesta inmune vegetal (Ngou et al., 2022). De esta
manera, pueden retrasar la colonizacion de microorganismos en los tejidos de la planta y,

por ende, detener el desarrollo de la enfermedad.

Durante la interaccién entre las plantas y los patégenos, estos Ultimos requieren la
expresion de diferentes genes para evitar la deteccion de la planta y de esta manera
poder efectuar la colonizacion del hospedero vegetal. Para esto requieren una serie de
procesos como adherirse a su superficie, secretar enzimas que contribuyan a la
descomposicion de barreras fisicas e inactivar los mecanismos de defensa que se

activan en la planta por respuesta a la infeccion (Ngou et al., 2022).

Evolutivamente, las plantas han desarrollado un sistema innato de defensa inmune
contra diversos patégenos; asi como patdégenos se han especializado en diferentes
variedades especificas de plantas. La respuesta de la planta a los microorganismos
potencialmente patégenos empieza por el reconocimiento de Patrones Moleculares
Asociados a Patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés pathogen-associated molecular
patterns) a través de receptores de reconocimiento especificos (PRRs, por su siglas en
inglés pattern recognition receptor) ubicados principalmente en la superficie celular; esta
respuesta se conoce como Inmunidad desencadenada por PAMPs (PTI por sus siglas en
inglés pattern triggered immunity). Durante el curso del PTI, varias respuestas

intracelulares estdn asociadas con la defensa como son: el aumento en la expresion de
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los genes relacionados con la defensa, cambios en el flujo de Ca?", producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la produccién de fitoalexinas, cascadas de
proteina quinasas, reforzamiento de la pared celular de la planta en sitios de infeccién
por produccion de ligninas y calosa, asi como cierre estomatico (Ngou et al., 2022;
Sukarta et al., 2022).

La PTI es suficiente para prevenir la colonizacion microbiana y el crecimiento en la
mayoria de los casos; sin embargo, los patdgenos evolutivamente adaptados han
desarrollado independientemente efectores, los cuales son proteinas que tienen como
objetivo interferir en la respuesta que se desarrolla en la planta durante la expresion de la
PTI, desencadenando respuestas que favorecen el éxito del patégeno (Ngou et al.,
2022). Dentro de los efectores mas estudiados, se encuentran los secretados por el
sistema de secrecion tipo lll (TTSS) de patégenos bacterianos o la familia de efectores
de RXLR de oomicetos. La secrecion de estos efectores en la célula del huésped puede,
en diversos casos suprimir con éxito la PTI, manipulando las vias de sefializacién a favor
del patégeno. A su vez, algunos de estos efectores pueden ser reconocidos por sistemas
de Vvigilancia especificos (receptores citoplasmaticos evolucionados), que han
desarrollado las plantas, los cuales involucran un grupo de proteinas denominadas como
proteinas de resistencia (R). Este reconocimiento ha sido aceptado como el fundamento
de la activacion de la segunda rama del sistema inmune innato de las plantas, conocido
como inmunidad provocada por efectores (ETI, por sus siglas en inglés Effector Triggered
Immunity) (EI Kasmi et al., 2017; Lin et al., 2020; Ngou et al., 2022).

En general, las respuestas involucradas en la activacién de la ETIl son similares a las
asociadas a PTI. Sin embargo, la ETI es una respuesta mas rapida y de mayor intensidad
gue la PTI, que a menudo se acompafia de muerte celular localizada en la planta
conocida como respuesta hipersensible (HR, por sus siglas en inglés Hypersensitive
Response) y resistencia sistémica adquirida, una forma de resistencia inducida que tiene

como objetivo prevenir infecciones secundarias (Lin et al., 2020).

La interaccidn constante de los patdgenos con sus hospederos y los continuos procesos
evolutivos logran que el patégeno produzca nuevas proteinas efectoras o diversifique las
existentes para lograr el éxito en la infeccién, ya que no seran reconocidas por las

proteinas R que son especificas. Este evento suprime la ETI en la planta, generando
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virulencia en el patdgeno por ETS y produciendo la enfermedad. A su vez, la planta con
el tiempo generara nuevas proteinas de resistencia para reconocer estos nuevos
efectores y suprimir la enfermedad, y asi sucesivamente en el tiempo. Este estado
biol6gico de eventos de interaccion planta patégeno PTI - ETS - ETI, se puede resumir
en el modelo Zig — Zag (Ngou et al., 2022), de acuerdo a la figura 1-1.

Figura 1-1: Modelo Zig-Zag de la interaccion planta patogeno.

Alta
1 PTI ETS ETI ETS ETI

* * Umbral para respuesta
hipersensible

Efectoresdel
patégeno

Efectoresdel
patégeno

Amplitud de la respuesta

Umbral para la
resistencia efectiva

Baja ot
PAMPs

En esta gréfica, el eje horizontal representa el tiempo y el eje vertical la amplitud de la respuesta
por parte de la planta. La planta reconoce los PAMPs activando sus mecanismos de defensa (PTI)
y generando una respuesta de defensa. Sin embargo, el patdgeno puede secretar efectores y
evadir la respuesta de la planta generando ETS. La planta que ha generado proteinas de
resistencia (R) reconoce estos efectores y activa una segunda capa de defensa de mayor
amplitud en la respuesta (ETI). El patdgeno evolucionado desarrolla nuevas estrategias para
superar la ETI de la planta, generando ETS nuevamente y la planta puede entonces activar
nuevas defensas, y asi sucesivamente, lo que resulta en una dinamica no lineal a manera de "zig-
zag", la cual describe el continuo reto de la interaccion entre la planta y el patégeno.

A partir de este reconocimiento, se activan en la planta diferentes procesos bioguimicos
asociados a la defensa, que estan regulados por moléculas de sefializacibn hormonal
como el &cido salicilico (SA), el &cido jasmonico (JA), el etileno (ET), las auxinas, las
giberelinas, el &cido abscisico (ABA), las citoquininas, los brassinosteroides y las

hormonas peptidicas. Sin embargo, entre estas moléculas se destacan, el SA, el JAy el
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ET, las cuales se consideran centrales en la respuesta de las plantas a estrés bibtico y

abidtico, y a procesos de induccion de resistencia (X. Li et al., 2013; Lin et al., 2020).

Durante la interaccibn se activan de manera local (en el sitio de la infeccién) los
mecanismos de defensa innata de la PTl y la ETI, generando una cascada de sefializacion
gue va a producir una respuesta efectiva de la planta. En este proceso, una variedad de
sefiales moviles se sintetiza en sitios infectados por patégenos y luego se transportan a
través del floema o por volatilizacion a tejidos sistémicos no infectados por patégenos y
alejados al punto inicial del estimulo, donde inducen una resistencia duradera de amplio
espectro al desafio posterior de patdgenos. Esto le permite a estos tejidos de la planta
tener una mejor respuesta ante retos posteriores con patégenos (Gao, Ma, Ji, Pan, Wang,
et al., 2022).

Esta capa de defensa se denomina resistencia inducida y se han descrito dos tipos en las
plantas: resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés Systemic Acquired
Resistance) y resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés Induced
Systemic Resistance). Ambos mecanismos pueden inducir defensas que confieren
proteccion duradera contra un amplio espectro de microorganismos y estan mediadas por
fitohormonas (Devi et al., 2020; Romanazzi et al., 2016). La SAR requiere de moléculas
sefial como acido salicilico, salicilato de metilo, acido azelaico, monoterpenos, derivados
de glicerol-3-fosfato, entre otros (Gao, Ma, Ji, Pan, Wang, et al., 2022), y esta asociada
con la acumulacion de cierto grupo de proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs,
Pathogenesis Related por sus siglas del inglés), para las cuales se ha descrito un papel
importante en la resistencia de la planta. Por otro lado, la ISR se induce por
microorganismos a nivel de la raiz, funcionando independientemente de &cido salicilico;
se ha encontrado que depende principalmente de la ruta acido jasmoénico/etileno y
desencadena la induccién de otro grupo diferente de proteinas PRs (Fernandes & Ghag,
2022; Jia et al., 2020; Romanazzi et al., 2016).

Varios productos quimicos y estimulos ambientales pueden actuar sobre las plantas para
inducir la resistencia sistémica (Devi et al., 2020). Este tipo de respuestas sistémicas
permiten que la planta se encuentre en un estado de "alerta”, de modo que, ante un
futuro ataque de patdgeno, la planta pueda responder de manera mas eficiente. Tras el

tratamiento con un agente inductor de resistencia sistémica, las plantas adquieren una
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capacidad defensiva mejorada que da como resultado una reaccién de defensa mas
rapida y/o més fuerte en el momento en que la planta estd expuesta a estrés bibtico o
abiético. De manera general, este fendmeno se conoce comunmente como priming y se
ha asociado con las diferentes formas de resistencia sistémica, en donde las plantas son
capaces de "recordar" infecciones previas, colonizacion de raices o tratamientos
guimicos. El priming acelera y aumenta la capacidad de la planta para activar los
mecanismos de defensa que le permiten resistir la situacion de estrés a la que esta
expuesta. En consecuencia, las plantas sensibilizadas responden de manera mas rapida
ylo efectiva cuando se vuelven a exponer al estrés biético o abidtico (Goellner & Conrath,
2008; Mauch-Mani et al., 2017).

Las respuestas de defensa en las plantas frente a diversos estreses bidticos y abidticos
son diversas y pueden involucrar diferentes mecanismos. Estos mecanismos incluyen la
activacion de cascadas de sefializacion como la MAP-Kinasa, la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la activacibn de vias metabdlicas como la del &cido
octadecanoico Yy la via fenilpropanoide, el aumento de compuestos fendlicos, la lignificacién
en el sitio de infeccidn, la activacién de enzimas antioxidantes y la induccion de diversos

transcritos, entre otros (Devi et al., 2020; Jain et al., 2021; Romanazzi et al., 2016).

Se ha descrito que los mecanismos de SAR se basan en la defensa mediada por acido
salicilico. El factor de transcripcion no-expresivo de los genes relacionados con la
patogénesis 1 (NPR1, por sus siglas en inglés nonexpressor of pathogenesis-related
genes 1) se considera el regulador de este tipo de respuesta inducida (Fernandes &
Ghag, 2022). La SAR puede ser desencadenada por inductores bi6ticos y abidticos
(quimicos vy fisicos), y puede activar respuestas de defensa tanto localmente como de
manera sistémica a través de sefiales méviles (Gao, Ma, Ji, Pan, Wang, et al., 2022;

Romanazzi et al., 2016).

Una de las caracteristicas clave de la SAR es su capacidad para establecer una
"memoria" de defensa que puede durar semanas o meses, brindando proteccion a la
planta contra futuras infecciones. Durante la SAR, se producen cambios en el sistema
redox y las especies reactivas de oxigeno en la célula. Se ha demostrado que el factor de
transcripcion NPR1, el cual es el regulador principal de la SAR, se activa mediante la
reduccion mediada por tiorredoxina. Esto provoca la ruptura del oligobmero de NPR1 y la

entrada de sus mondémeros al nucleo, lo cual activa la defensa mediada por el &cido
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salicilico (Honig et al., 2023; Romanazzi et al., 2016). La activacion de NPR1 y la
respuesta de defensa mediada por el acido salicilico resultan en la SAR y la activacion de
aproximadamente el 10% del transcriptoma de la planta. Esta respuesta de defensa
implica la regulacion directa de factores de transcripcion de la familia WRKY, asi como la
sintesis y secrecion de diversas proteinas relacionadas con la resistencia (proteinas PR).
También se activan cascadas de sefializacion como la MAP-Kinasa, la maquinaria de
reparacion del ADN y se producen modificaciones en las histonas, ademéas de la
induccién de transcritos relacionados con la defensa (Lim et al., 2013; Romanazzi et al.,
2016).

1.2 Modelo experimental Dianthus caryophyllus L. —
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

1.2.1 El hospedero: Clavel (Dianthus caryophyllus L.)

El clavel (Dianthus caryophyllus L.), es una planta herbacea dicotiledbnea miembro de la
familia Caryophyllaceae, originaria de la region del Mediterraneo, que ocupa el segundo lugar
entre las principales flores cortadas del mundo (Dehestani-Ardakani et al., 2022; Vanegas-
Cano et al., 2022). Esta flor es muy apreciada debido a su diversidad de colores debida a
multiples variedades obtenidas principalmente por cruzamientos (Vanegas-Cano et al.,
2022).

La secuencia del genoma del clavel, cultivar Francesco se determind en el afio 2014,
estimando el tamafio del genoma en 638,7 Mb (Hirakawa, 2020). Su clasificacién

taxondémica es la siguiente:

Figura 1-2: Diferentes cultivares de clavel muestran la diversidad de colores de la flor y por qué es
apreciada en los mercados internacionales.
Todos los cultivares presentados en la figura se usaron en el presente estudio.
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Familia: Caryphylaceae
Género: Dianthus
Especie: Dianthus caryophyllus L

El clavel es una de las flores cortadas comerciales mas populares del mundo, ocupando
el segundo lugar en importancia comercial después de la rosa. Los claveles, las rosas y
los crisantemos cortados contribuyen con casi el 50% del comercio mundial de flores
cortadas (Jawaharlal et al., 2010; Romero-Cuervo et al., 2021). El clavel (Figura 1-2), se
prefiere a las rosas y crisantemos en varios paises exportadores, debido a su excelente
conservacion y mantenimiento de parametros de calidad, amplia gama de formas y
colores, facilidad de cultivo durante todo el afio, capacidad para soportar el transporte por
largas distancias y de rehidratarse después del transporte continuo (Dehestani-Ardakani
et al., 2022; Jawaharlal et al., 2010). Los claveles han sido utilizados y comercializados
como flores cortadas y para diferentes tipos de decoracién con flores como tapetes,

macetas, bordes, ribetes, interiores y jardines rocosos (Jawaharlar et al., 2010).

Comercialmente se utiliza la propagacién por esquejes para el cultivo de la planta,
porque mantiene las caracteristicas de la variedad, sumado al hecho de que de la planta
madre se pueden obtener un nimero elevado de esquejes. Las condiciones climaticas de
la sabana de Bogota son las ideales para la produccion del clavel, con temperaturas
entre 18°C y 20°C de dia y entre 6°C y 8°C en la noche, factor que, sumado a otras
condiciones, han permitido que el cultivo de esta flor sea una de las mas importantes
dentro de las flores de exportacion cultivadas en Colombia (Ardila, 2013; Pizano de M,
2000).

Sin embargo, el cultivo del clavel se ve afectado por diversas enfermedades de tipo
infeccioso, entre las cuales se destaca el marchitamiento vascular causado por Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi (Fod), la cual es considerada la principal enfermedad del cultivo
(Pérez Mora et al., 2021; Romero-Rincén et al., 2021; Santos-Rodriguez et al., 2021,
Vanegas-Cano et al., 2022).

1.2.2 El patégeno: Fusarium oxysporum f.sp. dianthi

Fusarium es un género de hongos ampliamente distribuido que pertenece al Phylum

Ascomycota, Subphylum Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes, Orden Hypocreales y
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Familia Nectriaceae. Numerosos patégenos agricolas econdmicamente importantes, hacen
parte de este género. Dentro de estos patdégenos se encuentran: Fusarium graminearum,
Fusarium verticillioides y Fusarium oxysporum, los cuales causan diferentes enfermedades

en plantas de interés econémico (Fernandes & Ghag, 2022; Kumar et al., 2015).

Fusarium oxysporum es un hongo ampliamente distribuido en el suelo, incluye diferentes
cepas patégenas (formas especiales) que infectan una amplia gama de especies de
plantas, causando pérdidas econdmicas tanto en cultivos agricolas como ornamentales,
causando diferentes tipos de enfermedad que incluyen pudriciones y marchitamientos
vasculares (Ardila, 2013; Fernandes & Ghag, 2022). En el caso de este Ultimo tipo de
enfermedades, se ha determinado que el patdgeno ingresa a través de las raices en una
amplia variedad de especies vegetales, taponando los haces vasculares del xilema y
evitando el transito normal del agua. F. oxysporum, tiene mas de 120 formas especiales
(f. sp) descritas, las cuales se especializan en relacién con la especie vegetal que
pueden infectar y posteriormente colonizar. Las formas especiales de F. oxysporum se
subdividen en razas fisiologicas, dependiendo de la especificidad para causar la
enfermedad en determinadas variedades de una misma especie de planta. Dentro de las
formas especiales descritas para F. oxysporum, se destaca la forma especial dianthi, la
cual es especifica para el clavel y que genera la enfermedad mas importante de esta
especie vegetal. Dentro de la forma especial dianthi, se presentan 8 razas fisiolégicas,
gue difieren ampliamente en su virulencia. Dentro de estas se ha identificado la raza 2
como la mas patogénica, mientras que las razas 8, 4 y 1 le siguen en virulencia, y por
ultimo, las razas 5, 6 y 7 (Ardila, 2013; Martinez Gonzalez, 2019). De acuerdo con Poli y
colaboradores (Poli et al.,, 2013), se han descrito tres nuevas razas (9, 10 y 11) en
claveles enfermos de Australia (raza 9) y los paises Bajos (razas 10 y 11). Se ha
reportado que la raza 2 tiene prevalencia en todas las areas cultivadas con clavel en el
mundo, y es la raza predominante en suelos de la Sabana de Bogota (Arbelaez y
Calderon, 1991; Poli et al., 2013).

Poli y colaboradores (Poli et al., 2013), realizaron un estudio con el objetivo de
caracterizar el agente causante de la enfermedad en Colombia mediante aproximaciones
moleculares y biol6gicas, comparando aislamientos colombianos con cepas de
referencias de las razas fisiolégicas de F. oxysporum mas ampliamente representadas en

Europa, confirmando la patogenicidad de los aislamientos colombianos.
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Los aislamientos patogénicos y no patogénicos de Fusarium sobreviven en las capas
superiores del suelo (0-20 cm) como clamidosporas o en forma vegetativa saprofitica
como micelio creciendo sobre restos de material vegetal que permanecen en el suelo de
cultivos anteriores. Ambas estructuras fungicas pueden infectar las plantas de clavel en

cualquier etapa del ciclo de cultivo (Basallote-Ureba et al., 2016).

El ciclo de infeccién de F. oxysporum se inicia por la germinacion de esporas en el suelo en
respuesta a una sefial que se genera en los exudados de la raiz del huésped. Después de la
germinacion, las hifas infecciosas se adhieren a la superficie de la raiz y penetran en la
epidermis de la raiz sin la formacién de ninguna estructura distintiva (Castillejo et al 2015).
Posteriormente penetran la endodermis, hasta llegar a los tejidos vasculares, donde se
propagan en forma ascendente, ya sea por crecimiento micelial o por difusion pasiva de
microconidias (Ardila 2013). Cuando llega a los vasos del xilema el hongo cambia a un modo
endofitico de colonizacién del hospedador, durante el cual permanece exclusivamente dentro
de los vasos del xilema, usandolos como vias para colonizar rapidamente el huésped. En
esta etapa, los sintomas caracteristicos de marchitamiento aparecen como resultado de
estrés por déficit hidrico severo, que finalmente conduce a la muerte completa de la planta.
Finalmente, el patdgeno crece en la superficie de la planta muerta donde produce
clamidosporas que se dispersan en el suelo para un segundo ciclo de infeccién (Castillejo et
al., 2015).

Respecto al mecanismo molecular de la infeccién, al igual que muchos otros patégenos
de plantas, Fusarium libera un repertorio de proteinas (enzimas que degradan la pared
celular, efectores, factores inductores de necrosis, entre otras), metabolitos y toxinas
(&cido fusérico y tricotecenos) que modulan la fisiologia de la planta huésped para
amortiguar su respuesta inmune (manipulando su hospedador vegetal y suprimiendo las
proteinas de defensa del huésped), promover la virulencia y permitir la proliferacion de F.

oxysporum (Fernandes & Ghag, 2022).

1.2.3 La enfermedad: Marchitamiento vascular del clavel

A pesar de la disponibilidad de cultivares que son resistentes a las razas mas comunes
de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), la marchitez de Fusarium sigue siendo una
enfermedad critica para este cultivo (Gullino et al., 2015). ElI marchitamiento vascular

causado por Fod en el clavel, se ha convertido en un factor limitante de la produccion
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comercial de esta flor. Actualmente esta enfermedad se encuentra ampliamente
distribuida a nivel mundial, sin excepcion, en todas las regiones donde se cultiva clavel
(Pizano de M, 2000; Wolcan et al., 2018).

Tipicamente, los primeros sintomas del marchitamiento de clavel consisten en el
amarillamiento de la hoja. Los sintomas incluyen coloracion vascular (Internamente, se
produce una coloracibn marrén de los tejidos del xilema invadidos por el hongo),
pudricién de la raiz (aunque el sistema radicular permanece usualmente intacto; una
inspeccion interna del sistema vascular revela una coloracion marrén de los tejidos),
marchitamiento de la hoja y del tallo, necrosis desarrollada acropétalamente en tallos
individuales o en toda la planta. El taponamiento de los haces vasculares impide el
transporte de agua y nutrientes hacia los tejidos superiores lo que causa sintomas de
déficit hidrico, y en los casos mas severos, conducen a la muerte de la planta. En
consecuencia, el rendimiento de los cultivos disminuye lentamente, debido al menor vigor
de las plantas (Basallote-Ureba et al., 2016; Poli et al., 2013).

En Colombia se han realizado diferentes estudios para el control de la enfermedad
enfocados en la produccién de nuevos cultivares de clavel resistentes al ataque del
patdbgeno conservando sus caracteristicas comerciales a través de mejoramiento
convencional y manipulacién biotecnolégica (Soto-Sedano et al., 2012; Soto-sedano &
Filgueira-Duarte, 2012; Soto et al., 2009). Ademas, trabajos previos realizados sobre la
interaccion hospedero-patégeno clavel — Fod, incluyendo los realizados en el grupo de
investigacion, han mostrado la susceptibilidad y resistencia de diferentes cultivares de
clavel al efecto del patdgeno y que las bases moleculares de dicha resistencia son de
caracter cuantitativo (Ardila, 2013; Martinez Gonzalez, 2019). A nivel bioquimico y
molecular, con el fin de identificar moléculas relacionadas con los mecanismos de
defensa de la planta, se han encontrado cambios en metabolitos a nivel constitutivo e
inducible, de tipo flavonoide y sus derivados, los cuales se han relacionado con aumento
en la actividad inhibitoria contra hongos en el apoplasto de raiz de clavel (Martinez
Gonzalez, 2019) y en tejido de raiz de clavel (Ardila, 2013; Clematis et al., 2011; Romero-
Rincon et al., 2021), por lo cual esta familia de compuestos se considera biomarcador en
la interaccion Clavel — Fod. También se han encontrado proteinas con alguna funcién en
el proceso, dentro de las cuales se resaltan trabajos en peroxidasas tipo Il (Ardila et al.,

2014), enzimas relacionadas con la ruta fenilpropanoide (Ardila, 2013; Higuera, 2001) y
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sus transcritos (Romero-Rincén et al., 2021), enzimas degradadoras de pared celular
(poligalacturonasas, pectatoliasas, proteasas, entre otras) (Gomez Garcia & Martinez,
2005) o enzimas relacionadas con la regulacién de especies reactivas de oxigeno como
las peroxidasas (Ardila & Higuera, 2005; Cuervo et al., 2009; Vanegas-Cano et al., 2022).
Ademas, se ha reportado también el efecto que tiene la adicion de un elicitor de origen
biético en la induccion de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) enzima principal de la
ruta fenilpropanoide, la acumulacion de los metabolitos de la ruta y otras respuestas de
defensa (Ardila, 2013; Santos-rodriguez et al., 2021). Sin embargo, no hay reportes para

el patosistema en el uso de inductores de resistencia de origen sintético.

1.2.4 Manejo del marchitamiento vascular del clavel

Las cepas patdgenas de F. oxysporum representan una seria amenaza para la produccion
y no existe ningiin método de control curativo (Lecomte et al., 2016). Para lograr un control
Optimo, es necesario integrar diversas herramientas de gestion y buenas practicas
agricolas a lo largo del ciclo de produccion. Los programas de manejo integrado de plagas
se enfocan en reducir la dependencia de los pesticidas, con el objetivo de minimizar la
contaminacion ambiental y el impacto en la salud humana (Sanabria et al., 2020).

Las medidas de prevencion de enfermedades y las practicas culturales son los primeros
métodos utilizados para evitar la introduccion y propagacion de los patdgenos. Estas
medidas incluyen mantener los invernaderos y el equipo en condiciones sanitarias
adecuadas, limpiar y desinfectar las semillas, utilizar materiales vegetales libres de F.
oxysporum, utilizar variedades o cultivares resistentes a los patdgenos, desinfectar suelos y
sustratos, manejar adecuadamente el agua, monitorear los cultivos de forma regular y
practicar la rotacion de cultivos (Lecomte et al., 2016; Mehta et al., 2014; Moya-Elizondo &
Jacobsen, 2016).

Sin embargo, estos enfoques integrados no eliminan por completo los patégenos del
suelo debido a la complejidad de la naturaleza del suelo, que permite la supervivencia de
estos patdgenos durante largos periodos de tiempo. Ademas, los estandares de la

industria requieren la ausencia de enfermedades.

En el pasado, el control del marchitamiento por F. oxysporum en claveles comerciales se
realizaba mediante la aplicacion del biocida bromuro de metilo antes de la siembra. Sin

embargo, debido a su contribuciéon al agotamiento de la capa de ozono, su uso ha sido
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prohibido segun el Protocolo de Montreal. Como alternativas al bromuro de metilo, se han
utilizado productos fitosanitarios como el 1,3-dicloropropeno y el dimetilsulfuro, ya sea
solos 0 combinados con cloropicrina. Estos compuestos tienen una menor volatilidad, son
toxicos para Fod y han mostrado buenos resultados en el control de la enfermedad. Sin
embargo, su uso esta siendo revisado debido a posibles efectos ambientales (Melero-Vara
et al., 2011). También se han utilizado fungicidas como captafol, clasificado como
sumamente peligroso por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS); difenoconazol,
clasificado como moderadamente peligroso por la OMS; y azoxiestrobina, clasificado como
de baja toxicidad en condiciones normales de uso por la OMS (Nakkeeran et al., 2018;
OMS, 2019; Wolcan et al., 2018). Estas estrategias de control generalmente tienen
impactos negativos en la salud humana y el medio ambiente, ademéas de promover el
desarrollo de microorganismos resistentes (Boubakri, 2020; Fernandez-Cabanéas et al.,
2022).

En este sentido, se prefieren métodos de control ambientalmente amigables y se han
investigado diversas estrategias alternativas a los fungicidas. Se han realizado
numerosos informes que exploran estas alternativas. La rotacién de cultivos se ha
reportado como método de control de patdégenos del suelo. Se ha sugerido que el cultivo
mixto de girasoles y tagetes, asi como la rotacion de cultivos utilizando tagetes y repollo,
pueden manejar la podredumbre de los cormos del gladiolo causada por Fusarium
oxysporum f.sp. gladioli (Riaz et al., 2009). El uso de compost se ha demostrado eficaz
en la supresion de una variedad de patégenos que afectan a diferentes plantas, como
Rhizoctonia solani en frijol y algoddn, Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum en pepino,
y Sclerotinia sclerotium en lechuga, siendo una alternativa ecoldgica a los productos
guimicos para el control de patdgenos en las plantas (Fernandez-Cabanas et al., 2022;
Lecomte et al., 2016; Mehta et al., 2014). También se ha evaluado el uso de estiércol
avicola (Melero-Vara et al., 2011) y la solarizacion del suelo (Suarez-Bonnet et al. 2005)
como alternativa al bromuro de metilo para el control del marchitamiento vascular del
clavel causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, asi como la combinacién de estos
dos tratamientos en claveles bajo condiciones de invernadero (Basallote-Ureba et al.,
2016).

Otra herramienta efectiva para controlar enfermedades de las plantas es el control

biol6gico usando microorganismos no patdgenos. En el caso especifico del clavel y
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Fusarium oxysporum, la cepa T34 de Trichoderma asperellum ha demostrado ser
efectiva en el control del marchitamiento vascular, reduciendo la incidencia y severidad
(Sant et al., 2010). En la actualidad, la mayoria de los productos de agentes de control
biolégicos microbianos comercializados para controlar F. oxysporum en plantas
ornamentales estan compuestos de cepas de Trichoderma (Lecomte et al., 2016);
aunque, Bacillus subtilis, Streptomyces sp., y Pseudomonas fluorescens, también han
mostrado eficacia en el control del marchitamiento causado por Fod (Jawaharlal et al.,
2010).

Sin embargo, estos métodos aumentan costos en la produccion considerablemente y no
son completamente efectivos. Razon por la cual en la actualidad se estan explorando
métodos de control donde se induce la respuesta de defensa innata de la planta, lo que

se conoce como induccién de resistencia y se tratara a continuacion.

1.3 Induccidn de resistencia

El reconocimiento de un patdégeno a menudo desencadena una reaccion de resistencia
localizada, conocida como la respuesta hipersensible (HR), que se caracteriza por la
muerte celular rapida en el sitio de la infeccion. Se ha comprobado que, ante una
segunda infeccién en un tejido distal de la misma planta, esta presenta un mayor grado
de resistencia, denominada resistencia inducida (IR) (Gao, Ma, Ji, Pan, Wang, et al.,
2022). En plantas, se han descrito dos formas de IR; la resistencia sistémica adquirida
(SAR) gue se basa principalmente en la via de sefializacion del acido salicilico (SA) y la
resistencia sistémica inducida (ISR) que se basa en las vias de sefializacion del acido
jasmonico (JA) y del etileno (ET) y esta asociada al reconocimiento de microorganismos
no patogénicos como las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y los
hongos micorricicos, (Boubakri, 2020; Orozco-Mosqueda et al., 2023). Varios inductores
biéticos (por ejemplo, a través de una infeccion controlada por microorganismos
patdégenos, inoculacion con patégenos avirulentos, o inoculacidon con microorganismos no
patdégenos), e inductores abioticos (por ejemplo, inductores quimicos y fisicos) pueden
desencadenar resistencia en las plantas (Romanazzi et al., 2016), que se ha descrito
como eficaz contra un amplio espectro de patégenos que incluyen virus, hongos,

bacterias y nematodos (Devi et al., 2020; Gao, Ma, Ji, Pan, Wang, et al., 2022).
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La acumulacién de proteinas relacionadas con patogénesis (PR) es caracteristica de la
resistencia sistémica adquirida (SAR) y su induccion se utiliza como indicador de SAR.
Moya-Elizondo y Jacobsen (2016), estudiaron la actividad de tres proteinas PR en
diferentes cultivares de trigo para analizar la SAR inducida por un inductor biol6gico (B.
mycoides) y un inductor quimico (acibenzolar-SMetilo), encontrando que la induccién de

SAR est4 asociada con el aumento de la actividad de las proteinas PR.

El 4cido salicilico desempefia un papel importante en la sefalizacion de la SAR. Estudios
en plantas de A. thaliana han mostrado que los niveles de esta fitohormona estan
regulados durante la induccidbn de SAR. La acumulacion de acido salicilico se inicia
mediante el reconocimiento de proteinas R con dominios CC-NBS-LRR y TIR-NBS-LRR,
gue inducen la biosintesis de acido salicilico a través de proteinas especificas. Ademas, el
acido salicilico puede convertirse en salicilato de metilo, una forma maovil que se desmetila
en tejidos distales para generar una respuesta sistémica. Después de una defensa exitosa,
el acido salicilico activo se glicosila para inactivarse (Dias Puentes, 2012; M. I. Mhlongo et
al., 2017).

Diferentes metabolitos, como el 4cido salicilico, el &cido jasmadnico, el acido abscisico, las
vitaminas, los polifenoles y los flavonoides, y otros compuestos de origen biolégico y
productos quimicos sintéticos, actian como inductores de resistencia en las plantas.
Estos compuestos pueden activar la resistencia local y/o sistémica mediante la induccién
de SAR o resistencia sistémica inducida (ISR). Los inductores de resistencia ofrecen una
opcién para el control de enfermedades infecciosas en las plantas mientras se mantiene
la sostenibilidad de la produccién (Boubakri, 2020; Linlin Li et al., 2016; Romanazzi et al.,
2016).

1.3.1 Hormonas vegetales como inductores de resistencia

Reportes indican, que durante las interacciones planta-patégeno, las moléculas sefial y
las fitohormonas inducen la expresion de genes que codifican para proteinas
relacionadas con patogénesis (PRs). Por ejemplo, PR-1, PR-2 y PR-5 son inducidos por
acido salicilico, mientras que, PR-3, PR-4, PR-12, asi como la actividad de la enzima
polifenol oxidasa (PPO) son regulados por JA (Linlin Li et al., 2016; Poor et al., 2019). El

acido salicilico (SA) es una molécula de sefalizacion central durante la respuesta inmune
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innata de la planta. Se suele inducir por la infeccibn con patdégenos biotréficos y
hemibiotrdéficos, y sirve como un componente importante de la inmunidad desencadenada
por PAMPs (PTI), la inmunidad desencadenada por efectores (ETI) y la resistencia
sistémica adquirida (SAR) (Chandrasekhar et al., 2017).

La aplicacion exdgena de acido salicilico induce la resistencia sistémica adquirida (SAR)
en muchas especies vegetales, lo cual conduce a la expresion de proteinas relacionadas
con patogénesis (PR) y propiedades antimicrobianas. El tratamiento con acido salicilico
afecta diversos procesos fisiolégicos, como la transpiracion, el cierre estomético, el
crecimiento de la planta y la capacidad antioxidante (Chandrasekhar et al., 2017; Cueto-
Ginzo et al., 2016; Hosseinii Zarandi et al., 2022; F. Yang et al., 2022). Por ejemplo, la
adicion foliar de acido salicilico en rosa, modulé el contenido de metabolitos y mejor6 la
respuesta de la planta contra el afido Macrosiphum rosae (Hosseinii Zarandi et al., 2022).
En otro estudio sobre el tomate, se encontré que la adicién de acido salicilico al suelo
aument6 los compuestos fendlicos y la actividad de enzimas antioxidantes, lo cual

contribuy6 a la resistencia contra F. oxysporum f. sp. lycopersici (Suprakash Ojha, 2012).

Otra hormona, el &cido jasmonico y sus derivados, también desempefian un papel
importante en la resistencia de las plantas. Estos compuestos regulan la respuesta a
patégenos necrotréficos y su adicidbn exdgena mejora la resistencia a enfermedades
(Bertini et al., 2019; Fernandes & Ghag, 2022; Vanegas-Cano et al., 2022). Por ejemplo, la
aplicacion exégena de jasmonato de metilo en el banano redujo la incidencia de la
enfermedad causada por Fusarium oxysporum, y se observG un aumento en las
actividades enzimaticas antioxidantes y enzimas relacionadas con la defensa como la
quitinasa, la fenilalanina amonio liasa y la B-1,3-glucanasa. Este tipo de respuesta se ha
relacionado con la induccién de resistencia sistémica inducida similar a la generada por
microorganismos benéficos como rizobacterias y micorrizas (Aleandri et al., 2010; Bertini et
al., 2019).

1.3.2 Vitaminas como inductores de resistencia

En recientes estudios, se ha demostrado que las vitaminas actian como inductores de la
resistencia a enfermedades, lo cual ha recibido gran atencion debido a su seguridad a
nivel ambiental y a su rentabilidad, ya que generalmente son econOmicas. Vitaminas,

incluyendo vitaminas del complejo B (tiamina B1, riboflavina B2 y &cido félico B9),
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bisulfito sédico de menadiona (vitamina K3), acido paraaminobenzoico (PABA, vitamina
Bx), &cido ascérbico (vitamina C), tocoferoles (vitamina E), entre otras, han mostrado un
efecto protector eficaz frente a una amplia gama de agentes patégenos (Boubakri, 2020;
M. Sathiyabama & Indhumathi, 2022).

Hoda Ahmed y colaboradores (2016), investigaron el efecto de la adicion de acido
ascorbico y tiamina en semillas de cartamo para controlar enfermedades de la raiz
causadas por Fusarium verticillioides. Se observé que estas vitaminas estimulaban el
crecimiento de las plantas, aumentaban los pigmentos fotosintéticos y los niveles de
azucares solubles y aminodcidos. La riboflavina también ha demostrado capacidad para
inducir resistencia. Estudios han mostrado que actlla como sefalizador que estimula la
resistencia sistémica, reduciendo la incidencia de enfermedades en plantas como
Arabidopsis thaliana contra Peronospora parasitica y Pseudomonas syringae; tabaco
contra virus del mosaico del tabaco (TMV) y Alternaria alternata; soya contra
Macrophomina phaseolina; y garbanzo contra Fusarium oxysporum f. sp, ciceris.
Ademas, se ha observado que la riboflavina aumenta la acumulacion de compuestos
fendlicos, la actividad de enzimas relacionadas con la defensa y el contenido de
proteinas relacionadas con patogénesis (Abdel Monaim, 2011; Saikia et al., 2006).

Los estudios en general concluyen gue la aplicacion de compuestos quimicos simples no
toxicos como la tiamina, el acido ascérbico y la riboflavina, tienen un efecto en el control
de enfermedades y que su uso puede ser viable, debido entre otros factores a su bajo
costo, baja toxicidad para el hombre y la no contribuciéon a la contaminacién ambiental
(Abdel Monaim, 2011; Ahmed et al., 2016). El caso de la tiamina en particular se analiza

en el numeral 1.4.

1.3.3 Otros compuestos inductores de resistencia

Se ha demostrado que la capacidad de respuesta de las plantas ante diferentes tipos de
estrés (biotico y abidtico), mejora mediante el tratamiento con diferentes productos
guimicos como son; el acido B-aminobutirico (BABA, un aminoacido no proteico), el
acibenzolar-SMetilo (también conocido como BTH, un analogo funcional del &cido
salicilico) y diferentes sales inorganicas, como los fosfitos. Se ha demostrado que estos

productos quimicos sensibilizan los tejidos de la planta preactivando las respuestas de
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defensa y aumentando los niveles de resistencia contra una amplia gama de patégenos a
través de SAR (Anup et al., 2015; Boubakri, 2020; Lim et al., 2013).

Varias sales del acido fosforoso (fosfitos), se estan utlizando cada vez mas como
fungicidas alternativos, ya que se consideran mas amigables con el medio ambiente,
pues pueden degradarse a fosfatos por los microorganismos del suelo que poseen la
enzima fosfito deshidrogenasa. Los fosfitos son fungicidas sistémicos, que se movilizan
por el floema y se utilizan para el control de enfermedades foliares y enfermedades
causadas por microorganismos propios del suelo (Lim et al.,, 2013). También se han
utilizado sales del &cido fosférico como inductores de resistencia contra oomicetos
mediante aplicaciones foliares del inductor en papa (Sanabria et al., 2020). Sin embargo,
en plantas de melén contra el patégeno de la pudricion de la raiz M. cannonballus
tratadas con fosfato acido de potasio (K:HPOQO,), se report6é que las plantas tratadas con el
inductor tenian una mayor biomasa de raices en comparacion con las plantas de control
y aquellas tratadas con otros inductores. Sin embargo, este aumento se asocia a una
mejora en el estado nutricional de las plantas y no a una resistencia efectiva contra el
patdgeno (Aleandri et al.,, 2010). Esto demuestra que no todos los tratamientos de
induccién de resistencia son efectivos en todos los modelos planta-patdgeno, y que es

necesario encontrar el inductor mas adecuado para cada sistema de interés.

1.4 Tiamina como inductor de resistencia

La tiamina ha sido utilizada como inductor de resistencia en diferentes sistemas planta
patégeno. En la tabla 1-1, se resumen los reportes encontrados después de una
basqueda bibliografica, en los que se utiliza la tiamina como inductor de resistencia a
enfermedades vegetales, y a partir de estos se analiza el mecanismo de induccién de

esta vitamina en los numerales a continuacion.

Tabla 1-1: Reportes en los cuales se ha reportado a la tiamina como inductor de

resistencia en diferentes sistemas planta patégeno y sus principales efectos.

Compuesto planta Patégeno Respuesta inducida  Referencia

Expresion de genes de la
ruta fenilpropanoide,
deposicion de calosa,
acumulacion de
compuestos fendlicos.

Tiamina 30 mM
(aspersién
sobre las hojas)

uva (Vitis Oomiceto biotréfico
vinifera) Plasmopara viticola

(Boubaksri et al.,
2013)
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Tiamina 50 mM
(aspersién)

Arroz (Oryza
sativa)

Arroz (Oryza

sativa)
Tabaco

(Nicotiana

tabacum)
Pepino

(Cucumis
sativus)

Hongo hemibiotrofico
Magnaporthe grisea

Bacteria Xanthomonas
oryzae

Virus del mosaico de la
pimienta

Hongo hemibiotrofico
Colletotrichum lagenarium

Efecto de priming
persistente en el tiempo,
Inducciéon de SAR a través
de la via de sefializacion del
acido salicilico, activacion
del gen PR1.

(Ahn et al., 2005)

Tiamina 10 mM
(aspersién
sobre las hojas)

Arabidopsis
thaliana

Pseudomonas
syringae pv tomato

SAR a través de priming.
Acumulacién de H202,
induccion de calosa, y

activacion de la
transcripcion de PR1y
PAL1.

(Ahn et al., 2007)

Tiamina 5 mM
(inyeccion en la
base del tallo)

Soja (Glycine
max (L.) Merr)

Hongo necrotroéfico
Macrophomina phaseolina

Incremento en actividad de
enzimas relacionadas con
defensa (POD, PPO, PAL,
Quitinasa), aumento en
contenido de fenoles.
Induccién de resistencia
sistémica.

(Abdel Monaim,
2011)

Aumento en la actividad de

_ Asian pear las enzimas fenilalanina
Tiamina 100 Lo -
mM (inmersion (Pyrus Hongo necrotréfico amonio liasa, peroxidasa,
de los frutos en bretschneideri Altergnaria alternata SOD y polifenoloxidasa, (Yin et al., 2012)
la solucion) Rehd. cv. ademas del contenido de
Zaosu) flavonoides, fenoles y
lignina.
Tiamina Aplicacion foliar induce
Garbanzo Hongo hemibiotroéfico enzimas de defensa (Muthukrishnan
encapsulada en . ) o .
. (Cicer Fusarium oxysporum f. sp. (quitinasa, 3-1,3 glucanasa, Sathiyabama et
nanoparticulas L o . X
d N arietinum) Ciceri peroxidasa, polifenol al., 2019)
e quitosan . . ;
oxidasa) en hojas y raices.
Melon Hondo Trichothecium Disminucion en la severidad
— (Cucumis melo ongo frichothectu de la enfermedad,
Tiamina 100 roseum I
. > L) acumulacion de
mM (inmersién o (Yong-hong et
. compuestos fendlicos
de los frutos en Melén - : P al., 2017)
la solucion) (Cucumis melo Hongo necrotréfico flavonoides y lignina.
L Alternaria alternata Aumento en las actividades
) PAL, CAT, APX, GRy POD.
Tiamina 1 mM Clavel Hongo hemibiotréfico Disminucidn en incidencia y .
S, X ) . - (Pérez Mora et
(aspersién (Dianthus Fusarium oxysporum f. sp. severidad, acumulacién de
) : ; : al., 2021)
sobre las hojas)  caryophyllus) dianthi flavonoides
Acumulacion de H202 y
Tiamina 2,5 mM Arroz_ (Oryza Nematodo Meloidogyne deposicion de Ilgnlng. (Huang et al.,
por drench en sativa cv. gy Aumento en la expresion de
graminicola 2016)

raices

Nipponbare)

genes de la ruta
fenilpropanoide.

Tiamina entre
0.25y 15 mM,
aspersion sobre
semillas

Pimentén
(Capsicum
annuum)

Virus del mosaico del
tabaco

Aumento en la actividad de
las enzimas PAL, PPOy
POD. Aumento en la
expresion de genes
relacionados con defensa
PAL, POD, PR4, PR9y

(Torky, 2016)
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PR10

Disminucion del progreso
de la enfermedad. (Kheyri et al.,
Induccion de la produccién 2022)
de poliaminas.

Tiamina 0,2 mM Frijol
(aspersion de la (Phaseolus Hongo Rhizoctonia solani
hoja) vulgaris)

1.4.1 Funciones de la tiamina en la planta

La tiamina es una vitamina hidrosoluble perteneciente al complejo B (vitamina B1). Es
conocida en su forma activa (tiamina pirofosfato TPP), por su papel fundamental como
cofactor enziméatico en diferentes procesos fisiologicos, incluidas las vias metabdlicas de
la glucdlisis, la via de las pentosas fosfato, el ciclo del &cido tricarboxilico y la sintesis de
aminoacidos (Boubakri et al., 2012; Kamarudin et al., 2017; Sathiyabama et al., 2019). En
las plantas, las vitaminas funcionan como cofactores enziméticos de flavoproteinas
enzimaticas implicadas en peroxidacion lipidica, proceso en el cual hay generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que sirven como una red de sefalizacion en las

respuestas de defensa de las plantas (Boubakri et al., 2012).

1.4.2 El contenido endbgeno de tiamina se modula en la
interaccion planta patégeno

La tiamina se sintetiza en el cloroplasto a partir de la condensacién de un anillo de
pirimidina (pirofosfato de 4-amino-2-metil-5-hidroximetilpirimidina (HMP-PP)) y un anillo
tiazol (4-metil-5-B-hidroxietiltiazol fosfato (HET-P)), catalizado por la enzima
hidroximetilpirimidina fosfato kinasa (TH1), para formar monofosfato de tiamina. El anillo
pirimidinico se sintetiza a partir de aminoimidazol ribonucleétido por accién de la enzima
hidroximetilpirimidina sintasa (THIC) y se fosforila por la accién de la enzima TH1. El
anillo tiazol se sintetiza a partir de glicina y NAD, mediado por la enzima hidroxietilfosfato
sintasa (THI4). La tiamina monofostato sintetizada se defosforila para formar tiamina, la
cual se transporta al citosol y se fosforila a su forma activa pirofosfato de tiamina, por la
enzima tiamina pirofosfato kinasa (TPK) (Dong et al., 2015; Goyer, 2010; Kamarudin et
al., 2017).
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Diferentes estudios, incluyendo bioingenieria, han mostrado que la biosintesis de tiamina
puede aumentar la resistencia frente al estrés bidtico y abiético modulando el contenido
enddgeno de la vitamina (Dong et al.,, 2015). En palma de aceite se demostré que la
colonizacién exitosa de plantulas por Hendersonia toruloidea, da como resultado la
regulacién positiva de los genes relacionados con la biosintesis de tiamina THIC, THI4,
TH1 y TPK; y una mayor acumulacién de la vitamina y sus ésteres (Kamarudin et al.,
2017). Por otro lado, se ha reportado que dos de los genes implicados en la biosintesis
de la tiamina son esenciales en la respuesta a patégenos: Los transcritos del gen OsDR8
de arroz, que codifica para la proteina de sintesis del anillo tiazol de la tiamina (THI4)
aumentan por interaccién con la bacteria Xanthomonas oryzae pv. oryzae y el hongo
Pyricularia grisea (Wen, Chu, & Wang, 2003), esto fue demostrado en plantas
transgénicas que reprimen la expresion del gen, las cuales mostraron menores niveles de
tiamina y mayor susceptibilidad a X. Oryzae, que fue revertida por la aplicacién exdgena
de tiamina (Dong et al.,, 2015); y el gen Rox1 que codifica para TPK, el cual es un
regulador positivo del gen XA21 en arroz, que confiere resistencia a X. oryzae. Se

demostré que, cuando Rox1 es silenciado aumenta la susceptibilidad (Lee et al., 2011).

1.4.3 La tiamina presenta actividad antioxidante y actia como
modulador del estado redox celular

El papel antioxidante de la tiamina puede ser indirecto, como precursor de NADH y

NADPH a la red antioxidante o afectando el balance redox de la célula; o directo,

actuando como antioxidante, para la cual se ha reportado una capacidad antioxidante en

equivalentes de trolox (TEAC) de 0,32 + 0,01 y su habilidad como eliminador del anién

radical superéxido y de radicales hidroxilos (Asensi-Fabado & Munné-Bosch, 2010).

Un estudio en plantas de A. thaliana sometidas al reto con el patégeno necrotréfico
Sclerotinia sclerotiorum, reporté que tratamientos con tiamina previos a la inoculacion,
evidencian que se interfiere con el establecimiento de un estado reductor inicial que es
crucial para el mecanismo de patogénesis de Sclerotinia (Y. Zhou et al., 2013). El éxito del
patégeno se potencia con la inhibicion del complejo de las NADPH oxidasas (NOX), el cual
es el principal productor de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la planta, que estan
involucradas en bajas concentraciones con la sefializacion en estrés bidtico, en la

respuesta hipersensible (HR) inducida por ETI en plantas, en la deposiciéon de calosa y en
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la promocién de resistencia inducida por mecanismos de SAR (Y. Wang et al., 2016). La
aplicacion de tiamina mostré aliviar este efecto en el patosistema A. thaliana-Sclerotinia,
generando una transicion celular hacia el estado oxidativo en los tejidos infectados,
deposicion de calosa activada por NOX-ROS y cierre de estomas dependientes de ROS
generados por NOX; respuestas que son favorables para la planta contra el patégeno (Y.
Zhou et al., 2013).

Ademads, la aplicacion de tiamina afecta el contenido de ROS y la actividad de enzimas
antioxidantes en la planta. En frutos de melon y uva, la tiamina aumenta las
concentraciones de ROS, como el peroxido de hidrégeno, y también aumenta la actividad
de enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y
glutation reductasa (GR) (Boubakri et al., 2012; Yong-hong et al., 2017).

1.4.4 La aplicacion de tiamina presenta efecto inhibitorio en la
colonizaciobn y en el crecimiento de la poblacién de
patégenos

La aplicaciéon de tiamina ha demostrado tener un efecto inhibitorio en el crecimiento y

colonizacién de diversos patégenos en plantas. Por ejemplo, en estudios con hongos,

bacterias, virus y afidos se observd una restriccion del crecimiento fungico en areas
especificas de las plantas tratadas con tiamina (Ahn et al., 2005; Yin et al., 2012; Yong-
hong et al., 2017), asi como una disminucion en la poblacion bacteriana (Ahn et al.,

2007), viral (Torky, 2016; Vinchesi et al., 2017) y de afidos (Hamada et al., 2017; Hamada

& Jonsson, 2013). Sin embargo, estos efectos pueden variar segun el sistema planta-

patégeno y la concentraciébn de tiamina utilizada. En algunos casos, como en el

nematodo Meloidogyne graminicola (Huang et al., 2016) y el hongo Fusarium oxysporum

f. sp. ciceri, (Muthukrishnan Sathiyabama et al., 2019), no se encontr6 un efecto

significativo de la tiamina. Estas diferencias demuestran la importancia de determinar el

mecanismo de accién de la tiamina en cada sistema especifico.

1.45 La tiamina induce resistencia por mecanismos de
elicitacion

Cuando las plantas son tratadas con elicitores, ocurre la sensibilizacién (priming) y, en

consecuencia, se activan diversas vias de sefializacion que inducen el mecanismo de

defensa en plantas tratadas con elicitor, con el fin de hacer frente a condiciones
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ambientales adversas y patégenos invasores (Torky, 2016). En ese sentido, las
diferencias clave entre las interacciones compatibles (susceptibles) e incompatibles
(resistentes) son el reconocimiento oportuno del ataque del patégeno y la expresion
rdpida y adecuada de las respuestas de defensa (Muthukrishnan Sathiyabama et al.,
2019), y los elicitores son importantes en dicha respuesta como se muestra a

continuacion.
+ Induce la respuesta de genes relacionados con la defensa

Las plantas pretratadas con tiamina exdgena y desafiadas con patégenos virulentos
mostraron acumulacion de ARNm de PR en plantas de A. thaliana (Ahn et al., 2007),
arroz y pepino (Ahn et al., 2005). Aumentaron en la actividad de las enzimas PAL, PPO y
POD y en la expresién de genes relacionados con defensa PAL, POD, PR4, PR9 y PR10
en plantas de aji contra el virus del mosaico del tabaco (Torky, 2016). La aplicacion foliar
de nanoparticulas de tiamina, aumentd significativamente las actividades de enzimas
relacionada con las defensas, como la polifenol oxidasa (PPO), peroxidasa (POD), p-1,3
glucanasa, quitinasa, quitosanasa y la actividad de proteasa en hojas y raices de

plantulas de garbanzo (Huang et al., 2016).

+ La induccion de resistencia con tiamina esta influenciada por la fenilalanina amonio
liasa (PAL)

La fenilalanina amonio liasa (PAL) es una de las enzimas de la ruta fenilpropanoide. El
aumento de PAL estd asociado con la biosintesis de &acido salicilico (un importante
sefializador de resistencia sistémica en plantas), y de antifngicos, incluidos compuestos
fendlicos como flavonoides y lignina (Yong-hong et al., 2017). Uno de los efectos de
induccién de resistencia reportados por la aplicacion de tiamina, es precisamente el
aumento en PAL a nivel de genes en aji contra el virus del mosaico del tabaco (Torky,
2016) y en la actividad de la enzima PAL; asi como de sus transcritos en frutos de melén
contra A. alternata (Yong-hong et al., 2017) y en frutos de pera contra A. alternata (Yin et
al., 2012).

La influencia de PAL en el mecanismo de accion de la tiamina para la induccion de
resistencia fue demostrada cuando se adiciona conjuntamente el inductor con &cido

L-2-aminooxi-3-fenilpropiénico (AOPP), compuesto que actia como un inhibidor de PAL.
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Este experimento encontr6 una disminucion significativa en el efecto de induccién de
resistencia por la aplicaciéon de tiamina en la interaccion arroz-M. graminicola, lo cual
sugiere que la sintesis de fenilpropanoides est4 envuelta en la defensa mediada por
tiamina contra M. graminicola (Huang et al., 2016).

R/

« Lainduccién de resistencia con tiamina es &cido salicilico dependiente

La resistencia sistémica adquirida se da cuando la planta después del reconocimiento de
un patégeno en un punto especifico de la planta y la generacién de la respuesta produce
una cascada de sefializacion que confiere resistencia a un ataque posterior en otras
partes de la planta (Ahn et al., 2007). Ese tipo de resistencia es influenciado por la
hormona vegetal acido salicilico. Diferentes estudios han demostrado que la capacidad
de la tiamina para el control de enfermedades en plantas se induce por mecanismos de
resistencia sistémica adquirida, ya que al realizar ensayos de induccién de resistencia
por aplicacion de tiamina en mutantes que no acumulan la hormona, no se obtuvo la

misma respuesta positiva en plantas sin la mutacion (Ahn et al., 2005; Wang et al., 2016).

1.5 Protedmica aplicada al estudio de lainduccién de
resistencia en interacciones planta patégeno

Entendiendo el proteoma como el conjunto de las proteinas expresadas (presencia y
abundancia) por el genoma en las condiciones de estudio; la proteébmica es entonces, el
conjunto de técnicas experimentales que permiten obtener informacién del proteoma. La
proteémica intenta caracterizar integralmente el conjunto proteico derivado de la
expresion del genoma, en sistemas biol6gicos de diversa complejidad, en unas
condiciones determinadas. En comparacién con la naturaleza estética del genoma, el
proteoma es altamente dinamico, responsable de la modulacién del fenotipo de la planta,
a través de cambios en la expresion y degradaciéon de proteinas, modificaciones
postraduccionales, localizacion subcelular e interacciones proteina-proteina y de

proteinas con otras biomoléculas (Jain et al., 2021; Maldonado Alconada et al., 2022).

La protedmica combina instrumentacion sofisticada, flujos de trabajo experimentales
personalizados y herramientas bioinforméticas avanzadas para explorar los cambios en el
proteoma celular, el entorno extracelular, las interacciones entre proteinas y las

modificaciones postraduccionales (PTM) (B. Liu et al.,, 2022). De manera general para
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realizar un estudio en proteémica se deben realizar basicamente tres etapas secuenciales,
gue deben ser adaptadas de manera particular a cada especie vegetal objeto de estudio
(Ardila, 2013). En la primera se debe realizar la extraccion (proceso que depende de la matriz
objeto de estudio y que se debe optimizar al inicio del analisis) y la separacion de proteinas,
en donde se utiliza técnicas como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y/o la
electroforesis en geles de poliacrilamida en una o dos dimensiones. En una segunda etapa
se debe realizar la identificacion de las proteinas de interés seleccionadas, por medio de una
técnica de alta sensibilidad y exactitud, como lo es la espectrometria de masas en tandem
(MSMS), usando métodos débiles de ionizacién (ES electrospray o la ionizacion asistida por
matriz o MALDI por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization).
Finalmente, en una tercera etapa, es necesario hacer una asignacion de funcion biol6gica
para la proteina encontrada por comparacion con bases de datos, usando para ello motores
de basqueda.

La extraccion es el paso mas importante en todos los estudios protedémicos, ya que va a
definir el tipo de proteinas que se va a analizar y por tanto el alcance de los resultados.
La extraccion y posterior precipitacion de las proteinas, debe ser lo mas simple posible
con el fin de incrementar la reproducibilidad del experimento. La solubilizacion de la
muestra se hace generalmente usando una solucidn que contiene un agente caotrdpico
como urea y/o tiourea, los cuales aumentan la solubilidad de las proteinas, rompiendo
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas. Esta solucion ademas contiene
detergentes no idnicos o zwitterionicos como el CHAPS o el Triton X-100, los cuales
previenen interacciones hidrofobicas y evitan la formacion de agregados de proteinas
gue ademas son Utiles en la solubilizacion de proteinas hidrofébicas; también contiene
agentes reductores como el DTT o el B-mercaptoetanol, para reducir y evitar la
reoxidacion de los puentes disulfuro tanto intra como intermoleculares logrando una

completa desnaturalizacién (Jorrin-novo et al., 2009; Pérez-Mora et al., 2018).

Actualmente, el método de separacion de proteinas y péptidos utilizado con mayor
frecuencia en analisis protedmicos es la cromatografia liquida (Chandrasekhar et al.,
2017; Jain et al., 2021). En la proteémica basada en LC-MS (cromatografia liquida —
espectrometria de masas), las mezclas complejas de proteinas se someten primero a
digestion enzimatica, para que los productos peptidicos puedan ser separados usando

cromatografia liquida y posteriormente identificados usando espectrometros de masas
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acoplados. Generalmente el sistema cromatografico incluye columnas con fases
estacionarias hidrofobicas, que van a separar a los péptidos de acuerdo con su polaridad.
La cromatografia liquida seguida de espectrometria de masas es una técnica que permite
identificar y cuantificar de manera simultdnea grandes grupos de proteinas y se
constituye actualmente como la técnica de mayor resoluciéon para la identificacion de

péptidos y el andlisis de proteoma (Valledor & Weckwerth, 2014).

Después de realizar la separacion y posterior identificacién por MS/MS es necesario realizar
el andlisis de los espectros de masas obtenidos y de esta manera identificar la proteina y
asignar su funcion utilizando bases de datos y motores de blusqueda. La identificacion de
proteinas se realiza interpretando los espectros de masas de péptidos (huella peptidica -
Peptide Mass Fingerprinting), o los espectros de masas de fragmentos de un determinado
péptido (huella de fragmentacién peptidica - Peptide Fragment Fingerprinting). Algunos de
los motores de busqueda mas usados en andlisis de protebmica son MASCOT

(http://www.matrixscience.com/), Profound (http://prowl.rockefeller.edu/prowl-

cgi/profound.exe), Sequest (http://www.thermoscientific.com/), EasyProt

(http://easyprot.unige.ch/), entre otros, que permiten la identificacion de proteinas tanto

por huella peptidica como la identificacion de péptidos a partir del espectro de

fragmentacion.

Teniendo en cuenta que las proteinas median los principales mecanismos de respuesta de
las plantas a los patdgenos desde reconocimiento a través de proteinas PRR y proteinas R;
transduccién de las sefiales a través de proteinas de sefalizacion; resistencia inducida y
respuesta de defensa a través de proteinas PR; la protedbmica se ha convertido en un
método de uso frecuente para el estudio de las complejas interacciones entre plantas y
patégenos (Castillejo et al., 2015; Ngou et al., 2022). Sumado a esto, el desarrollo técnico de
las ciencias "6micas" y de las herramientas bioinformaticas, asi como el creciente nimero de
genomas de hongos que estan siendo secuenciados promueven el uso de la proteébmica
para analizar estas interacciones (Castillejo et al., 2015). El analisis de los grupos de
proteinas diferenciales en tejidos de la planta sometida a un reto con un patégeno,
proporciona una vision mas clara de los mecanismos fisioldgicos y celulares de la interaccion
en comparacion con analisis de ADN o ARN (Jain et al., 2021). Con relacion a la resistencia
inducida, las herramientas de la protedmica han sido utilizadas para el estudio de la

interaccion planta-patdgeno, y la induccion de resistencia sistémica por la adicion exdgena
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de agentes inductores. En la tabla 1-2 se muestran algunos de estos estudios, articulos

publicados en los ultimos afios.

Tabla 1-2: Revision de algunos estudios realizados en protedmica asociada a la interaccién
planta-patdgeno
Modelo planta-patégeno Objetivo del trabajo Técnica Referencia
proteémica
Maiz - Fusarium | Andlisis de proteinas de | LC-MS/MS (Abdul Hasseb et al.,
verticillioides apoplasto desencadenadas en 2022)
respuesta al patégeno
Pepino - F oxysporum f. | Cambios a nivel de proteinas | 2D SDS-PAGE - | (Zhang et al 2016)
sp. Cucumerium tras inoculacién con patégeno | MALDI-TOF/TOF
Ginseng - Alternaria panax | Mecanismos de  defensa | LC-MS/MS (Q. Yang et al,
durante la infeccién asociados 2022)
a ruta fenilpropanoide vy
biosintesis de lignina.
Uva - Plasmopara viticola Resistencia inducida por $8-1,3 | 2D SDS-PAGE (Lemaitre-Guillier et

glucano (laminarin)

NanoLC-MS/MS

al., 2017)

Aji - R. solanacearum

Efecto de la adiciébn exdgena

2D-PAGE - Nano

(Chandrasekhar et

de Acido salicilico LC-MS/MS al., 2017)
Papa - P. infestans Induccion  de  resistencia | iTRAQ - UPLC- | (Limetal., 2013)
asociada a la adicién de | MS/MS
fosfitos
Arabidopsis  thaliana - | Resistencia  inducida por | ITRAQ - RP- | (Jiaetal., 2020)
Pseudomonas syringae pv. | oligosacaridos de quitosan HPLC
tomate DC3000 LC-MS/MS
Tomate - Botrytis cinérea Analisis de la resistencia | 2D-SDS-PAGE - | (Linlin Li et al., 2016)

inducida por acido salicilico y
una mezcla de este con iones
calcio

MALDI-TOF/TOF

Mijo perla - S. graminicola

Resistencia inducida por acido
-aminobutirico

2D SDS-PAGE
NanoLC-MS/MS

(Anup et al., 2015)

La acumulacion diferencial de proteinas por la aplicacion de inductores de resistencia en
diferentes tipos de interaccién planta — patégeno, ha sido usada como herramienta para
entender los fendmenos bioquimicos detras del proceso de induccién de resistencia. Por
ejemplo, la adiciébn exdgena de &cido salicilico mediante aspersion en hojas de tomate
infectadas con el virus X de la papa (PVX), demostr6 que, el tratamiento con la
fitohormona compensa parcialmente la reduccion de la tasa fotosintética causada por el
virus, aumentoé el contenido de proteinas relacionadas con la termotolerancia y el estrés,
y disminuy6 el contenido de proteinas relacionadas con la apertura estomatica (Cueto-
Guinzo et al 2016). Otro estudio protedmico en tomate (Solanum lycopersicum),
demostré que la aplicacion de acido salicilico y un tratamiento combinado con CacCl,,
presenté un aumento en la resistencia en tomate contra el hongo patégeno Botrytis

cinérea a través de la acumulacién de proteinas implicadas en la respuesta de defensa,
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la fotosintesis, la energia, chaperonas moleculares, el metabolismo y la transduccion de
sefiales. (°Li et al 2016).

Chandrasekhar y colaboradores (2017), estudiando el modelo planta patégeno Aji
(Capsicum annuum)-Ralstonia solanacearum, encontraron que la aplicacion exégena de
acido salicilico 0,5 mM durante 3 dias, aumento la resistencia del aji al marchitamiento
causado por esta bacteria. Se evidencié que se presentaba una reduccion en el nivel de
incidencia de la enfermedad. Ademas, utilizando herramientas protedmicas, encontraron
la sobreregulacién de proteinas relacionadas con el estrés y la defensa, la energia y el
metabolismo, la sintesis de proteinas, proteinas de almacenamiento y de transcripcion.
Estos resultados mostraron el papel que tenia el acido salicilico en la induccion de RSA
para el control de esta enfermedad en las plantas de aji. En otro estudio, en plantas de
papa (Solanum tuberosum), se analizé el efecto de la adicién en el suelo de fosfitos
(KH2PO3; vy K:HPO3), antes y después de la infeccién con el oomicete Phytophtora
infestans, utilizando herramientas protedémicas. Se encontré que la adicion de fosfitos
generd cambios en la expresion de proteinas de defensa vegetal asociadas a la via
dependiente del acido salicilico, la actividad antimicrobiana, la ruta de sefalizacion de
ROS, la via dependiente del ion Ca?* y la respuesta hipersensible (Lim et al 2013).
Finalmente, es de resaltar que mas alla del estudio de algunas enzimas en particular, a la
fecha no se tienen estudios que apliqguen herramientas proteGmicas para el estudio de la

induccion de resistencia con tiamina.

1.6 Metaboldmica aplicada al estudio de lainduccion de
resistencia en interacciones planta patégeno

Los metabolitos son considerados el puente entre el genotipo y el fenotipo. Los cambios
en los niveles de metabolitos pueden revelar directamente la funcion de los genes,
revelando asi los mecanismos bioquimicos y moleculares que caracterizan el evento
estudiado de forma més efectiva (Shen et al., 2023). En ese contexto, la metabolomica
hace referencia al andlisis de los metabolitos en un sistema biologico a través de un
conjunto de herramientas analiticas y estadisticas que permiten realizar investigacion
exhaustiva de las variaciones de estos metabolitos en el evento estudiado. Generalmente
consiste en la obtencion de perfiles metabdlicos totales (0 al menos con la mayor
amplitud posible) y andlisis estadisticos multivariados, tanto de clasificacion como de

reconocimiento, que proporcionan una visualizacion eficiente de los cambios asociados
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en términos de ausencia/presencia y/o abundancia, a una condicién particular. Esta
visualizaciébn debe acompafarse de la, identificacién y cuantificaciébn de los metabolitos
diferencialmente reconocidos bajo las condiciones fisiolégicas especificas de estudio
(Shen et al., 2023; K. S. Singh et al., 2022); en virtud de lo anterior, se pueden usar
herramientas de la metabolémica para el estudio de diferentes tipos de estrés, incluyendo

el estrés causado por microorganismos patogénicos.

El término metaboldmica aparece a comienzos de este siglo como un enfoque orientado
al estudio del metaboloma. Este enfoque agrupa a las técnicas de la quimica analitica
convencionales y modernas, que permiten analizar cantidades considerables de
compuestos de bajo peso molecular (i.e., metabolitos), los cuales incluyen una amplia
gama de moléculas fisicoguimicamente heterogéneas que se producen a partir de vias
metabdlicas primarias y secundarias que, debido a su naturaleza y rol, suelen estar
asociados a una respuesta fisioldgica diferencial en el organismo objeto de estudio
(Maldonado Alconada et al., 2022).

Existen varias plataformas tecnolégicas disponibles para realizar andlisis basados en
metabolémica, pero las técnicas cromatogréaficas, liquida o de gases, acoplada a
espectrometria de masas (LC/MS, GC/MS), son las plataformas analiticas de preferencia
para los experimentos de analisis de alto rendimiento de metabolitos, porque miles de
sefales son detectadas a partir de un extracto adecuadamente obtenido de una muestra
biol6gica (Shen et al., 2023). En la préctica, los datos crudos obtenidos por cualquiera de
estas técnicas utilizadas en metabolomica son comparados por similitud espectral con
bases de datos publicas y comerciales, lo cual es requisito para dar una identidad
guimica a los datos obtenidos, lo que a su vez conduce a su asociacién desde la
bioquimica para establecer una posible funcién bioldgica. Algunas de las bases de datos

publicas mas utilizadas se listan a continuacion:

e HMDB (www.hmdb.ca, base de datos de metabolitos de humanos. Se encuentran
espectros de masas y RMN de aproximadamente 114000 metabolitos).

e METLIN (https://metlin.scripps.edu, espectros de masas de 16000 compuestos

analizados y cerca de 200000 espectros de compuestos predichos in silico).

e mzCloud (www.mzcloud.org, espectro de espectrometria de masas de alta

resoluciéon de metabolitos).


http://www.hmdb.ca/
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e Pubchem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/, informacion espectral de mas de

300000 compuestos.
e Golm Metabolome Database, GMD, (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/, espectros

de masas de compuestos metabolicamente activos obtenidos por GC-MS).
e Global Natural Products Social Molecular Networking, GNPS

(https://gnps.ucsd.edu, Espectros de masas de diferentes metabolitos).

Debido a que el analisis del metaboloma es todavia un reto analitico y tecnolégico dada
la enorme diversidad que tienen los diversos metabolitos producidos por un organismo,
los analisis en metabolémica se han subdividido en dos enfoques que dependen del tipo

de alcance que se dé al experimento, a saber:

e Anélisis metabolomico dirigido: Hace referencia a la medicion cuantitativa de
un grupo especifico de metabolitos (por ejemplo, aminoacidos, lipidos, azucares,
flavonoides, entre otros) con el fin de elucidar las vias metabdlicas especificas
relacionadas con el objetivo de estudio o para validar biomarcadores identificados
en perfiles metabdlicos no dirigidos. En ese sentido, los enfoques dirigidos
requieren un conocimiento a priori de los metabolitos de interés en el sistema de
estudio y por lo tanto su objetivo no es tener una cobertura global de los
metabolitos (Liu et al., 2022; Shen et al., 2022).

e Analisis metaboldmico no-dirigido: En contraste con los andlisis dirigidos, los
enfoques metaboldmicos no dirigidos implican el perfil global del metaboloma en
funciéon de los metabolitos que sean detectables por la técnica en el extracto
analizado; este grupo de metabolitos detectables suele llamarse perfil metabdlico.
La metabolémica no dirigida a menudo proporciona mas informacién que la
metabolémica especifica dada su naturaleza exploratoria, pero el enfoque dirigido
suele ser mas cuantitativo y orientado a la confirmacion de una hip6tesis biol6gica
(Liu et al., 2022; Shen et al., 2022).

Los estudios en metabolomica se estan utilizando debido a las ventajas que presentan
frente a otras herramientas 6micas, como la protedmica y la transcriptomica. Por ejemplo,
obtener el perfil metabdlico es un andlisis mas econdmico, y la tecnologia utilizada en
esta, es versatil y genérica (Vazques 2015). En afios recientes la metabol6omica se ha

utilizado para el estudio de interacciones planta-patégeno en plantas modelo, mientras
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gue estudios en plantas no-modelo han sido limitados, debido en gran parte a la falta de
conocimiento quimico (e.g., metabolitos registrados en bases de datos) y bioguimico
(rutas primarias y especializadas) en tales plantas no-modelo, que permitan una

interpretacion mas certera (Kumar et al., 2015).

En la tabla 1-3 se presentan algunos estudios en los que se usan herramientas de la
metabolémica para estudiar la interaccién planta patdégeno, incluyendo fenbmenos de
induccién de resistencia. Mediante un analisis metabolémico no dirigido, Kumar y
colaboradores (2015), analizaron el marchitamiento vascular causado por F. oxysporum f.
sp. ciceri (Foc) en garbanzo (Cicer arietinum), enfoque que permiti6 obtener una
comprension de la red metabdlica modulada durante el desarrollo de la enfermedad. Se
encontr6 que ciertos metabolitos, como triterpenoides, flavonas, flavonoles vy
antraquinonas, se acumulan en las raices de las plantas resistentes y fortalecen los
mecanismos de defensa contra Foc. Por otro lado, empleando una aproximacién de
metabolémica no dirigida, por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-MS), identificaron el perfil de compuestos organicos volatiles (VOC)
asociados con la respuesta del tomate en interaccion con cepas virulentas o avirulentas
de Pseudomonas syringae DC3000 pv. Tomate. Los VOC se acumularon
diferencialmente cuando las plantas resistieron eficazmente la infeccion bacteriana, lo

gue indica que podrian desempefiar un papel en la defensa (Lopez-Gresa et al., 2017).

Estudios en plantas de tabaco usando herramientas de la metabolomica, sugieren que el
tratamiento con lipopolisacaridos (LPPs), inductores reconocidos de respuestas de
defensa, altera las fitohormonas asociadas a la defensa, como el &cido salicilico, su
forma metilada y el acido azelaico. Se propone que el tratamiento con LPPs induce
resistencia a través de un estado de priming regulado por estas fitohormonas (Mhlongo et
al 2017). Ademas, en rosas, se descubrid6 mediante metabolémica que los triterpenoides
estan relacionados con la resistencia contra el hongo Podosphaera pannosa y la
induccion de resistencia por la aplicacion exdgena de acido salicilico (F. Yang et al.,
2022).

Tabla 1-3: Revisibn de algunos estudios realizados en metabolomica asociada a la
interaccién planta-patégeno y el uso de algunos inductores de resistencia.

Modelo planta- | Objetivo del trabajo Técnica de | Referencia
patégeno separacion y
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andlisis
Garbanzo - F. | Respuesta metabdlica a la enfermedad | UHPLC-MS (Kumar et al.,
oxysporum f.  sp. | en variedades susceptibles y 2015)
Ciceri resistentes. Analisis metabolémico no
dirigido.
Banano - F. | Andlisis metabolémico comparativo de | HPLC-MS Li et al 2017
oxysporum f. sp. | plantas inoculadas con el patégeno
Cubense frente a controles
Tomate - P. syringae | Andlisis metabolémico no dirigido en | GC-MS (Lépez-Gresa et
respuesta de la interaccion planta al., 2017)
patégeno
Rosa - Podosphaera | Analisis metabolomico no dirigido en | UHPLC-MS (F. Yang et al.,
pannosa respuesta a la induccién de resistencia 2022)
al oidio o blanquilla de la rosa por
adicién de &cido salicilico.
Tabaco- Burkholderia | Respuesta metabdlica a Induccién de | HPLC- MSMS (M. 1. Mhlongo et
cepacia SAR por y lipopolisacaridos al., 2017)
Trigo - Zymoseptoria | Respuesta metabdlica a induccion de | UHPLC-MS (de Borba et al.,
tritici resistencia por el polisacérido Ulvano 2021)
A. thaliana - - | Andlisis metabdlico no dirigido a | UHPLC-MS (Pastor-

Plectosphaerella
cucumerina

induccién de resistencia por Sistemina
de tomate

Fernandez et al.,
2022)




2.Seleccion de la tiamina como potencial
inductor de resistencia al marchitamiento
vascular en clavel

Resumen

En la primera etapa del estudio, se evaluo el efecto de diferentes inductores de resistencia
en el marchitamiento vascular del clavel causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
(Fod) y su relacién con los contenidos de fenoles y flavonoides en las raices de las plantas
de clavel. Se utilizaron esquejes de clavel indexados (cultivar ‘Solex’ susceptible a la
enfermedad) con tres semanas de enraizamiento. Los inductores de resistencia, como
acido ascorbico, acido salicilico, tiamina y fosfito de potasio se aplicaron por aspersién o
drench antes de la inoculacién con Fod. Los resultados mostraron que la aplicacion de
todos los inductores, excepto el tratamiento de aspersion de KzPOs, redujo la incidencia y
severidad de la enfermedad en comparacién con los controles. Ademas, las plantas
tratadas con tiamina por aspersién mostraron un aumento en los contenidos de fenoles y
flavonoides. Teniendo en cuenta estos resultados, se selecciond a la tiamina como
potencial inductor de resistencia. Posteriormente, se evalué el efecto de la concentraciéon
de la tiamina y ademas el efecto sobre diferentes cultivares susceptibles. Los resultados
mostraron que la aplicacion de tiamina en las cuatro concentraciones evaluadas redujo de
manera similar la incidencia y la severidad de la enfermedad, segun el andlisis estadistico
multivariante. Ademas, se observé que la aplicacion de tiamina en una concentracion de 1
mmol L tuvo una respuesta positiva en la reduccién de los efectos de la enfermedad en
tres cultivares susceptibles. Estos hallazgos resaltan el potencial de la tiamina como
inductor de resistencia en el manejo del marchitamiento vascular del clavel causado por

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.
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Abstract

In the first stage of this study, the impact of various resistance inducers on vascular wilt
caused by Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod) in carnation, along with their
correlation with phenolic and flavonoid contents in carnation roots, were assessed. Three-
week-rooted, indexed carnation cuttings of the ‘Solex’ cultivar, known to be susceptible to
the disease, were employed for this phase. The resistance inducers, such as ascorbic
acid, salicylic acid, thiamine, and potassium phosphite, were administered via foliar spray
or drench before inoculation with Fod. The results indicated that application of all
inducers, except for the KsPO; foliar spray treatment, effectively reduced the incidence
and severity of the disease when compared to the control group. Notably, the plants
treated with thiamine via foliar spray exhibited an increase in phenolic and flavonoid
contents, which further highlighted thiamine as a potential resistance inducer.
Subsequently, the effect of different thiamine concentrations and their impact on various
susceptible carnation varieties was evaluated. The results demonstrated that the
application of thiamine at the four assessed concentrations equally reduced the incidence
and severity of the disease, as revealed by multivariate statistical analysis. Remarkably, it
was observed that thiamine application at a concentration of 1 mmol L elicited a positive
response in mitigating disease effects in three susceptible cultivars. These findings
underscore the significant potential of thiamine as a valuable resistance inducer in
managing vascular wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. dianthi in carnation. By
identifying thiamine's effectiveness in combating this disease, our study contributes to the

development of innovative strategies for disease management in the floriculture industry.

2.1 Introduccidn

Los inductores de resistencia de las plantas (PRI por sus siglas en inglés plant resistance
inducers) son agentes que inducen los mecanismos de defensa propios de la planta y
conducen a la protecciéon contra patbgenos como virus, bacterias, oomicetos y hongos.
También se conocen como activadores de resistencia de plantas, bioestimulantes,
activadores de defensa de plantas o elicitores (Overbeek et al., 2022). Para
desencadenar respuestas de resistencia en las plantas se han descrito dos mecanismos
gue confieren una proteccion duradera frente a un amplio espectro de microorganismos.
Estos mecanismos son la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) mediada por acido

salicilico y la Resistencia Sistémica Inducida (ISR) mediada por acido jasmonico y etileno
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(Romanazzi et al., 2016; Ton et al., 2009). Estas respuestas sistémicas permiten que la
planta esté en un estado de “alerta”, de modo que, ante un futuro ataque del patdégeno, la
planta pueda responder de manera mas eficiente. Este fendbmeno se conoce como
priming (Romanazzi et al., 2016; Ton et al., 2009; Tripathi et al., 2019). Como una de las
caracteristicas destacables, los PRI tienen el potencial de ser mas sostenibles
ambientalmente y tener un menor impacto en la salud humana comparado con los
pesticidas que se usan para control de enfermedades (Alexandersson et al., 2016;
Boubakri et al., 2013). Entre los inductores de resistencia vegetal (PRI) méas utilizados se
encuentran las vitaminas asociadas a la activacion de los mecanismos SAR. Por ejemplo,
en algunas plantas modelo se ha determinado que la aplicacién de tiamina (B1) genera la
transcripciéon del gen PR1 que regula la via del &cido salicilico con induccion de
resistencia sistémica (Ahn et al., 2005, 2007; Afaf M Hamada & Jonsson, 2013), y se
reporta que el acido ascoérbico (AA) activa la proteina NPR1 relacionada con la via de
sefializacion del &cido salicilico en procesos de defensa frente a patégenos (Boubakri,
2017). Adicionalmente, fitohormonas como el &cido salicilico (AS) inducen resistencia
sistémica adquirida en las plantas (Tripathi et al., 2019), y sales inorganicas como el
fosfito de potasio (Phi) incrementan la biosintesis de enzimas de la via fenilpropanoide y
estimulan la acumulacién de fitoalexinas y compuestos fendlicos (Mohammadi et al.,
2019; Yanez-Juarez et al., 2018).

De acuerdo con lo anterior, los inductores de resistencia vegetal se han propuesto como
una alternativa para reducir el uso de plaguicidas sintéticos. Sin embargo, su uso en
algunos cultivos comerciales sigue sin comprenderse y popularizarse por falta de
conocimientos especificos sobre su eficacia y modo de accion. Estudios previos en el
patosistema clavel-Fod han demostrado que la resistencia al patégeno en la mayoria de
los cultivares comerciales es cuantitativa y se basa en una respuesta bioquimica compleja
(Ardila, 2013; Soto-Sedano et al., 2012). Sin embargo, la comprension de los mecanismos
moleculares involucrados todavia esté lejos de comprenderse por completo y, aunque en
esta interaccion planta-patégeno se reporta de manera reciente la induccion de resistencia
con un elicitor de origen bittico (Micelio de Fod) (Santos-Rodriguez et al., 2021), no se
informan estudios sobre la induccion de resistencia con sustancias inductoras de

resistencia.
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A la fecha del inicio del proyecto, no existian reportes sobre el uso de inductores de
resistencia sintéticos y su efecto en el contenido de marcadores bioquimicos de
resistencia para este patosistema. Por esta razon, en esta primera fase del proyecto se
evaluaron diferentes inductores de resistencia (acido ascoérbico, acido salicilico, tiamina y
fosfito de potasio), utilizando como pardmetros fenotipicos, la incidencia y severidad de la
enfermedad y, como marcadores bioquimicos, el contenido total de fenoles y flavonoides
(Ardila 2013). Es importante complementar que los niveles constitutivos e inducibles de
flavonoides a nivel de la raiz se han asociado con un aumento en la actividad inhibitoria
contra hongos en el tejido del clavel y ha sido considerada como un biomarcador
preliminar de resistencia en la interaccion clavel-Fod (Ardila, 2013; Clematis et al., 2011;
Pérez Mora et al.,, 2021). Por tanto, en el presente estudio, la indagacion sobre su
acumulacién diferencial como indicador bioquimico permite, combinado con la respuesta

fenotipica, explorar el efecto plausible de los inductores evaluados en el clavel.

2.2 Materiales y métodos

En la figura 2-1, se muestran cada una de las etapas seguidas para la seleccion del
potencial inductor de resistencia en clavel contra Fod, y las condiciones de aplicaciéon de
este. La metodologia utilizada para la obtencién del aislamiento fangico, la preparacién
del in6culo de Fod y la inoculacion de las plantas con Fod, son procedimientos comunes
a todos los ensayos y se detallan en el numeral 2.2.1. En los siguientes apartados se
daran los detalles experimentales particulares de cada una de las etapas de trabajo.

Figura 2-1: Diagrama de flujo general de trabajo.
Los parametros en color verde corresponden a los seleccionados durante el proceso.
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Etapa 1. Efecto de cuatro inductores de resistencia en la interaccién
Clavel (variedad Solex)- Fod

++ Seleccionaruna sustancia como potencialinductor de resistencia
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2.2.1 Material vegetal y microorganismo

El hospedero: Plantas de clavel

Para los diferentes ensayos realizados se utilizaron esquejes de clavel (Dianthus
caryophyllus L.), de los cultivares comerciales ‘Solex’, ‘Mizuki’, ‘Brisa’, ‘Voragine’ y
‘Golem’, con éptimas condiciones nutricionales y con tres semanas de enraizamiento,
certificados como libre de patégenos. Los cultivares, con excepcion del cultivar ‘Golem’,
fueron reportados como susceptible al marchitamiento vascular causada por Fod, por la
empresa Florval S.A.S—QFC (Gachancipa—Cundinamarca, Colombia), quienes donaron

los esquejes utilizados durante el desarrollo de este proyecto.

El patégeno: Aislamiento fungico de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
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El in6culo de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2, utlizado en los diferentes
ensayos, fue previamente aislado de raices de plantas del cultivar ‘Mizuki’ de clavel, con
sintomas tipicos de marchitez vascular. Esta cepa fue previamente caracterizada: a nivel
de especie, se verificO mediante la amplificacion por PCR a la regién especifica del
género ITS descrita previamente (Abd-elsalam et al., 2003) y a nivel de raza se verificd
mediante PCR y la distribucién diferencial de transposones informada previamente
(Chiocchetti et al., 1999).

Preparacion del in6culo de Fod

El cultivo del patégeno se realizé6 en medio PDA (Papa Dextrosa Agar, Merck) durante
cinco dias. Un cm? del medio colonizado por el hongo se transfiri6 a medio liquido
Czapek-Dox-Broth (Fluka) (Ardila, 2013). La suspension resultante permanecié en
agitacion durante cinco dias a 200 rpmy 25 °C, para ser filtrada en condiciones asépticas
con el fin de retirar el micelio del sobrenadante. Se prepararon dos suspensiones de
conidias, una con concentracion 1,0 x 10° conidias/mL (por conteo con el
hematocitometro) con fines de inoculacién de las raices del material vegetal, y otra de 1,0
x 10% conidias/mL para inoculacion del sustrato, para aquellos tratamientos que se

inocularon con Fod.
Inoculacién de plantulas de clavel y del sustrato

La inoculacién de esquejes de clavel con Fod para cada uno de los ensayos descritos a
continuacioén, se realizé de acuerdo con las condiciones reportadas previamente en el
grupo de investigacion (Ardila, 2014; Higuera, 2001; Pérez Mora et al., 2021). El
procedimiento consiste en la inmersién durante 20 segundos de las raices de los
individuos que de acuerdo con el tratamiento requerian inoculacién, en una suspension
de 1,0 x 10° conidias/mL. A continuacién, las plantas inoculadas se sembraron en el
sustrato contenido en las bandejas plasticas. Este sustrato fue enriquecido previamente
con una disolucién nutritiva que contenia microconidias en una concentraciéon de 1,0x103
conidias/mL. Las plantas de los tratamientos no inoculados se sometieron a un proceso
similar, en el que se reemplazo la suspension de microconidias por agua destilada estéril

y para el sustrato se adiciond solamente disolucion nutritiva.
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2.2.2 Selecciébn del potencial inductor de resistencia al
marchitamiento vascular en clavel

Se realizé un primer ensayo in vivo para evaluar el efecto de 4 inductores previamente

reportados en otras interacciones planta-patégeno, con el fin de determinar su posible

efectividad para la induccién de resistencia al marchitamiento vascular causado por Fod

en clavel. Esquejes del cultivar comercial ‘Solex’ con tres semanas de enraizamiento

fueron sembrados en un sustrato (tierra negra:vermiculita, en una proporcion de 75:25)

gue previamente fue esterilizado a 18 PSI durante una hora, dos veces.

Los esquejes de clavel fueron mantenidos durante 1 semana en las condiciones
ambientales del ensayo con fines de aclimatacion. Después de esto, disoluciones de
cada inductor de resistencia: acido ascérbico Immol L “AA” (Sigma-Aldrich) (P. Singh et
al., 2020), acido salicilico Immol L “AS” (Sigma-Aldrich) (F. Yang et al., 2022), tiamina
1 mmol L “B1” (Sigma-Aldrich) (Ahmed et al., 2016; Vinchesi et al., 2017) y fosfito de
potasio 150 mmol L “F” (Acuaphyte—grupo Sys) (Sanabria et al., 2020), se aplicaron
por dos métodos: aspersion foliar (tres aplicaciones a los 5, 3 y 1 dia antes de la
inoculacion de Fod, 1 mL de disolucion inductora/planta para cada aplicacién) y por
drench (una aplicacion en la superficie del suelo circundante a la raiz con ayuda de una
jeringa, 5 dias antes de la inoculacién de Fod, 3mL de solucién inductora/planta). La
inoculacion de las plantas se llevd a cabo de acuerdo con lo descrito en el numeral 2.2.1.
(Ardila et al., 2014; Higuera, 2001; Pérez Mora et al., 2021).

Para cada inductor se trabajaron cuatro tratamientos de acuerdo con la tabla 2-1,
ademas de un tratamiento control e inoculado sin inductores de resistencia para hacer las
respectivas comparaciones. La unidad experimental fue de 10 esquejes con 3
repeticiones por tratamiento. Los 18 tratamientos empleados, con sus respectivas
réplicas (54 bandejas en total), fueron dispuestos en condiciones de invernadero

siguiendo un disefio completamente aleatorio.

Para la medicion de compuestos fendlicos y flavonoides fue cosechado de cada réplica y
tratamiento un esqueje a los tiempos 0 y 12 horas postinoculacion, teniendo en cuenta que
reportes previos del grupo de investigacion indican respuestas tempranas a nivel de raiz
(Ardila et al., 2007, 2013). Durante el ensayo, los esquejes se mantuvieron en condiciones

Optimas de temperatura (19,3 °C en promedio), humedad (65,8% en promedio) y radiacién
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fotosintéticamente activa (PAR) (4,9 umol m? s en promedio) y nutricién, con el fin de
realizar las diferentes mediciones; asi como la incidencia y severidad de la enfermedad. El
riego con agua se realiz6 dos veces por semana, manteniendo el sustrato a capacidad de

campo.
Tabla 2-1: Tratamientos del ensayo del efecto de cuatro sustancias comerciales en la
induccidn de resistencia al marchitamiento vascular en el cultivar ‘Solex’ de clavel
Tratamiento Agente inductor Método de a_pllcacmn del Inoculaciéon con
agente inductor Fod
Control No aplica No aplica No
Fod No aplica No aplica Si
AA drench Incorporacion en el suelo No
AA drench + Fod Acido ascérbico (drench) Si
AA aspersion 1,0 mmol*L™? g . No
» Aspersion en las hojas :
AA aspersion + Fod Si
ASdrench Incorporacion en el suelo No
AS drench + Fod Acido salicilico (drench) Si
AS aspersion 1,0 mmol*L?t y _ No
- Aspersion en las hojas -
AS aspersién + Fod Si
B1drench Incorporacion en el suelo No
B1 drench + Fod Tiamina (drench) Si
B1 aspersion 1,0 mmol*L? . . No
> Aspersion en las hojas ;
B1 aspersién + Fod Si
Fdrench Incorporacion en el suelo No
Fdrench + Fod Fosfito de potasio (drench) Si
F aspersion 150 mmol*L* 5 _ No
- Aspersion en las hojas -
F aspersion + Fod Si

Posteriormente, se realiz6 un segundo experimento en las mismas condiciones que el
descrito anteriormente, pero evaluando el efecto de los dos inductores de resistencia que
mejores resultados arrojaron en el primer experimento: acido salicilico (AS) y tiamina
(B1). Para cada inductor se trabajaron cuatro tratamientos de acuerdo con la tabla 2-2,
ademds de un tratamiento control e inoculado sin inductores de resistencia para hacer las
comparaciones de interés. La unidad experimental fue de 10 esquejes con 4 repeticiones
por tratamiento. Los 10 tratamientos empleados, con sus respectivas réplicas (40
bandejas en total), fueron dispuestos en condiciones de invernadero siguiendo un disefio

completamente aleatorio.

Tabla 2-2: Tratamientos del ensayo del efecto de cuatro sustancias comerciales en la
induccion de resistencia al marchitamiento vascular en el cultivar ‘Solex’ de clavel
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. . Método de aplicacion del Inoculacion con
Tratamiento Agente inductor )

agente inductor Fod
Control No aplica No aplica No
Fod No aplica No aplica Si
ASdrench Incorporacion en el suelo No
AS drench + Fod Acido salicilico (drench) Si
AS aspersion 1,0 mmol*L? g , No
> Aspersion en las hojas -
AS aspersion + Fod Si
Bldrench Incorporacion en el suelo No
B1 drench + Fod Tiamina (drench) Si
B1 aspersion 1,0 mmol*L? y _ No
- Aspersion en las hojas -
B1 aspersiéon + Fod Si

2.2.3 Efecto de la concentracion de tiamina en la inducciéon de
resistencia al marchitamiento vascular en clavel
De acuerdo con los resultados de los ensayos anteriores, se selecciono la aplicacion por
aspersion foliar de la tiamina como potencial estrategia para la induccion de resistencia
en la interaccion planta - patégeno de estudio. Por esta razén, se realizé un tercer
ensayo in vivo para evaluar el efecto de la concentracion de tiamina en la induccion de
resistencia al marchitamiento vascular en clavel. Para esto, esquejes del cultivar ‘Solex’
de clavel, de tres semanas de enraizamiento fueron sembrados en un sustrato (tierra
negra: vermiculita, en una proporcion de 75:25) previamente esterilizado a 18 PSI

durante una hora, dos veces.

Los esquejes de clavel fueron mantenidos durante 2 semanas en las condiciones
ambientales del ensayo con fines de aclimatacion. Después de este tiempo, soluciones de
tiamina (Sigma-Aldrich), en concentraciones 0,1 mmol L, 1,0 mmol L?, 10,0 mmol Ly 50
mmol L fueron aplicadas por aspersion a las hojas, con tres aplicaciones de 1mL del
respectivo tratamiento por planta a los 5, 3 y 1 dia antes de la inoculacién con Fod (Pérez
Mora et al., 2021).

Los tratamientos analizados se observan en la tabla 2-3. La unidad experimental fue de
12 esquejes con 3 repeticiones por tratamiento (n=3). Los 10 tratamientos empleados,
con sus respectivas unidades experimentales (treinta bandejas en total), fueron

dispuestos en condiciones de invernadero siguiendo un disefio completamente aleatorio.
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La inoculacion de esquejes de clavel con Fod se realiz6 de acuerdo con lo descrito en el
numeral 2.2.1. (Ardila et al., 2014; Higuera, 2001; Pérez Mora et al., 2021).

Para la medicién de compuestos fendlicos y flavonoides fue cosechado de cada unidad
experimental y tratamiento un esqueje a los tiempos 0 y 12 horas postinoculacion, de
acuerdo con lo reportado previamente (Ardila et al.,, 2007, 2013). Durante el ensayo,
Todos los esquejes (con y sin la adicién del inductor) se mantuvieron en Optimas
condiciones de humedad (promedio de 60,2%), temperatura (promedio de 19,1°C),
radiacion fotosintéticamente activa (4.9 umol m2 s en promedio) y nutricién, y se
determind incidencia y severidad de la enfermedad. El riego con agua se realiz6 dos
veces por semana, manteniendo el sustrato a capacidad de campo.

Tabla 2-3: Tratamientos del ensayo del efecto de la concentracion de tiamina en la induccién
de resistencia al marchitamiento vascular en clavel
Tratamiento Cultivar de clavel Condiciones
Control Control
B10,1mM Aplicacion de tiamina 0,1 mmol*L*
B11mM Aplicacion de tiamina 1,0 mmol*Lt
B110 mM ‘Solex’ Aplicacién de tiamina 10 mmol*Lt
X
B150 mM (Susceptible al Aplicacién de tiamina 50 mmol*L*
Fod marchitamiento Inoculacién con Fod
vascular) o o . =
B10,1mM + Fod Aplicacion de tiamina 0,1 mmol*L* + inoculacién con Fod
B11mM + Fod Aplicacion de tiamina 1,0 mmol*L* + inoculacién con Fod
B1 10 mM + Fod Aplicacion de tiamina 10 mmol*L* + inoculacién con Fod
B1 50 mM + Fod Aplicacion de tiamina 50 mmol*L* + inoculacién con Fod

2.2.4 Efecto de la aplicacion de tiamina en la induccion de
resistencia al marchitamiento vascular en diferentes
cultivares susceptibles de clavel

Se realiz6 un cuarto ensayo in vivo para evaluar el efecto de la aplicacion de tiamina en la

induccion de resistencia al marchitamiento vascular en diferentes cultivares susceptibles de

clavel. Para esto, esquejes de los cultivares ‘Mizuki’, ‘Brisa’ y ‘Voragine’ de clavel

(reportadas como susceptibles a Fod por el sector productivo), de tres semanas de

enraizamiento fueron sembrados en un sustrato (tierra negra: vermiculita, en una

proporcion de 75:25) que previamente fue esterilizado a 18 PSI durante una hora, dos

veces.
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Los esquejes de clavel fueron mantenidos durante 2 semanas en las condiciones
ambientales del ensayo con fines de aclimatacion. Después de este tiempo, una solucién
de tiamina (Sigma-Aldrich), en 1,0 mmol L fue aplicada por aspersiéon a las hojas, con
tres aplicaciones de 1mL del respectivo tratamiento por planta a los 5, 3 y 1 dia antes de

la inoculacién con Fod (Pérez Mora et al., 2021).

Los tratamientos analizados se observan en la tabla 2-4. La unidad experimental fue de
12 esquejes con 3 repeticiones por tratamiento. Para cada cultivar se trabajaron cuatro
tratamientos. Los doce tratamientos empleados, con sus respectivas unidades
experimentales (36 bandejas en total), fueron dispuestos en condiciones de invernadero
siguiendo un disefio por grupos simples completamente aleatorio. La inoculacién de
esquejes de clavel con Fod se realizé6 de acuerdo con las condiciones reportadas
previamente en el grupo de investigacion en el numeral 2.2.1 (Ardila et al., 2014;
Higuera, 2001; Pérez Mora et al., 2021).

Para la medicion de compuestos fendlicos y flavonoides fue cosechado de cada unidad
experimental y tratamiento un esqueje a los tiempos 0 y 12 horas postinoculacion, de
acuerdo con lo reportado previamente (Ardila et al.,, 2007, 2013). Durante el ensayo,
todos los esquejes (con y sin la adicion del inductor) se mantuvieron en Optimas
condiciones de humedad (promedio de 58,1%), temperatura (promedio de 19,7°C),
radiacion fotosintéticamente activa y nutricion, con el fin de realizar las mediciones de
incidencia y severidad de la enfermedad. El riego con agua se realizé dos veces por

semana, manteniendo el sustrato a capacidad de campo.

Tabla 2-4: Tratamientos del ensayo del efecto de la aplicacion de tiamina en la induccién de
resistencia al marchitamiento vascular en diferentes cultivares susceptibles de clavel
Tratamiento cultivar de clavel Condiciones
Control Control
B1 . Aplicacion de tiamina 1,0 mmol Lt
‘Brisa’ -
Fod Inoculacion con Fod
B1 + Fod Aplicacion de tiamina 1,0 mmol L + Inoculacién con Fod
Control Control
Bl o Aplicacion de tiamina 1,0 mmol L
‘Mizuki’ »
Fod Inoculacion con Fod
B1 + Fod Aplicacion de tiamina 1,0 mmol L + Inoculacién con Fod
Control . Control
‘Voragine’

B1 Aplicacion de tiamina 1,0 mmol L?
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Fod Inoculacion con Fod
B1 + Fod Aplicacion de tiamina 1,0 mmol L + Inoculacion con Fod

2.2.5 Ensayo in vivo para la obtencién de muestras para analisis
protedmico y metabolémico en las condiciones de trabajo
determinadas

Se realizé un quinto ensayo in vivo en las condiciones determinadas previamente en el

grupo de investigacién y en los ensayos previos de este proyecto. Se emplearon

esquejes indexados de clavel (Dianthus caryophyllus L.), certificados libres de patdégenos,
con tres semanas de enraizamiento, de los cultivares comerciales ‘Mizuki’ y ‘Golem’, que
se han reportado como susceptible y resistente, respectivamente, al marchitamiento
vascular causado por Fusarium. Estos fueron sembrados en un sustrato (tierra negra:
vermiculita, en una proporcion de 75:25) que previamente fue esterilizado a 18 PSI

durante una hora, dos veces.

Los esquejes de clavel fueron mantenidos durante 2 semanas en las condiciones
ambientales del ensayo con fines de aclimatacion. Después de este tiempo, una solucién
de tiamina (Sigma-Aldrich), en 1,0 mmol L fue aplicada por aspersién a las hojas (tres
aplicaciones de 1mL del respectivo tratamiento por planta a los 5, 3 y 1 dia antes de la

inoculacion con Fod (Pérez Mora et al., 2021)).

Los tratamientos analizados se observan en la tabla 2-5. La unidad experimental fue de 40
esquejes con 3 repeticiones por tratamiento. Para cada cultivar se trabajaron cuatro
tratamientos. Los ocho tratamientos empleados, con sus respectivas unidades
experimentales (24 bandejas en total), fueron dispuestos en condiciones de invernadero
siguiendo un disefilo por grupos simples completamente aleatorio. La inoculacion de
esquejes de clavel con Fod se realiz6 de acuerdo con las condiciones reportadas
previamente en el grupo de investigacion (Ardila et al., 2014; Higuera, 2001; Pérez Mora et
al., 2021).

Para la medicion de compuestos fendlicos y flavonoides, analisis metabolémico y analisis
protedmico fueron cosechados de cada unidad experimental y tratamiento 6 esquejes
gue se procesaron de manera conjunta constituyendo una muestra representativa para
los respectivos andlisis, a los tiempos 0, 12, 24, 48 y 96 horas postinoculacion, de

acuerdo con lo reportado previamente (Ardila et al., 2007, 2013). Durante el ensayo, los
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esquejes restantes (con y sin la adicién del inductor) se mantuvieron en ¢ptimas
condiciones de humedad (promedio de 56,5%), temperatura (promedio de 18,6°C),
radiacion fotosintéticamente activa y nutricion, con el fin de realizar las mediciones de
incidencia y severidad de la enfermedad. El riego con agua se realiz6 dos veces por
semana, manteniendo el sustrato a capacidad de campo. El esquema general del ensayo

se puede observar en la figura 2.2.

Tabla 2-5: Tratamientos del ensayo del efecto de la aplicacién de tiamina en la induccién de
resistencia al marchitamiento vascular causado por Fod, en cultivares contrastantes de
resistencia.
Tratamiento Cultivar de clavel Condiciones
Control Control
Bl ‘Golem’ Aplicacién de tiamina 1,0 mmol L1
Fod (Resistente) Inoculacién con Fod
B1 + Fod Aplicacion de tiamina 1,0 mmol L + inoculacién con Fod
Control Control
Bl ‘Mizuki’ Aplicacién de tiamina 1,0 mmol L?
Fod (Susceptible) Inoculacién con Fod
B1 + Fod Aplicacion de tiamina 1,0 mmol L + inoculacién con Fod
Figura 2-2: Esquema general del ensayo de obtencibn de muestras para andlisis

metabolémicos y protedmicos.
El objetivo del ensayo fue evaluar el efecto de la aplicacion de tiamina, en dos cultivares con

resistencia contrastante a Fod.
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2.2.6 Estimacion de laincidencia y severidad de la enfermedad

Para los diferentes tratamientos, la evaluacion de sintomas tipicos de marchitamiento
vascular se llevo a cabo mediante la evaluacion visual de las plantas en el periodo de 2 a
8 semanas (Ardila 2014; Pérez Mora et al., 2021). Se determind la incidencia contando el
namero de plantas que mostraban amarillamiento de hojas respecto al total de plantas,
expresando dicha relacion como porcentaje. Por otro lado, se estimé la severidad de la
enfermedad para cada una de las plantas de cada uno de los tratamientos, usando una
escala descriptiva de 0 a 4 (Figura 2-3), adaptada de Higuera (2001):

Figura 2-3: Escala descriptiva de severidad empleada para medir el progreso de la
enfermedad del marchitamiento vascular del clavel producido por F. oxysporum f. sp. dianthi.

0 i 2 3 4
Plantasana Marchitamiento  Marchitamientode  Marchitamiento Muerte de la
de las hojas las hojasinferiores  hasta el tercer planta
inferiores (1/3 de  y medias (2/3 de la tercio de la planta
la planta) planta)

La severidad de cada tratamiento se evalu6 como el area bajo la curva del progreso de la

enfermedad AUDPC en relacion con la escala de severidad, de acuerdo con la ecuacion (1):

n /S . +S.
AUDPC = E . 1(‘7‘“)*@”1—@) (1)
1=

Donde “t” es el tiempo de cada lectura medido en semanas, “S” es la severidad estimada

de acuerdo con la escala anteriormente mencionada, y “n” el numero de lecturas
(Paraschivu et al., 2013; Pérez Mora et al., 2021).

2.2.7 Procesamiento de muestras

Los esquejes cosechados en los tiempos de muestreo fueron lavados con agua para
eliminar el exceso de sustrato. Se eliminaron las hojas y el tallo, y las raices fueron

almacenadas a -70 °C. El conjunto de muestras fue liofilizado durante 48 horas. El tejido
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liofilizado, fue macerado con nitrégeno liquido y, posteriormente, fue almacenado en

tubos tipo Eppendorff que se conservaron a -20 °C, hasta el momento de su analisis.

2.2.8 Medicion de fenoles y flavonoides

La extraccion de compuestos fendlicos y flavonoides se realizé con base en lo descrito
previamente en el grupo de investigacion (Pérez Mora et al., 2021). Se pesaron 20 mg
(peso seco) de raices de clavel para cada tratamiento, y se adicioné 1 mL de metanol. Se
realizé una extraccion asistida por ultrasonido (42 Hz y 100 W) durante 15 minutos. Se
centrifug6 a 12000 g, durante 15 min y 4°C, y el sobrenadante se almacené en oscuridad
a -70 °C para su posterior analisis.

El contenido total de compuestos fendlicos se midié utilizando el método de Folin-
Ciocalteu reportado previamente (Martinez-Gonzéalez et al., 2022; Pérez Mora et al.,
2021). La mezcla de reaccién contenia 50 yL del respectivo extracto en metanol, 100 uL
de reactivo Folin-Ciocalteu y 100 pL de H.O destilada-desionizada. Después de 5 min se
adicionaron 200 pL de Na,COs 7% y 200 pL de agua destilada-desionizada. Luego de 1 h
de incubacién a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 764 nm de la mezcla
de reaccion (espectrofotometro Thermo Genesys 10 UV, Madison, Wisconsin, USA). Se
construy6 una curva de calibracion usando acido galico (Sigma ®) como patron. Los
resultados de fenoles totales fueron reportados como mg de equivalentes de acido galico

por g de tejido seco.

El contenido de flavonoides se determind utilizando el método colorimétrico reportado
previamente (Martinez-Gonzalez et al., 2022; Pérez Mora et al., 2021). La mezcla de
reaccion contenia 100 uL de extracto de raices de clavel, 30 pL de solucion de NaNO;
5% y 100 pL de agua desionizada, después de 5 min se adicionaron 60 puL de solucién
de AICI; al 10%. Luego de incubar a temperatura ambiente por 6 min, se adicionaron 100
uL de NaOH 2 mol*L* y se midi6é la absorbancia a 510 nm. Se construy6 una curva de
calibracion usando catequina (+) (Sigma®) como patrén y los resultados se expresaron

como mg equivalentes de catequina por g de tejido seco.
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2.2.9 Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron utilizando tres unidades experimentales para cada
tratamiento, cada una de ellas compuesta por 10 esquejes de clavel enraizados sanos.
Los datos se reportan como la media * la desviacion estandar. El andlisis de la varianza
(ANOVA de una via) y las diferencias significativas entre las medias (prueba de Tukey),
el analisis de componentes principales (PCA) y el andlisis de jerarquizacion por cllsteres

se realizaron con la version de prueba del software Minitab version 19.

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Seleccion del potencial inductor de resistencia al
marchitamiento vascular en clavel

En una primera etapa del proyecto de investigacion se tenia como objetivo evaluar el

potencial como inductor de resistencia, en el modelo clavel — Fod, diferentes sustancias

reportadas con dicha actividad en otras interacciones planta patdgeno: Acido ascérbico

(P. Singh et al., 2020), acido salicilico (Devi et al., 2020), tiamina (2021; Sathiyabama et

al., 2019; Vinchesi et al., 2017), y fosfito de potasio (Sanabria et al., 2020).

Durante la evaluacién del efecto de los 4 potenciales inductores aplicados por aspersion
foliar o por incorporaciéon en el suelo (drench), se determindé que a las 4 semanas
posinoculacién con Fod, todas las plantas sin tratamiento previo con el respectivo
inductor y que fueron inoculadas (control con in6culo (Fod)), presentaron un proceso de
marchitamiento, con inclinacion del tallo y amarillamiento de las hojas del tercio inferior;
este tratamiento es un punto de referencia en la comparacién de los tratamientos con
aplicacion de inductores de resistencia ya que corresponde a un valor de incidencia del
100% (Figura 2-4). A este mismo tiempo, se empez6é a evidenciar el efecto del
tratamiento previo con los inductores; las plantas que habian sido previamente tratadas y
posteriormente inoculadas presentaron menores niveles de incidencia de la enfermedad
cuando se compararon con las del control de inoculacion Fod, exceptuando al
tratamiento con aplicacién de fosfito de potasio por aspersion. Al respecto, es posible que
la aplicacion foliar de fosfito de potasio esté generando un efecto adverso ya que tanto
las plantas inoculadas como las que no mostraron incidencias al amarillamiento del
100%.
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Figura 2-4: Efecto de cuatro inductores de resistencia en la incidencia del marchitamiento
vascular en clavel en la semana 4.

Los resultados se presentan como el promedio + desviacion estandar para un n=3. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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En la evaluacion a las 8 semanas (Figura 2.5), para las plantas control (sin tratamientos
con inductores, ni inoculacion con el patégeno), un 20% de los esquejes presentaron
algun tipo de amarillamiento leve en sus hojas debido a las condiciones ambientales
propias del ensayo. Ademas, el efecto positivo presentado para los tratamientos con
inductores se mantuvo. Respecto al acido ascorbico, se evidencié que hay un retraso en
la sintomatologia por la aplicaciéon del inductor en los tratamientos con presencia del
patdgeno; sin embargo, al finalizar el ensayo los resultados son cercanos al tratamiento
inoculado sin inductor. Para el acido salicilico, el comportamiento es similar al caso
anterior, pero con una disminucion, al final del ensayo, del 20 % en la incidencia en los
tratamientos con el inductor y el patégeno. Se determind también que las plantas tratadas
con tiamina por aspersion (sin o con inoculaciéon con Fod), y por drench (sin o con
inoculacion con Fod) presentaron un porcentaje de incidencia menor frente a la
enfermedad comparado con el tratamiento sin inductores inoculado con Fod, lo cual
sugiere que se tiene un efecto importante en la induccion de resistencia. Es de resaltar
gue los porcentajes de incidencia en las plantas que fueron sometidas a tratamiento con
tiamina y que fueron posteriormente inoculadas, fueron significativamente menores
cuando se compararon con los otros tratamientos sometidos al reto con el patégeno.
Otros tratamientos como la aplicaciébn por drench de fosfito de sodio, también

presentaron un efecto significativo en la induccion de resistencia.
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Figura 2-5: Efecto de cuatro inductores de resistencia en la incidencia del marchitamiento
vascular en clavel en la semana 8.

Los resultados se presentan como el promedio + desviacion estandar para un n=3. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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En la figura 2-6 se observa que la severidad medida como el AUDPC disminuy6 en todos
los tratamientos por efecto de la sustancia comercial aplicada, excepto para el
tratamiento con fosfito de potasio aplicado por aspersion; en este caso se encontré un
marchitamiento prematuro y acelerado de las hojas, incluso para el tratamiento sin
inocular con Fod, esto debido posiblemente a que en la concentracion aplicada se tiene
un efecto téxico en las hojas. Esta disminucion oscila entre el 40,6 % y el 82,3%
dependiendo del inductor aplicado y del método de aplicacién del inductor. La aplicacién
de acido ascorbico mostro la disminucién en severidad mas bajas respecto a los demas
inductores. Por otro lado, los mejores resultados se observaron para el acido salicilico y
el fosfito de potasio aplicados por el método de incorporacién en el suelo por drench y
para la tiamina aplicada por aspersion foliar, con disminucion en la severidad de més del

80% al final del ensayo.

En general, se determiné que los tratamientos con tiamina no presentaron diferencias
significativas cuando se compararon entre no inoculados e inoculados para cada tipo de
aplicacion. En los demas casos, a excepcion del tratamiento con fosfito de sodio por
drench, se evidencié un aumento significativo en la severidad cuando las plantas son
inoculadas con el patégeno.

Figura 2-6: Efecto de cuatro inductores de resistencia en la severidad del marchitamiento
vascular del clavel.
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Los resultados se reportan como el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC), y
se presentan como el promedio + desviacion estandar para un n=3. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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En la tabla 2-6 se presentan los resultados de contenido en raiz de fenoles y flavonoides,
para cada uno de los tratamientos en el ensayo 1. Se encontré que la aplicacion de
tiamina por aspersion foliar aumenta los niveles constitutivos de fenoles en raices, siendo
estos mayores significativamente si se comparan con los tratamientos sin adicion de
inductores de resistencia. Para el caso de los flavonoides se encontré que la aplicacion
de los inductores usados en clavel, aumenté significativamente las concentraciones de
esta familia de compuestos medidos como equivalentes de catequina, comparando con
las plantas sin aplicacién de inductor, lo cual se puede asociar a un fendmeno de
sensibilizacion que le permitira a la planta responder de manera mas eficiente ante el

posterior reto con un patégeno (Overbeek et al., 2022).



Tabla 2-6:

Los resultados se presentan como el promedio
significativas entre tratamientos (p<0,05).

Efecto de cuatro inductores de resistencia en el contenido en raices de compuestos fendlicos y flavonoides.

desviacion estandar para un n=3. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

Contenido de fenoles (mg de &cido tanico / g raiz seca)

Inductor Acido ascérbico Acido salicilico Tiamina Fosfito de Potasio
tiempo Oh 12h Oh 12 h Oh 12h Oh 12h
b b b
Control 4.56 + 0,20 4,65 + 0,29bc 4.56 + 0,208 4,65 + 0,29 4.56 + 0,200 4,65 + 0,29bc 4.56 + 0,200 4,65 + 0,29¢
Fod 5,78 + 0,382 5,78 + 0,382 5,78+ 0,382 5,78 + 0,382b
b b
Drench 442 + 0372 4,39 +0,18° 4.92 + 0,512 4,15+0,43 4.80 + 0,33 4,98 +0,31 5.83 + 0,042 4,85+0,25°¢
Drench + Fod 5,13 + 0,482 4,75+ 0,27 4,71 + 0,56 ¢ 6,48 + 0,482
i b b c ab
Aspersion 4,67 + 0,782 4,73 +0,08 4,63 + 0,33 4,90+0,43 544 + 0,272 4,42 +0,21 4.50 + 0,190 5,74 £ 0,34
Aspersion + Fod 4,65 + 0,380c 5,42 + 0,162 5,24 + 0,382 5,39+0,18°
Contenido de flavonoides (mg catequina/ g raiz seca)

Inductor Acido ascérbico Acido salicilico Tiamina Fosfito de Potasio
tiempo Oh 12 h Oh 12 h Oh 12 h Oh 12 h

d [ c bc
Control 0,13640,024 0,253 + 0,051 0,136£0,024° 0,253 + 0,051 0,13640,024b 0,253+ 0,051 0,136£0,024° 0,253 + 0,051
Fod 0,463+ 0,099 0,463 + 0,099 0,463 + 0,099 0,463 + 0,0992

b ab b b
Drench 0,463+ 0,057 0,517 + 0,073 0,13140,0222 0,426+ 0,067 0,140£0,021° 0,459 + 0,010 0,121£0,021° 0,349 + 0,022
Drench + Fod 0,637 £ 0,0412 0,467+ 0,0282° 0,501+0,054° 0,517 +0,0982
Aspersion 0,389 + 0,046¢ 0,528 £ 0,0422 0,590+ 0,0672 0,401 + 0,0992b

Aspersion + Fod

0,399 +0,0632

0,513 + 0,016°

0,140+0,0222

0,591 + 0,0992

0,192+0,0202

0,461+0,068°

0,130+0,0122

0,336 + 0,048"




Un andlisis de jerarquizacion por clisteres agrupd los tratamientos en tres grupos (Figura
2-7), un primer grupo (A azul) que incluyé principalmente a tratamientos control sin
patdgeno; también agrupé al tratamiento de inoculacion con el patégeno Fod pero que
habia sido previamente tratado por aspersion con tiamina, indicando que la adicién del
agente inductor logra que las plantas tengan un comportamiento similar a plantas no
inoculadas. Un segundo grupo (B rojo) que agrupd a varios de los tratamientos
inoculados incluyendo también al que no le fue adicionado ningun inductor; en este grupo
se encuentran las plantas en donde la enfermedad fue mas severa, indicando que los
tratamientos con adicion de acido ascérbico y el tratamiento con adicion foliar de fosfito
de sodio no tienen el efecto esperado en la induccién de respuestas a la planta que le
permitan resistir la interaccion con Fod. Y un tercer grupo (C verde) que agrupé a
tratamientos con comportamientos intermedios en cuanto al efecto de la inoculacién con
el patégeno como fueron aguellos que incluian acido salicilico por los dos métodos de

aplicacion y en la aplicacion de tiamina por drench.

Figura 2-7: Grafico de jerarquizacion por clister del efecto de cuatro inductores de resistencia
al marchitamiento vascular del clavel.
(AA: Acido ascorbico; AS: Acido salicilico; B1: Tiamina; F: Fosfito de Potasio).
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Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionaron los tratamientos con tiamina y
acido salicilico para una réplica del ensayo, en la cual, se observaron resultados
similares a los presentados anteriormente para la incidencia de la enfermedad. En la
cuarta semana del ensayo (Figura 2-8) las plantas tratadas con tiamina por aspersion,

tanto las no inoculadas como las inoculadas, fueron estadisticamente similares al control
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(p<0.05), mostrando una efectividad en la induccion de resistencia en el clavel en su

interaccién con F. oxysporum.

Figura 2-8: Efecto del acido salicilico y la tiamina como inductores de resistencia en la
incidencia del marchitamiento vascular en clavel.

Los resultados se presentan como el promedio + desviacién estdndar para un n=4. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Respecto a la severidad de la enfermedad se encontré que los resultados para los
tratamientos con tiamina son consistentes con lo encontrado en el primer ensayo,
presentando AUDPC similares estadisticamente a las plantas control para el tratamiento
con aspersion, con y sin reto del patégeno (Figura 2-9); mientras que, en el caso del
acido salicilico, no se encontré un efecto significativo en la disminucién de la severidad

aplicando el inductor por aspersion.

Figura 2-9: Efecto del acido salicilico y la tiamina como inductores de resistencia en la
severidad del marchitamiento vascular del clavel.

Los resultados se reportan como el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC), y
se presentan como el promedio + desviacién estandar para un n=4. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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En la tabla 2-7 se pueden observar los resultados para la medicion de compuestos
fendlicos y flavonoides. Estos resultados son consistentes con lo encontrado en el primer
ensayo presentado. Se observa que los contenidos de los compuestos fendlicos y
flavonoides previos al proceso de inoculacion aumentaron por efecto de la aplicacion de
tiamina por aspersion; adicionalmente, los dos pardmetros aumentaron estadisticamente
(p<0,05) en el tratamiento con inductor y adicion de in6culo del patégeno.

Tabla 2-7: Efecto del &cido salicilico y la tiamina como inductores de resistencia en el
contenido de compuestos fendlicos y flavonoides.

Los resultados se presentan como el promedio + desviacion estandar para un n=3. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).

Contenido de fenoles (mg de acido tanico / g raiz seca)
Inductor Tiamina Acido salicilico
Tiempo Oh 12 h Oh 12 h
3,79+0,17% 3,79+0,17°%
Control 3,93+0,31° —{ 3,93£0,31°
Fod 3,55+0,16 3,55+0,16°
Drench 4,00+0,222 3,29+0,16
e 3,51+0,39° — 3,77£0,20° .
Drench + Fod 3,87+0,31%2 3,08+0,22
i6 3,73+0,12° 3,83+0,13°
Aspersion 5,01 £ 0,452 3,64 +0,182
Aspersion + Fod 4,06 +0,202 4,12 +0,052
Contenido de flavonoides (mg catequina/ g raiz seca)
Inductor Tiamina Acido salicilico
Tiempo Oh 12 h Oh 12 h
0,700+ 0,022°¢ 0,700+ 0,022°
Control 0,570+ 0,093° 0,570+ 0,093
Fod 0,880 + 0,062 2 0,880+ 0,062 2
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Drench 0,798 + 0,075 0,342 +0,041¢
0,583+ 0,0852 0,659 + 0,122
Drench + Fod 0,515 + 0,048 ¢ 0,511+0,016°¢
Aspersion 0,516 + 0,068 ¢ 0,526 +0,072°¢
0,598+ 0,0852 0,562 +0,0712
Aspersién + Fod 0,635 +0,071°° 0,373+0,077¢

Al realizar el analisis multivariado (andlisis de componentes principales, figura 2-10), se
encontré que los dos primeros componentes explican el 75,5% de la varianza. El primer
componente (50% de la varianza) clasificé a los tratamientos por la incidencia y la
severidad de la enfermedad, teniendo a la izquierda el tratamiento control y al lado
opuesto los tratamientos inoculados mas afectados por la interaccion con el patégeno;
mientras que el segundo componente clasificé a los tratamientos de acuerdo con el
inductor de resistencia usado (tiamina en la parte positiva del eje junto con los
tratamientos control e inoculado sin inductores; y acido salicilico en la parte negativa del
eje). Se observa que el segundo componente esta influenciado positivamente por el
contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, indicando que los tratamientos con
tiamina presentan los mayores valores para estos parametros, reportados por estudios
previos del grupo de investigacion como importantes en la resistencia a la enfermedad
(Ardila et al., 2013; Pérez Mora et al., 2021; Santos-Rodriguez et al., 2021).

Figura 2-10: Diagrama biplot del analisis de componentes principales para el efecto de la

tiamina (B1) y acido salicilico (AS) como inductores de resistencia al marchitamiento vascular del
clavel.
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El registro fotografico (Figura 2-11) evidencia que las plantas previamente tratadas con
tiamina y posteriormente inoculadas con el patdgeno, presentan mejores caracteristicas
morfologicas (vigor, color de las hojas y altura) comparado con las plantas inoculadas

gue no fueron tratadas con el inductor.

Figura 2-11: Efecto de la tiamina en las plantas de clavel a las 8 semanas post inoculacion.
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El andlisis cualitativo y cuantitativo de los niveles de flavonoides se ha propuesto como
una herramienta para la clasificacion de cultivares de clavel (Galeotti et al., 2008),
sugiriendo que un aumento en los niveles de estos compuestos puede ser un indicador
de la activacién de los mecanismos de defensa de la planta. Se ha reportado que los
flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en plantas y tienen un amplio rango
de funciones fisiolégicas como son la coloracién en flores, sefalizacién, transporte de
auxinas, antioxidante frente a especies reactivas de oxigeno y respuesta al estrés
incluyendo las interacciones planta-patégeno (Ardila, 2013; Mierziak et al., 2014). Al
respecto de esta ultima funcién, se ha propuesto que podrian estar asociados a la
resistencia a enfermedades actuando a nivel constitutivo como fitoanticipinas o inducible
como fitoalexinas (Ibraheem et al., 2010). Aunque las medidas de incidencia y severidad
se realizan mediante la determinacion de la sintomatologia en tiempos posteriores a los
seleccionados para las determinaciones de fenoles y flavonoides, las mediciones
tempranas de estos compuestos se realizaron teniendo en cuenta que han sido

asociados con la resistencia de la planta al patégeno (Ardila, 2013).
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En general, se evidencié que el contenido de compuestos fendlicos constitutivos (previo a
la inoculacién con Fod) aumenté significativamente por efecto de la aplicacion de tiamina
por aspersion, en dos ensayos independientes en el tiempo, resultados que presentan la
misma tendencia con lo reportado para adiciones de tiamina en diferentes cultivares de
trigo (Triticum aestivum L.) (Ramos et al.,, 2017) y en orégano (Origanum vulgare)
(Darwesh Hadeer et al.,, 2015). Por otro lado, en la mayoria de los casos, los otros
inductores utilizados también aumentaron significativamente los contenidos de
flavonoides respecto a los controles no tratados, lo cual concuerda con lo reportado en
otras especies como en trigo (Triticum aestivum L.) y en Abelmoschus esculentus contra
el patégeno Erysiphe cichoracearum para el caso del &cido salicilico (Vimala &
Suriachandraselvan, 2009); en papa (Solanum tuberosum L.) inoculada con Phytophthora
infestans (Mohammadi et al., 2019) y en uva inoculada con (Plasmopara viticola) (Pinto
et al., 2012) para el inductor fosfito de potasio; en cartamo (Carthamus tinctorius L.) y su
patdgeno Fusarium verticillioides para el &cido ascérbico (Ahmed et al., 2016). Es
probable que, bajo dichas condiciones, las plantas de clavel tratadas tengan ventajas
durante la respuesta al patégeno al tener mayores niveles de flavonoides considerando
su capacidad antioxidante y antifingica reportada (Ardila, 2013; Boubakri et al., 2013).

A las 12 horas después de la inoculacién, se observé que los tratamientos que incluyeron
acido salicilico y tiamina como inductores (con y sin inoculaciéon de Fod) mostraron un
aumento en los niveles de compuestos fendlicos y flavonoides en comparaciéon con el
control tratado con agua. Estos hallazgos se pueden comparar con lo informado por
Romero y colaboradores (2013), que evaluaron el efecto de la inoculacién con Fod sin la
adicion de inductores de resistencia, en clavel. En su estudio, se observé que para un
cultivar susceptible no se producian aumentos en los niveles de estos compuestos tras la
inoculacion con Fod, mientras que para un cultivar resistente si se producia un aumento.
Por lo tanto, la adicion de inductores en un cultivar susceptible, como en el presente
estudio, parece tener un efecto inductor en la acumulacion de estos compuestos, lo cual
podria ser responsable de la mejora observada a nivel fenotipico en el cultivar analizado,

comparable a la respuesta de cultivares resistentes tras la inoculacion.

Al respecto, se ha reportado que adiciones de tiamina aumentan, entre otros efectos, las
cantidades de enzimas y genes relacionados con la ruta biosintética de los flavonoides, como
la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) y la expresion del gen PAL1 (Ahn et al., 2007;
Goyer, 2010; Yin et al., 2012), asi con la del gen CHS1 (Chalcona sintasa) (Boubaksri et al.,
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2013), a las 12 horas post inoculacion (mismo tiempo al reportado en este trabajo). Ademas,
se ha encontrado una correlacién con el aumento en el contenido de compuestos de tipo
fendlico, particularmente flavonoides (Boubakri et al., 2013; Llorens et al., 2017; Yin et al.,
2012).

Finalmente, los ensayos analizados permitieron evaluar el efecto de 4 inductores de
resistencia sobre la incidencia y severidad del marchitamiento vascular del clavel
causado por Fusarium oxysporum, asi como el efecto que tiene la adicibn de los
inductores y posterior inoculacion con el patdgeno en el contenido de fenoles y
flavonoides. De acuerdo con los resultados encontrados, se seleccioné a la tiamina
(vitamina B1) como potencial inductor de resistencia frente a la enfermedad en este
modelo planta-patdégeno, para la cual se encontré una disminucién en los efectos de la
enfermedad evaluados con medidas de incidencia y severidad, asi como un aumento en
los contenidos de fenoles y flavonoides. Sustancias como la tiamina son componentes
esenciales en el funcionamiento de las plantas, importantes en procesos como la
fotosintesis, la generacion de energia, el metabolismo redox, y como cofactor enzimatico
en vias metabdlicas (Kheyri et al., 2022; Llorens et al., 2017; M. Sathiyabama et al.,
2022). Adicionalmente se ha reportado que adiciones de tiamina pueden mejorar la
resistencia de las plantas durante el estrés bidtico (Ahn et al., 2005, 2007; Afaf M
Hamada & Jonsson, 2013; Yong-hong et al., 2017) vy abiotico (Tunc-ozdemir et al.,
2009). Se demostré que la aspersién con tiamina incremento la resistencia a infecciones
fungicas, bacterianas y virales en Arabidopsis thaliana, arroz (Oryza sativa), pepino
(Cucumis sativus) y tomate (Lycopersicon esculentum), activando resistencia sistémica
adquirida frente a patdgenos biotroficos y hemibiotréficos, a través de vias de
sefalizacion como la del acido salicilico y las vias dependientes de canales de Calcio
(Ahn et al., 2005, 2007). Se ha reportado que la eficiencia de estas respuestas
bioquimicas depende de la concentracion del inductor aplicado, es por eso por lo que en

la siguiente etapa se evaluo dicho efecto en la incidencia de la enfermedad.

2.3.2 Efecto de la concentracion de tiamina en la induccion de
resistencia al marchitamiento vascular en clavel

De acuerdo con los resultados de los ensayos previamente presentados, se encontré que la

tiamina aplicada por aspersion sobre las hojas presenta un efecto que sugiere un potencial



Capitulo 2 65

para su uso como inductor de resistencia al marchitamiento vascular del clavel causado por
Fod. Teniendo en cuenta esto, en un posterior ensayo in vivo, se analiz6 el efecto de la
concentracion de la tiamina como sustancia inductora. Es importante aclarar que determinar
la concentracion mas baja con efectos significativos como inductor, es importante para evitar
desperdicio de producto y optimizar el proceso desde el punto de vista econémico y

ambiental.

En la figura 2-12 se observa el efecto de la concentracion de tiamina sobre la incidencia de
la enfermedad. Se determind que todas las concentraciones de tiamina aplicadas
disminuyeron la incidencia del marchitamiento vascular en clavel. De igual forma se
encontrd que la severidad de la enfermedad también disminuye por la aplicacion del
inductor en sus diferentes concentraciones (Figura 2-13). Al respecto, se observa que las
menores concentraciones de tiamina tienen una menor desviacion estandar en el
resultado, aunque estadisticamente, cualquier concentracién de tiamina de las que se
utilizaron en el ensayo, presentan el mismo efecto en la disminucién de la severidad de la
enfermedad.

Figura 2-12: Incidencia del marchitamiento vascular del clavel causado por Fusarium
oxysporum en relacién con la concentracion de tiamina.
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Figura2-13: indice de severidad del marchitamiento vascular causado por Fusarium
oxysporum, en relacion con la concentracion de tiamina.

Los resultados se reportan como el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC), y
se presentan como el promedio + desviacion estandar para un n=4. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Respecto al contenido de flavonoides (Tabla 2-8), se observa que hay una disminucién por la
aplicacién del inductor de resistencia antes de la inoculacién con el patégeno. Sin embargo,
al someter las plantas al reto con el patégeno se encuentra que a las 12 horas hay un
aumento significativo en los tratamientos de aplicacién de tiamina en concentraciones 1
mmol L'* y 50 mmol L%, en comparacion con el tratamiento de la misma concentracion sin
adicion del in6culo. Resultados similares se han reportado para pera asiatica contra
Alternaria alternata (Yin et al., 2012), y en meldn contra T. roseum y A. alternata (Yong-hong
et al., 2017). Los compuestos fendlicos y los flavonoides son considerados marcadores
moleculares de resistencia a enfermedades en otros sistemas por su posible papel como
fitolaexinas y su capacidad antioxidante (Boubakri et al., 2013). Considerando que en el
sistema clavel-Fusarium oxysporum estos compuestos se han asociado con resistencia a la
enfermedad (Ardila et al., 2013; Romero-Rincon et al., 2021; Santos-Rodriguez et al., 2021),
el aumento en el contenido de estos compuestos debidos al reto con el patégeno es una
respuesta esperada en procesos de priming (Mauch-Mani et al., 2017). Los resultados
obtenidos sugieren que la aplicacion de tiamina como inductor tiene el efecto esperado de

preparar a la planta a la interaccion con el patégeno.

Tabla 2-8: Contenido de compuestos fendlicos y de flavonoides en raices de clavel del
cultivar ‘Solex’ por efecto de la aplicacion de tiamina en diferentes concentraciones y retos con el
patégeno.

Los resultados se presentan como el promedio + desviacion estandar para n=3. En la misma
columna y para cada cultivar, letras diferentes significan diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (p<0.05).
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Contenido de compuestos Contenido de flavonoides (mg
fendlicos (mg acido galico/ g catequina/ g raiz seca)
raiz seca):
Tratamiento Oh 12h Oh 12h
Control 13,8 £ 0,1° 0,394 + 0,017°¢
13,7 +0,7° 0,540 = 0,0672
Fod 15,3 +0,2° 0,422 + 0,046
0,1 mmol*L? 123408 15,1 + 0,62 0.315 + 0.097 0,605 * 0,0862
0, ; 0,
0,1 mmol * L' + Fod 14,4 + 1,02 0,480 + 0,015
1 mmol * L1 166405 0,476 + 0,018
15,4 £ 0,42 —— 0,368 + 0,083
1 mmol * L* + Fod 12,3 +0,2¢ 0,587 + 0,0602
10 mmol * Lt 139406 0,535 + 0,0572
13,7 £ 1,23 — 0,252 + 0,096
10 mmol * L' + Fod 153406 0,567 + 0,099°
50 mmol * Lt a 153412 0,243 + 0,099¢
= 0,155 + 0,022°¢
50 mmol * L1 + Fod 156+1,2 17,4 + 3’oa 0,403 £ 0,041°¢

La figura 2-14 muestra el diagrama de doble proyeccion del andlisis de componentes
principales. El componente principal 1 influenciado positivamente por la incidencia y
severidad de la enfermedad y que explica el 50,1% de la varianza, separa claramente al
tratamiento inoculado sin inductor (Fod) de todos los demas tratamientos, los cuales se
agrupan con el tratamiento control.

Figura 2-14:  Diagrama de doble proyeccion del andlisis de componentes principales del efecto

de la concentracion de tiamina en la induccion de resistencia al marchitamiento vascular causado
por Fod en clavel.

1 mM + Fod
L
1 10 mM flavonoides °
e ° Fod
oy 01mmMm @ .
2 10 mM + Fod Severidad
- 0,1 mM + Fod . .
) [] Incidencia
~ L)
g Control
Fenoles
-1 bt
1 mM
® 50 mM + Fod
® 50 mM
-2
-2 -1 0 1 2 3 4

PC1(50,7 %)

La grafica de jerarquizacion por clusters (Figura 2-15) divide los tratamientos en 4
grupos, separando claramente todos los tratamientos donde se agreg6 alguna cantidad

de tiamina del tratamiento donde se realizé la inoculaciéon sin inductor de resistencia,
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confirmando lo obtenido en el andlisis de componentes principales. Ademas, se
encuentra que las menores concentraciones de tiamina, 0,dmmol L* y 1,0mmol L*? se
agrupan en el mismo clister con el tratamiento control, con y sin adicién de in6culo, lo
gue sugiere que las menores concentraciones de tiamina tienen un mejor efecto en la

induccion de resistencia.

Figura 2-15: Dendograma del analisis de jerarquizacion por clisters del efecto de la
concentracion de tiamina en la induccion de resistencia al marchitamiento vascular causado por
Fod en clavel.
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Observaciones

La tiamina se ha usado en diferentes concentraciones como inductor de resistencia
mostrando efectos significativos en la respuesta a diferentes enfermedades causadas por
la interaccién con patdégenos. En plantas de Capsicum annuum contra el virus del mosaico
del tabaco, tratadas con tiamina en un rango de concentraciones entre 0,25 mmol Ly 15
mmol L%, se encontré6 que el efecto inductor aumenté y alcanzé su maximo a una
concentracion de 4 mmol L? y que mayores concentraciones aungque continuaban
proporcionando una respuesta favorable, no aumentaban el efecto (Torky, 2016). En el
mismo sentido, en plantas de A. thaliana asperjadas con tiamina en el rango de 1 mmol L*
a 50 mmol L** mostraron protecciéon ante una enfermedad bacteriana, desde concentracion
de 5 mmol L?, alcanzando el maximo de proteccién a una concentraciéon de 10 mmol L*
(Ahn et al., 2007). En el caso del presente estudio este maximo de proteccion no fue
evidente ya que las concentraciones evaluadas en el rango de 0,1 mmol L** y 50 mmol L*
presentaron el mismo efecto de disminucion de la incidencia y severidad del

marchitamiento vascular causado por el patdégeno usado en esta investigacion, lo cual
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sugiere que trabajar a concentraciones menores de tiamina es igualmente eficiente que
trabajar a concentraciones elevadas, por lo cual se selecciond la concentracion de 1 mmol
L para continuar con las etapas posteriores del trabajo. Esta concentracién de tiamina
ademas de tener un efecto en la induccién de resistencia permiti6 mantener unos niveles
altos de flavonoides en el momento de la inoculacion; sin duda, niveles altos de este
marcador bioguimico, permite asegurar que el conjunto de respuestas bioquimicas de la

planta esté potencializado ante la presencia del patdégeno agresor.

2.3.3 Efecto de la aplicacion de tiamina en la induccion de
resistencia al marchitamiento vascular en diferentes cultivares
de clavel

De acuerdo con los resultados encontrados, se identific6 que la tiamina agregada por
aspersion sobre las hojas de esquejes de clavel, en concentracion 1 mmol L7,
proporciona un efecto de aliviar los sintomas del marchitamiento vascular causado por
Fod en el cultivar comercial ‘Solex’. Para verificar este efecto y sugerir a la tiamina como
potencial inductor de resistencia a la enfermedad en el patosistema de estudio, se
analizo el efecto de aplicar esta sustancia en diferentes cultivares de clavel reportadas
como susceptibles por el sector productivo (‘Brisa’, ‘Mizuki’ y ‘Voragine’).

En la figura 2.16, se puede observar el efecto de la aplicaciébn de la tiamina en la
incidencia del marchitamiento vascular causado por Fod en diferentes cultivares de
clavel. Nuevamente, similar a los ensayos analizados anteriormente, se observa un
efecto positivo en los tres cultivares evaluados, a causa de la aplicaciéon del inductor,
evidenciado en la disminucién estadisticamente significativa del nimero de plantas que
presentan sintomas de la enfermedad comparando el tratamiento inoculado (Fod) y el
tratamiento inoculado al que previamente se le adiciond la tiamina (B1 + Fod). En el caso
del cultivar ‘Mizuki’ (Figura 2-16B), el resultado de la incidencia para este tratamiento es

incluso similar estadisticamente al tratamiento control del ensayo.

Figura 2-16: Efecto de la aplicacion foliar de tiamina como inductor de resistencia en la
incidencia del marchitamiento vascular en cultivares susceptibles de clavel en el tiempo.

A: cultivar ‘Brisa’. B: cultivar ‘Mizuki’. C: cultivar ‘Voragine’.

Los resultados se presentan como el promedio + desviacion estdndar para un n=3. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).



70 Aproximacién metabolémica y proteémica para el estudio de los mecanismos asociados a la induccién de
resistencia mediante el uso de sustancias inductoras comerciales en clavel (Dianthus caryophyllus L), para el

control del marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Variedad Brisa

nas)
s S

N -]

a2 2 & & =

oy
=

Incidencia (¥plantas con sintomas

[=]

Semana 2 Semanad Semana® Semana & Semana 7 Semana B

= Control ===Fod =B1 ==—B1 + Fod

=

Variedad Mizuki

=
ot
[=]

100

o
[=]

o
o

=
(=]

bt
=]

(=]

Incidencia (¥%plantas con sintomas)

Semana? Semanad4 Semana5 Semana& Semana?  Semana &
#=Control =W=Fod i1 ==l s Fod

o

Variedad Vordgine

o [=] [
(=] [=] (=]

=
=]

[
(=]

(=]

Semana 2 Semanad4 Semana> Semanaf& Semana?  Semana &

=]
=

Incidencia (%plantas con sintomas)

«Control -=Fod Bl BBl + Fod

O

La severidad se midi6 como el area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(AUDPC) (Figura 2-17), obteniendo que los tratamientos inoculados (Fod — columnas
rojas en la grafica), para los tres cultivares no presentaron diferencia significativa, lo cual
sugiere que los tres cultivares presentan un nivel similar de susceptibilidad a la

enfermedad. La figura también nos permite concluir un efecto positivo de la aplicacion de



Capitulo 2 71

tiamina 1 mmol L por aspersion en el retraso de la enfermedad causada por Fod (B1+
Fod — columna azul oscura en la figura 2-17), que se puede verificar por la disminucion
en la severidad (AUDPC) respecto a los tratamientos inoculados (Fod). En el cultivar
‘Brisa’, se obtiene que este tratamiento es similar estadisticamente a los controles. Igual
tendencia se presenta para el cultivar ‘Mizuki’; sin embargo, los controles en este cultivar
presentan una severidad (AUDPC) inesperadamente elevada, lo que sugiere que el
cultivar ‘Mizuki’ presenta un mayor efecto de las condiciones de trabajo. Aunque, el
cultivar ‘Voragine’ presentd también una menor severidad por la aplicacion de tiamina, se
encontré que se obtuvo un efecto de la interaccion con Fod (B1 + Fod), mayor respecto

al tratamiento control y al tratamiento con aplicacion de tiamina sin inoculacién (B1).

Figura2-17: indice de severidad del marchitamiento vascular causado por Fusarium
oxysporum en diferentes cultivares susceptibles de clavel (‘Brisa’, ‘Mizuki’ y ‘Voragine’).

Los resultados se reportan como el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC), y
se presentan como el promedio + desviacién estdndar para un n=3. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Como se mencioné previamente, el contenido de compuestos fendlicos y de flavonoides
se ha asociado con resistencia a la enfermedad. Se encuentra que por la aplicacion de
tiamina el contenido de compuestos fendlicos aumenta significativamente previo a la
inoculacion, al igual que el contenido de flavonoides, excepto para el cultivar ‘Voragine’
de clavel (Tabla 2-9). Después de la inoculaciéon los resultados son mas variables y
dependen del cultivar. Sin embargo, para la mayoria de los casos, el contenido de
fendlicos y flavonoides es mayor en los tratamientos a los que se aplicé tiamina, con y sin
inoculacion de Fod.

Tabla 2-9: Contenido de compuestos fendlicos y de flavonoides en raices de clavel por efecto
de la aplicacién de tiamina y retos con el patégeno en diferentes cultivares susceptibles de clavel.
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Los resultados se presentan como el promedio + desviacion estandar para n=3. En la misma
columnay para cada cultivar, letras diferentes significan diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (p<0.05).

Contenido de compuestos fenélicos Contenido de flavonoides (mg
(mg é&cido gélico/g raiz seca) catequina/ g raiz seca)
Cultivar Tratamiento Oh 12h Oh 12h
Control 11,6 + 0,4° ab
11,6 £ 0,5 044 +0,05> [2:36£0.06
. Fod 13,9+1,4° 0.36 + 0.02°
Brisal Bl 10,1 £ 0,2¢ a0
4+ T U, b
12,7 £ 0,42 0,53+0,032 032£0,05
B1 + Fod 10,9 £ 0,7° 0,41 + 0,032
Control 7,1 +0,69 ¢
8,2+0,0° 028+003 2302007
o Fod 9,1+0,2¢ 0.54 + 0.03°
Mizukt B1 13,8 +0,72 T
80, a
11,3 +1,0° 041+0068 | 24011
B1 + Fod 10,0 £ ngb 0,51 + 0,03b
Control 55+0,7¢ b
6,3+ 0,3 0,50+0,022 | 234001
. Fod 6,4 £0,2¢ 0.36 + 0.04P
‘Voragine’ 51 4204 T
40, a
7,0+0,22 041+004> |—2A7£005
B1 + Fod 9,4+0,32 0,49 + 0,042

El andlisis multivariado confirma lo mencionado previamente. El andlisis de componentes
principales (Figura 2-18), muestra que los dos primeros componentes explican el 84,5%
de la varianza. El primer componente (51.0%) influenciado positivamente por las
mediciones de incidencia y severidad separa los tratamientos no inoculados (control y
B1), de los tratamientos inoculados (B1 + Fod y Fod). A su vez, los tratamientos
inoculados con Fod estan separados por el primer componente, indicando una diferencia
debida al tratamiento con tiamina y demostrando un efecto positivo por la aplicacién de
esta. Estos resultados son confirmados por el analisis de jerarquizacién por clusters

(Figura 2-19) donde se pueden hacer las mismas apreciaciones.

El efecto de la tiamina en diferentes variedades de la misma especie también fue
reportado en Brassica napus, en donde una variedad susceptible y una parcialmente
resistente a Sclerotinia mostraron una mejor respuesta frente al patégeno, en cuanto a la
disminucion de la severidad, comparado contra controles (J. Zhou et al., 2013). Teniendo
en cuenta esto, los resultados obtenidos sugieren que la aplicacién de tiamina podria
tener un efecto positivo en cualquier cultivar de clavel en la que se aplique. Es posible

gue se presenten diferencias en la respuesta a este inductor entre cultivares debido a la
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conocida resistencia multigénica a la enfermedad (Ardila 2013), pero al parecer el efecto
protector se mantiene, tal y como se presentd en esta etapa de la investigacion.
Figura 2-18: Diagrama de doble proyeccién del analisis de componentes principales del efecto

de la aplicacién de tiamina en la induccion de resistencia al marchitamiento vascular causado por
Fod en los cultivares susceptibles de clavel ‘Brisa’, ‘Mizuki’ y ‘Voragine’.
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Figura 2-19: Dendrograma del andlisis de jerarquizacion por clusters del efecto de la aplicacion
de tiamina en la induccién de resistencia al marchitamiento vascular causado por Fod en los
cultivares susceptibles de clavel ‘Brisa’, ‘Mizuki’ y ‘Voragine’.

(Fod: tratamientos con inoculacién de F. oxysporum, B1: tratamientos con aplicacion de tiamina)
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Finalmente, los resultados obtenidos de los ensayos discutidos permitieron seleccionar un
potencial inductor de resistencia y unas condiciones de aplicacion. Es bien sabido que en
cada patosistema los mecanismos de accion pueden ser diferentes, considerando la

naturaleza de la enfermedad, el patdgeno y la especie vegetal objeto de estudio; es por esta
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razon que, en proximos capitulos, en esta tesis se desarrollaran los efectos de la aplicacién
de la tiamina en la induccion de resistencia de clavel a Fod a nivel de proteinas vy
metabolitos, 1o que permitirA profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la

induccion de resistencia.

2.3.4 Ensayo in vivo para la obtencién de muestras para analisis
protedmico y metabolémico en las condiciones de trabajo
determinadas

Ensayos anteriores permitieron seleccionar la aplicacion de tiamina por aspersion sobre las

hojas en concentracién 1mmol L, como condiciones de estudio para evaluar el posible

mecanismo de induccion de resistencia en plantas de clavel a Fod a nivel de metabolitos y

proteinas. De acuerdo con esto, el ensayo que se analiza a continuacion tuvo como

objetivo recolectar muestras para analisis de protedmica y metabolémica evaluando el
efecto de la aplicacibn de tiamina en las condiciones descritas en dos cultivares
contrastantes en resistencia al marchitamiento vascular: ‘Mizuki’ (susceptible) y ‘Golem’

(resistente). La comparacién entre dos cultivares con diferencias contrastantes en la

resistencia a la enfermedad permite no solo determinar el efecto de la tiamina en la

bioquimica de la inducciéon de resistencia, sino que ademas permitird aportar en el

conocimiento de algunas respuestas determinantes de la resistencia de la enfermedad.

En la figura 2-20 se observan los efectos de los tratamientos sobre la incidencia de la
enfermedad en el tiempo del ensayo. Los tratamientos con tiamina e inoculados (B1 + Fod)
para los dos cultivares, presentan menores valores de incidencia en el tiempo. Con resultados
sin diferencias estadisticas comparado con el control, en el caso del cultivar ‘Golen’, indicando
un efecto positivo por la aplicacion de tiamina y comparando contra el tratamiento inoculado sin
aplicacion de tiamina (Fod). Ademas, una menor incidencia en los tratamientos inoculados con
Fod fue observada en la variedad resistente ‘Golem’ respecto al cultivar susceptible ‘Mizuki’,
corroborando experimentalmente las diferencias en cuanto al nivel de resistencia de los dos

cultivares.

También se realizaron mediciones de severidad del marchitamiento vascular causado por
Fod en diferentes tiempos. La severidad se reporta como el area bajo la curva del progreso
de la enfermedad (AUDPC) (Figura 2-21), obteniendo que los tratamientos inoculados (Fod —

columnas rojas en la gréfica), confirman que el cultivar ‘Mizuki’ tiene una mayor
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susceptibilidad respecto al cultivar ‘Golem’. Ademas, los resultados también sugieren un
efecto positivo de la aplicacion de tiamina (barras azules en la gréfica), ya que se evidencia
una disminucién en la severidad, que es comparable con los resultados obtenidos para el
control.

Figura 2-20: Efecto de la aplicacién foliar de tiamina como inductor de resistencia en la
incidencia del marchitamiento vascular en cultivares susceptibles de clavel en el tiempo.

A: cultivar ‘Mizuki’. B: cultivar ‘Golem’. Los resultados se presentan como el promedio + desviacién
estandar para un n=3.
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Figura2-21: indice de severidad del marchitamiento vascular causado por Fusarium
oxysporum en cultivares con niveles de resistencia contrastantes clavel (‘Mizuki’ y ‘Golem’).

Los resultados se reportan como el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC), y
se presentan como el promedio + desviacion estandar para un n=3. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Los resultados de este ensayo se discutiran con profundidad en los siguientes capitulos.

2.4 Conclusiones

La proteccidén contra diferentes patégenos mediante la induccién de los mecanismos de
defensa innatos de la planta aplicando compuestos de bajo costo y seguros ambientalmente
como la tiamina, han sido de interés en investigaciones en fitopatologia recientemente. Sin
embargo, es necesario analizar cada patosistema para evaluar la posible induccién de
resistencia y su mecanismo de accion. En una primera etapa de este estudio, se analiz6 el
efecto de cuatro inductores de resistencia contra la marchitez vascular del clavel causada por
Fod. Los datos aqui presentados indican que una solucién de tiamina aplicada por aspersion
foliar disminuyé la incidencia y severidad de la enfermedad a niveles estadisticamente
similares a los controles no inoculados, provocando ademas un aumento en el contenido de
flavonoides y compuestos fendlicos, parametros bioquimicos que se han asociado con
resistencia a enfermedades en este patosistema. En una segunda etapa se encontré que la
tiamina en un rango de concentraciones entre 0.1 mmol L y 50 mmol L?, disminuye la
incidencia y severidad del marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum en
clavel y se sugieren las menores concentraciones teniendo en cuenta la menor variabilidad
en la respuesta. Ademas, en una tercera etapa se encontrd que, la aplicacion de tiamina en
concentracion 1 mmol L generd una respuesta de induccion de resistencia en diferentes
cultivares de clavel, lo cual sugiere a este compuesto en las condiciones de trabajo, como
potencial agente inductor de resistencia a la enfermedad en clavel. Se requiere profundizar
en el estudio de los mecanismos bioquimicos y moleculares en los cuales se fundamenta

esta induccién de resistencia, esto con el fin de tener herramientas que nos permitan
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entender el proceso y poder aplicarlo finalmente en sistemas productivos; por esta razon se
realiz6 un ultimo ensayo en el que se analizaron cultivares con resistencia contrastante a Fod
y en los capitulos posteriores se analizar4 el mecanismo de accién de la tiamina en la
induccion de resistencia a Fod a nivel de proteinas y metabolitos.






3.Efecto de la aplicacion de tiaminay el reto
con el patégeno en el perfil de proteinas de
dos cultivares de clavel

Resumen

La elucidacion de los mecanismos bioquimicos implicados en el modo de accién de la
tiamina como inductor de resistencia al marchitamiento vascular causado por Fod,
permitira plantear su aplicacion en campo. Es por ello que el objetivo de la presente
etapa del trabajo fue investigar el mecanismo de la resistencia inducida por tiamina
mediante el analisis de cambios en el perfil de proteinas de la raiz. Para ello se realiz6 un
experimento de invernadero con dos cultivares, evaluando los siguientes tratamientos:
control, plantas inoculadas con Fod, aplicacion foliar de tiamina, y aplicacion de tiamina
con posterior inoculacién de Fod. A partir de extractos de las raices, se realizé un analisis
protedmico de shotgun (nLC-MS/MS) a las 96 h después de la inoculacion. La aplicacion
del inductor tiamina caus6 un proceso de sensibilizacion en las plantas incrementando la
abundancia de 50 proteinas en el cultivar susceptible (‘Mizuki’) y 39 en el resistente
(‘Golem’); mientras que la aplicacion del inductor y posterior inoculacién con Fod,
incremento la abundancia de 42 y 65 proteinas en los cultivares susceptible y resistente,
respectivamente. Estas proteinas pertenecen a diferentes grupos funcionales, incluida la
sintesis y degradacion de proteinas, la homeostasis redox, el transporte, la organizaciéon
celular, el estrés y la defensa. Dichas proteinas pueden estar relacionadas con procesos
de priming, y con eventos de induccion de resistencia. Los resultados obtenidos sugieren
qgue el tratamiento con tiamina previo a la inoculacion de Fod permite la activacion
temprana de mecanismos de defensa que protegen a la planta frente al patégeno. Estos
resultados refuerzan el conocimiento del uso de tiamina como agente bioestimulante en

plantas y su modo de accion a nivel de proteinas contra patdégenos.
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Abstract

The elucidation of the biochemical mechanisms involved in the thiamine mode of action
as an inducer of resistance to vascular wilt caused by Fod will pave the way for its field
application. Therefore, the objective of this stage of the study was to investigate the
mechanism of thiamine-induced resistance by analyzing changes in the root protein
profile. An experiment was conducted under greenhouse conditions with two cultivars,
evaluating the following treatments: control, plants inoculated with Fod, foliar application
of thiamine, and thiamine application followed by Fod inoculation. Root extracts were
subjected to shotgun proteomic analysis (nLC-MS/MS) at 96 hours after inoculation.
Thiamine induction triggered a sensitization process in the plants, increasing the
abundance of 50 proteins in the susceptible cultivar (‘Mizuki’) and 39 in the resistant one
(‘Golem’). Meanwhile, thiamine induction followed by Fod inoculation increased the
abundance of 42 and 65 proteins in the susceptible and resistant cultivars, respectively.
These proteins belong to different functional groups, including protein synthesis and
degradation, redox homeostasis, transport, cellular organization, stress, and defense.
These proteins may be associated with priming processes and induction of resistance
events. The results suggest that thiamine treatment prior to Fod inoculation allows for the
early activation of defense mechanisms that protect the plant against the pathogen.
These findings reinforce the understanding of thiamine as a biostimulant agent in plants

and its protein-level mode of action against pathogens.

3.1 Introduccidn

Los estudios protebmicos en plantas han permitido conocer los procesos bioquimicos
principales involucrados en fendmenos como la induccién de resistencia. Los resultados
presentados en etapas previas de esta investigacion evidenciaron que la aplicacién foliar
de tiamina disminuye la incidencia y la severidad del marchitamiento vascular causado
por Fusarium oxysporum en cuatro cultivares susceptibles, ademas que modula los
contenidos de compuestos fendlicos. Sin embargo, no existian estudios que permitieran
profundizar en su modo de accion en el clavel. En ese contexto, el analisis protedmico de
la resistencia inducida por tiamina puede ser una herramienta que permita analizar el

posible mecanismo de accion, previo a sugerir su uso a nivel agricola.
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La resistencia inducida es un estado fisiologico relacionado con una mayor capacidad de
defensa de la planta, asociado a mayores niveles de especies moleculares, incluidas las
proteinas; y es una estrategia de optimizacion de la aptitud de la planta para lograr un
equilibrio entre el proceso de crecimiento y la respuesta de defensa a condiciones
adversas como el reto con un patdgeno (Lin et al.,, 2020). Los cambios en las
abundancias de proteinas por efecto de la aplicacion de un inductor de resistencia en
comparacion con el control sugieren un proceso de sensibilizacién de la planta (priming),
intrinseco en el evento de resistencia inducida (Lin et al., 2020; Mauch-Mani et al., 2017).
Estas proteinas podrian estar involucradas en la activacién de los mecanismos de
defensa que se dan en estos procesos de induccién de resistencia, convirtiéndose en
temas de investigacion en el mejoramiento de la resistencia a enfermedades en plantas
(Lin et al., 2020). Estos cambios pueden ser medidos utilizando las estrategias
metodoldgicas de la protedmica comparativa, y validados por otras técnicas de la biologia

molecular.

En este sentido, la protedmica se ha utilizado como herramienta para explorar las proteinas
involucradas en procesos biol6gicos complejos como la interaccion planta patdégeno.
Estudios de protedmica han permitido investigar el efecto de diferentes elicitores/inductores
en fendmenos de resistencia inducida, obteniendo como resultados informacién sobre los
mecanismos de induccién de estas sustancias en las interacciones planta - patégeno
analizadas. Algunas sustancias reportadas como inductores de resistencia a partir de la
evidencia generada por andlisis protedmicos son oligosacaridos de quitosan en la
interaccion Arabidopsis thaliana - Pseudomonas syringae pv. tomate DC3000 (Jia et al.,
2020), acido B-aminobutirico en la interacciobn mijo perla - S. graminicola (Anup et al.,
2015), B-1,3 glucano (laminarin) en la interaccion uva - Plasmopara viticola (Lemaitre-
Guillier et al., 2017), entre otros. Asi, en la presente investigacion se llevé a cabo un
analisis de protedmica comparativa, como una aproximacion para conocer el medio de
accién al mecanismo por el cual la tiamina induce resistencia al marchitamiento vascular en
dos cultivares de clavel cultivados en nuestro pais. Estos resultados fueron publicados en

la revista Scientia Horticulturae (Pérez Mora et al., 2024).

3.2 Materiales y métodos

Se analizaron las diferencias cualitativas y cuantitativas que se presentaron a nivel de

proteinas en dos cultivares de clavel con diferencias contrastantes en la respuesta al
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marchitamiento vascular (‘Golem’ — Resistente; ‘Mizuki’ - Susceptible), por efecto de la
interaccion con Fod, la aplicacion de tiamina y el efecto combinado. La determinacién de
estos efectos se realizé por medio de la técnica de pre-fraccionamiento en gel, seguido por la
técnica analitica de cromatografia liquida acoplada a un sistema de espectrometria de masas
en tAndem (GeLC-Orbitrap/MS andlisis) de acuerdo con Valledor & Weckwerth (2014). El
procedimiento general para la obtencién de los resultados se describe a continuacion:

e Obtencion del material biol6gico mediante un ensayo in vivo.

e Preparacion de las muestras a evaluar (extraccion de proteinas, limpieza del extracto
mediante la técnica de electroforesis y la obtencién del extracto triptico de las
proteinas).

e Andlisis de muestras por medio de nLC-MS/MS.

¢ Identificacion de las proteinas detectadas usando bases de datos.

e Andlisis estadistico de los datos, para detectar proteinas que se regularon de
manera significativa por efecto de la interaccién con Fod, la aplicacion de tiamina
y el efecto combinado (elicitacién + inoculacién).

¢ Clasificacion funcional de las proteinas reguladas por efecto de la interaccion con
Fod, la aplicacion de tiamina y el efecto combinado (elicitacion + inoculacion).

¢ Interpretacion biolégica de la respuesta observada en cada tratamiento.

3.2.1 Material vegetal y microorganismo

La preparacion del in6culo del patégeno Fod, el alistamiento del material vegetal, el
tratamiento con el inductor, la inoculacién con Fod y la obtencién de muestras, se puede

consultar en el capitulo 2.

3.2.2 Preparacion de la muestra

Para realizar el andlisis protedbmico, se analizaron 3 unidades experimentales,
consistiendo cada una a partir de las raices de 6 plantas, esto para cada tiempo (0, 12,
24, 48 y 96 horas) después de la inoculacion. Los esquejes fueron lavados con agua para
eliminar el exceso de sustrato. Se eliminaron las hojas y el tallo, y las raices fueron
almacenadas a -70 °C y posteriormente liofilizadas durante 48 horas. El tejido liofilizado,
fue macerado con nitrégeno liquido y posteriormente almacenado en tubos tipo

Eppendorff que se conservaron a -20 °C, hasta el momento de su analisis.
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< Extraccién y cuantificacion de proteinas

Se realiz6 la extraccion de proteinas de acuerdo con el procedimiento reportado para raices
de clavel por Ardila y colaboradores (Ardila et al., 2014). El método consiste en la
precipitacion de las proteinas, con una posterior extraccion con fenol. Las raices
muestreadas para cada tratamiento fueron liofilizadas y trituradas en nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino. Se pesaron 0,025¢g de las muestras y se transfirieron a un mortero. Se
adicioné 1mL de una solucion de &cido tricloroacético en acetona y se trituré en un mortero.
El homogeneizado fue transferido a un tubo tipo Eppendorf de 2 mL, centrifugado a 14000 g
durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y sobre el pellet se adicion6 1 mL
de acetato de amonio 0,1M en metanol al 80% Yy posteriormente 1 mL de acetona al 80%,
realizando centrifugaciones en cada caso a 14000 g por 10 minutos a 4°C. El pellet se sec6 a
temperatura ambiente y se le adicion6 1 mL de una mezcla (1:1) de fenol saturado y buffer
de lisis (sacarosa 30 % p/v, SDS 2% plv, B-mercaptoetanol 5% y tris-HCI 0,1 M pH 8). Se
agité vigorosamente en vértex y se incubd 5 minutos a 4°C. La mezcla se centrifug6 a 14000
g durante 10 minutos a 4°C. La fase fendlica (superior) se transfirié a un tubo nuevo de 2 mL
y se le adicion6 acetato de amonio 0,1M en metanol. Posteriormente, se incub6 a -20°C
durante toda la noche para permitir el proceso de precipitacion de las proteinas extraidas. La
mezcla se centrifugd a 14000 g durante 10 minutos a 4°C y se eliminé el sobrenadante. La
proteina precipitada se lavé con metanol al 100% y posteriormente con acetona al 80%,
realizando centrifugaciones en cada caso a 14000 g durante 10 minutos a 4°C, descartando
los sobrenadantes. El pellet obtenido se secd a temperatura ambiente para eliminar los
residuos de acetona. Finalmente, el pellet se disolvié en 200uL del buffer de solubilizacion
para shotgun (urea 8M, HEPES 50mM pH 7,8) y se almacené a -20°C hasta su posterior

andlisis.

La cuantificacion de las proteinas extraidas se hizo mediante el método de Bradford,
incluyendo la modificacion que emplea el reactivo Bradford BIO-RAD (Ramagli &
Rodriguez, 1985). La lectura de la absorbancia a 595 nm se hizo en un espectrofotémetro
(Genesys UV 10, ThermoFisher, USA), en el cual se midieron tres réplicas analiticas, por
cada unidad experimental evaluada. La curva de calibracion se hizo empleando BSA (por

sus siglas en inglés, Bovine serum albumin) como referencia de proteina.

+ Electroforesis en geles de poliacrilamida
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Se llevaron a cabo electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) de 20
cm x 20 cm, usando el sistema PROTEAN II XL Cell (Biorad). El sistema de separacion
consistié en un gel de poliacrilamida al 4% (p/v) para la concentracion de las proteinas y
uno de 11% para la separacién de las proteinas. En cada pozo se colocaron 100 ug de
proteina previamente cuantificados y la separacion se desarrollé a un voltaje constante
de 50 V en el gel de concentracién y de 80V en el gel de separacion. La asighacién de
pesos moleculares se realizé mediante comparaciéon con el marcador pretefiido SDS-
PAGE Standards 10-260 KDa. Los geles fueron tefiidos con azul de Comassie y
digitalizados usando el densitémetro calibrado GS-800 (Biorad). El analisis de los geles
se realiz6 usando el software Image Lab (Biorad).

< Pre-fraccionamiento de la muestra mediante SDS-PAGE

Muestras que contenian 100 ug de proteina equivalentes a BSA, de acuerdo con la
comparacion con la curva de calibracién fueron cargadas en un gel de poliacrilamida.
Una corriente de 80V fue aplicada para permitir que entraran un cm dentro del gel de
poliacrilamida en condiciones denaturantes del 12%. Los geles fueron fijados y teflidos
con 0,1% de azul de Commasie R-250 en metanol/acido acético/agua (40/10/50, v/v) por
1 hora y destefiidos con metanol/agua (40/60, v/v). Las bandas de proteinas fueron
removidas del gel, y cortadas en pequefios trozos que fueron mantenidos en agua hasta

su posterior digestion (Valledor & Weckwerth, 2014).
+ Digestion de proteinas

La digestion de proteinas se realiz6 de acuerdo con lo reportado por Valledor y
Weckwerth (2014). Los trozos de gel fueron destefiidos en una mezcla de proporciéon 1:1
de bicarbonato de amonio 200 mM y acetonitrilo durante 15 minutos, seguido de un
lavado con acetonitrilo al 100%, durante 5 min. Las proteinas fueron reducidas por
reaccion con ditiotreitol 20 mM, en bicarbonato de amonio 25 mM, estas fueron
incubadas durante 20 minutos, a una temperatura de 55 °C. Después de este proceso, la
muestra se enfri6 a temperatura ambiente. Posteriormente se realiz6 el proceso de
alquilacion de los grupos tiol libres, por reaccién con yodoacetamida 40 mM en
bicarbonato de amonio 25 mM en un cuarto oscuro, por un periodo de 20 min.
Posteriormente, los trozos de gel fueron lavados dos veces en una solucion de

bicarbonato de amonio 25mM y paso seguido, las proteinas fueron digeridas con tripsina
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(Promega) a una concentracion de 12,5 ng/uL de la enzima en una solucién de
bicarbonato 25 mM, e incubadas a 37 °C durante la noche. El proceso de digestion de
proteinas fue detenido mediante la adicion de TCA a una concentracion final del 1%; las
muestras de proteinas digeridas fueron secadas en un speedvac y disueltas en una
mezcla de acetonitrilo 2% (ACN) y 0,05% de acido trifluoroacético.

3.2.3 Anadlisis de proteinas

El procesamiento de las muestras obtenidas en el paso anterior se realiz6 en el Servicio
central de apoyo a la investigacion SCAI, de la Universidad de Coérdoba en Espafia. La
mezcla de péptidos de cada tratamiento, obtenidos por la digestion triptica, fue separada
por cromatografia liquida (nano-LC), empleando un equipo Dionex Ultimate 3000
(Thermo Scientific, USA), con una columna C18, de 75 um x 50 cm, Acclaim Pepmam
(Thermo Fisher Scientific, USA). Los péptidos fueron previamente concentrados y
limpiados en una precolumna de 300 um x 5 mm Acclaim Pepmcon (Thermo Fisher
Scientific, USA) durante 5 min, a un flujo de elusiéon de 5 pyL/min. La separacion de los
péptidos se realizé a una temperatura de 40 °C. Las fases méviles empleadas fueron:
Fase A, acido férmico (0,1%); Fase B, &acido formico en acetonitrilo (0,1%). La velocidad

de elucion fue de 300 nL/min.

La deteccién de los péptidos se realiz6 con un espectrémetro de masas, trihibrido Thermo
Orbitrap Fusion (Thermo Scientific, USA) en modo positivo, equipado con una fuente de
nanoelectrospray de ionizacién (nESI). El Orbitrap se ajustd a una resolucién de 120 K (a
200 m/z) con espectros de exploraciéon completa en el rango 400-1500 m/z, y un umbral de
4 x 10° recuento de iones. Los iones precursores con un estado de carga entre 2-5 fueron
filtrados para evaluacion de MS/MS, en un cuadrupolo con una ventana de aislamiento de
1,2 Da. Los iones precursores monoisotopicos se fragmentaron mediante disociacion
inducida por colisién (CID), configurado bajo control automético de ganancia de 2 x 10%; un
tiempo maximo de inyeccion de 300 ms; y 35 % de energia de colision normalizada. Se
establecid un tiempo de exclusién dindmica de 15 s y una tolerancia de 10 ppm del

precursor seleccionado y sus isétopos para evitar fragmentaciones redundantes.
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3.2.4 Identificacion de proteinas

Los datos obtenidos fueron analizados para identificar las proteinas con el software
Proteome Discoverer 2.1 (Thermo Fisher Scientific, USA). Los espectros MS/MS se
buscaron empleando el algoritmo SEQUEST contra archivos FASTA de proteinas
compilado de la base de datos para la familia de plantas familia Caryophillales presente
en el NCBI (marzo 2022). La lista de péptidos in silico fue generada mediante digestién
triptica tedrica, permitiendo una escision omitida, carbamidometilacion completa de los
residuos de cisteina y oxidacion parcial de los residuos de metionina. La tolerancia de
masa del precursor fue de 10 ppm y los iones del producto se buscaron con una
tolerancia de 0,1 Da. Las coincidencias del espectro de péptidos (PSM) se validaron
utilizando el algoritmo Percolator, que estd incluido en el software Proteome Discoverer.
La confidencia de identificacion se establecié con un FDR del 1%. Para la identificacion,
los péptidos se agruparon en proteinas de acuerdo con la ley de la parsimonia y se
filtraron a FDR = 1 % y XCorr = 2. El andlisis cuantitativo de los péptidos se realizd
respecto al area bajo la curva de la sefal. Las proteinas identificadas fueron filtradas de
acuerdo con los siguientes parametros: al menos dos péptidos identificados, con una
cobertura de al menos un 10 % de los aminoé&cidos de la proteina y que se encuentre en
al menos dos réplicas del tratamiento analizado (Bheri et al., 2019; Maria Angeles
Castillejo et al., 2020).

3.2.5 Anotacion funcional de proteinas

La anotacién funcional de cada proteina identificada se hizo empleando las herramientas
de clasificacibn  UniProtKkB  (http://www.uniprot.org/) y  Mercator 4 v.5.0
(https://www.plabipd.de/portal/web/guest/mercator4). La buasqueda se realizé con el
namero de acceso de la proteina y el formato FASTA de la secuencia de la proteina.
Adicionalmente, se evalué la red hipotética de interacciones entre las proteinas que
aumentaron de manera significativa por efecto de los tratamientos aplicados, empleando la
herramienta en linea STRING 11 (http://string-db.org). Las redes de interaccion de
proteinas fueron desarrolladas empleando proteinas homoélogas de Arabidopsis thaliana
obtenidas a partir de la secuencia de TAIR BLAST 2.9.0+
((http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp), y la red se reporta con una confidencia = 0,7
(Jia et al., 2020; Szklarczyk et al., 2019).



Capitulo 3 87

3.2.6 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron utilizando tres réplicas biolégicas para cada tratamiento.
Cada unidad experimental estaba compuesta por al menos 10 esquejes de clavel
enraizados sanos. Los datos se reportan como la media mas o menos la desviacion
estandar. El andlisis de la varianza (ANOVA de una via y ANOVA de dos vias) y las
diferencias significativas entre las medias (prueba de Tukey), se realizaron con la versiéon
de prueba del software Minitab version 19. Previo al andlisis de proteinas, se hizo la
normalizacion de los datos mediante suma. Los criterios usados para considerar que una
proteina se regul6 por efecto de los tratamientos fueron los siguientes:
e Las proteinas deberian estar presentes en las tres repeticiones de un tratamiento.
e Al menos dos péptidos identificados y una cobertura de la secuencia mayor al
10%.
e Que la proteina presente una diferencia estadisticamente significativa en su
abundancia, con respecto al tratamiento control (t-test, valor de p < 0,05).
e Que su abundancia fuera 1,5 o 0,5 veces lo encontrado para el tratamiento
control.
El Andlisis de minimos cuadrados parciales con analisis discriminante (PLS-DA), se
realiz6  con la  herramienta  gratuita en linea  Metaboanalyst 5.0

(http://www.metaboanalyst.ca).

3.3 Resultados y discusion

De acuerdo con los resultados analizados en el capitulo 2, se encontré que la aplicaciéon de
tiamina tiene un efecto positivo en plantas de clavel sometidas al reto con el patégeno Fod,
causante del marchitamiento vascular. Para analizar el efecto a nivel de proteinas que se
presenta en dos cultivares de clavel con niveles contrastantes de resistencia a Fod, por
accion de los tratamientos, se realizaron electroforesis unidimensionales en geles de
poliacrilamida en condiciones denaturantes (1D SDS PAGE) en los diferentes tiempos de
muestreo del ensayo, con el fin de seleccionar el tiempo de mayores diferencias para llevar
a cabo el andlisis proteémico. En cada gel se cargaron las tres réplicas de los cuatro
tratamientos evaluados en un tiempo especifico (i.e., 0, 12, 24, 48 0 96 hpi) y cada cultivar
se dispuso en un gel independiente, para un total de cinco geles para el cultivar resistente
— ‘Golem’ (geles digitalizados en la Figura 3-1), y cinco geles para el cultivar susceptible —

‘Mizuki’ (geles digitalizados en la Figura 3-2). En los geles se detectaron 25 bandas
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consistentes en todos los tratamientos y réplicas que se analizaron cuantitativamente de
acuerdo con su densidad 6ptica normalizada para cada carril. En la tabla 3-1 se presenta el
namero de bandas con diferencia significativa comparadas contra el control (ANOVA de

dos vias, valor de p < 0.05).

Tabla 3-1: Bandas que presentan diferencias estadisticas por efecto de los tratamientos
respecto al control.

B1: aplicacion de tiamina; Fod: inoculacion con Fod; B1+ Fod: aplicacion de tiamina y posterior
inoculacién con Fod; hpi: horas postinoculacion; RG: cultivar resistente ‘Golem’; R-M: cultivar susceptible
‘Mizuki'.

Tiempo (hpi) 0 12 24 48 96
Cultivar RG | SM | RG | SM | RG | SM | RG | SM | RG | SM
2|  Fod 4 |1 | 4] 4| 2] 8 |4] 12
% B1 6 6 5 7 6 7 8 7 8 8
,‘_E B1 + Fod 3 6 6 3 8 5 9 6

De acuerdo con esto se seleccioné el tiempo de muestreo de 96 horas postinoculacion
para el andlisis de proteémica, ya que fue el tiempo en que se presentaron el mayor
namero de cambios a nivel cuantitativo (i.e., densidad 6ptica normalizada de las bandas).
De manera preliminar se puede inferir que la aplicacion de tiamina estd modulando el
perfil de proteinas en los dos cultivares, teniendo los principales cambios al tiempo

seleccionado para el siguiente paso.

Figura 3-1: Electroforesis unidimensional para el cultivar resistente ‘Golem’ en diferentes tiempos
de muestreo.

A, B, C, Dy E corresponden a Oh, 12h, 24h, 48h y 96h, respectivamente. Para el gel en A- Patrén
de pesos moleculares (carriles 1 y 8), tratamiento control (carriles 2, 3 y 4), tratamiento con
aplicacién de tiamina — B1 (carriles 5, 6 y 7). Para los geles en B, C, D y E- Patron de pesos
moleculares (carriles 1 y 14), tratamiento Control (carriles 2, 3 y 4), tratamiento inoculado - Fod
(carriles 5, 6 y 7), tratamiento con aplicacién de tiamina — B1 (carriles 8, 9 y 10) y tratamiento con
aplicacién de tiamina inoculado — B1 + Fod (carriles 11, 12 y 13).
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Figura 3-2: Electroforesis unidimensional para el cultivar susceptible ‘Mizuki’ en diferentes
tiempos de muestreo.

A, B, C, Dy E corresponden a Oh, 12h, 24h, 48h y 96h, respectivamente. Para el gel en A- Patron
de pesos moleculares (carril 8), tratamiento control (carriles 9, 10 y 11), tratamiento con aplicacion
de tiamina — B1 (carriles 12, 13 y 14). Para los geles en B, C, D y E- Patron de pesos moleculares
(carriles 1 y 14), tratamiento Control (carriles 2, 3 y 4), tratamiento inoculado - Fod (carriles 5, 6 y
7), tratamiento con aplicacién de tiamina — B1 (carriles 8, 9 y 10) y tratamiento con aplicacion de
tiamina inoculado — B1 + Fod (carriles 11, 12 y 13).
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Después de la identificacion masiva de proteinas por HPLC-MS, se identificaron entre
1357 y 1435 proteinas. Las proteinas que difieren entre cultivares y/o tratamientos se
resumen en la Tabla 3-2. En general, se identificaron mas proteinas en los tratamientos
del cultivar resistente ‘Golem’ (RG). Con el tratamiento B1 + Fod se produjo la mayor
cantidad de proteinas en ambos cultivares. Al filtrar el conjunto de datos original provisto
para el efecto de los tratamientos, se obtuvieron entre 249 y 274 proteinas para el cultivar
susceptible ‘Mizuki’ (SM) (Figura 3-3A), y entre 267 y 297 proteinas para RG (Figura 3-
3B). El conjunto de datos original se redujo ain mas a través del analisis estadistico de

proteinas, lo que resulté en la seleccion final de proteinas acumuladas.

Tabla 3-2: Resumen de proteinas identificadas por el andlisis shotgun-MS/MS en dos cultivares
de clavel con resistencia contrastada a la marchitez vascular, por efecto de los diferentes
tratamientos. (B1: aplicacion de tiamina; Fod: inoculacién con Fod; B1+ Fod: aplicacion de tiamina

y posterior inoculacién con Fod).

‘Mizuki’ - cultivar susceptible ‘Golem’ - cultivar resistente

Control | Fod | B1 | B1+ Fod |Control | Fod | B1 | B1 + Fod
Datos sin procesar 1357 |1382|1359 1426 1379 |1387|1407 1435
Parametros de confianza (= 2
Péptidos, cobertura = 10%) 283 295 | 295 300 289 295 | 302 306
Proteinas consistentes 249 264 | 274 267 267 278 | 280 297
Estadisticamente T ______ 39 50 N R — 36 39 65
significativas comparadas
contra el control (p<0.05) ||| - 5 | 11 15 | - 10 | 11 17

De los diagramas de Venn (Figura 3-3), se puede analizar que la mayoria de las proteinas
estan presentes en los cuatro tratamientos, y su efecto en el evento analizado dependera
de las diferencias estadisticas que se encuentren. También se encuentran proteinas que
estan exclusivamente en los tratamientos con aplicacion de tiamina, las cuales podrian
estar implicadas en el proceso de sensibilizacion de la planta que le permite responder de
mejor manera el posterior ataque del patdégeno. Asi como también, proteinas que estan
exclusivamente en el tratamiento B1 + Fod, que podrian estar implicadas en la respuesta
aumentada que se da por efecto de la aplicacion del inductor y que le permiten resistir el
reto con el hongo.

Figura 3-3: Diagrama de Venn del total de proteinas identificadas en cada uno de los
tratamientos en los cultivares de clavel A: Susceptible-’Mizuki’ y B: Resistente-’Golem’.

Tratamientos: Control (C), Inoculado (Fod), Aplicacion de tiamina (B1), Aplicacion de tiamina y
posterior inoculacion con Fod (B1 + Fod).
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Control B1

B1 + Fod

El analisis multivariado discriminante (PLS-DA) de todas las proteinas detectadas de
cada tratamiento en comparacién con el control, muestra que el componente principal
uno, que explica el 22,8% de la varianza, separa el cultivar susceptible del resistente.
Esto indica que hay una diferencia en los perfiles de proteinas en cada cultivar, lo que
puede en parte, explicar su respuesta diferencial en cuanto a la resistencia Fod. Por otro
lado, en el componente principal dos, que explica el 8,7% de la varianza, se separan los
tratamientos control de cada uno de los tratamientos analizados (figura 3-4), sugiriendo
gue en cada cultivar hay diferencias en el perfil de proteinas causadas por la inoculacion,

por la aplicacion de tiamina y la aplicacién del inductor y posterior inoculacion.

Figura 3-4: Andlisis discriminante del conjunto de proteinas detectadas en dos cultivares de
clavel con resistencia contrastante al marchitamiento vascular, por efecto de los diferentes
tratamientos.

Andlisis de minimos cuadrados parciales con andlisis discriminante (PLS-DA). La discriminacion
de los cultivares es resaltada a lo largo de la componente principal 1 (PC1) por un évalo rosado
(‘Mizuki’) y un évalo fucsia (‘Golem’). La distancia observada entre muestras en el espacio de las
componentes refleja similitud entre los perfiles de abundancia de proteinas. B1: aplicacion de
tiamina; Fod: inoculacién con Fod; B1+ Fod: aplicacién de tiamina y posterior inoculacién con Fod.
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Las proteinas con variacion estadisticamente significativa se clasificaron en términos
funcionales utilizando MERCATOR, estableciéndose 21 grupos relacionados con los
términos de la ontologia génica (Figura 3-5). Ademas, se construyé una red de
interacciones proteina-proteina (Figura 3-6). La biosintesis y degradacion de proteinas, la
respiracion celular y metabolismo energético, el metabolismo de aminoacidos y el
transporte, fueron las categorias funcionales que mas agruparon las proteinas en los
tratamientos de los dos cultivares. Los cambios en las proteinas del metabolismo primario
se informan con frecuencia como estimulados por eventos de interacciéon planta-patdégeno
e induccion de resistencia (Anup et al.,, 2015; Rojas et al., 2014). En ese contexto, se
encontré que la aplicacion de tiamina caus6 la modulacién de procesos relacionados con el
metabolismo primario como la glicélisis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la ruta de las
pentosas fosfato, La biosintesis y degradacion de proteinas, la cadena de transporte de
electrones mitocondrial y la biosintesis de aminoacidos. Se ha reportado que el tratamiento
con patégenos virulentos y avirulentos, y con inductores de resistencia afectan al alza
estos procesos, que estan involucrados en la produccion de energia (Lemaitre-Guillier et
al.,, 2017; Rojas et al., 2014; Schwachtje et al., 2018). Se ha sugerido que el papel del
metabolismo primario durante las interacciones planta-patbgeno es apoyar los
requerimientos de energia celular para las respuestas de defensa de las plantas; sin
embargo, como complemento a esta respuesta, se propone que la regulacion positiva del

metabolismo primario modula las cascadas de transduccion de sefiales que conducen a las
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respuestas de defensa de las plantas (e.g. proteinas como la hexoquinasa y la piruvato
descarboxilasa se han asociado a la generacion de ROS y la activacion de proteinas PR
gue conducen a respuesta hipersensible) (Rojas et al., 2014). Por otro lado, la tiamina es
un cofactor enzimético de estos procesos (Goyer, 2010), por ejemplo la piruvato
deshidrogenasa aumentd su actividad en el tratamiento B1, y su proceso enzimatico
requiere como cofactor tiamina pirofosfato.

Figura 3-5: Clasificacion funcional de proteinas reguladas en raiz de clavel por efecto de los
tratamientos: A. Cultivar susceptible ‘Mizuki’. B. Cultivar resistente ‘Golem’.

Categorias funcionales de las proteinas que variaron en su abundancia de manera significativa (t-
test multiple, valor de p ajustado con un FDR< 0.05) después de 96 horas postinoculacion. (B1:

aplicacion de tiamina; Fod: inoculacion con Fod; B1+ Fod: aplicacion de tiamina y posterior
inoculacién con Fod).

70 L ;:*,_ W No asignada 70 .

W Plegamiento de proteinas \4/

60 W Reproduccion de la planta 60

m Metabolismo de

nuclectidos

50 B Metabolismo de lipidos 50
Proteinas modificaciones
postraduccioneales

40 Metabolismo secundario 40

® Metabolismo de hormonas

W Estrés y defensa

30 30

B Transporte

W Organizacion celular

20 20

WDNA

B Procesamiento de RNA

10 10

Numero de proteinas
Namero de proteinas

B Metabolismo de
carbohidratos
B Degradacion de proteinas

Aumentan NN D

Aumentan N

o
Aumentan [N N
Aumentan NN IS
Aumentan [N D

0 =
= B Metabolismo de

EY c aminoacidos

c g W Pared celular
-10 £ = 5 -10 e

2 o 3 A i6 A 4

a B Senalizacion A A
. Fod B1 Bl+Fod  MRedox . Fod B1 B1+ Fod

W Respiracion celular
A W Biosintesis de proteinas B

-30 -30

Ademas, el pretratamiento con tiamina provocé diferencias en los procesos relacionados
con la respuesta al estimulo, la respuesta de defensa, la respuesta al estrés, la
homeostasis redox, la sefalizacion, la regulacion de la transcripcion, el metabolismo

secundario y otros.
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«» Efecto de la inoculacion con Fod

Dado que la resistencia del clavel a Fod esté determinada por mdltiples genes, y no existe
una relacion isogénica entre los cultivares analizados; pueden existir variaciones en los
perfiles de proteinas entre los cultivares resistentes y susceptibles que no estan
directamente relacionados con la resistencia. Asi, la mayor parte de las proteinas
acumuladas en los tratamientos inoculados (Fod) estuvieron asociadas en gran medida al
metabolismo primario; sin embargo, se observaron diferencias en el perfil proteico entre los
cultivares RG y SM relacionadas con la resistencia a patdgenos. En particular, la proteina
relacionada con el estrés locus 8 de resistencia a los rayos UV (AOA5C11XZ3), el factor de
elongacién Tu (EF-tu) (AOAOK9R4P8), la proteina relacionada con la homedéstasis redox 2-
Cys peroxirredoxina BAS1 (024364), la proteina similar a la germina (AOA803MXD5), la
fosfomanomutasa (PMM) (T1DFP6), MAPquinasa (AOA0S2C4B6); la enzima conjugadora
de ubiquitina (E2) (AOA7CI9CM45), la peroxidasa (AOAB03KYJ6) y la fenilalanina amonio
liasa (PAL) (Q5QRUB), se han reportado en otros estudios por su papel en la preparacién o
respuesta de defensa (Abdul Hasseb et al., 2022; Ardila et al., 2014; Boubakri et al.,
2013; Lemaitre-Guillier et al., 2017; Torky, 2016). Estos hallazgos sugieren que estas
proteinas pueden desempefiar un papel en la resistencia de los claveles a Fod en el
cultivar resistente. Se deben plantear estudios adicionales que permitan validar si altos
niveles de estas proteinas se mantienen en otros cultivares resistentes, con el fin de

plantear su papel como posibles marcadores constitutivos de resistencia a la enfermedad.

« Efecto de la aplicacion de tiamina (B1) y aplicacion de tiamina con posterior

inoculacién con Fod

De manera interesante, se observo el efecto protector de la tiamina en el cultivar susceptible
a nivel fenotipico y a nivel protedbmico, mostrando un aumento en la abundancia de proteinas
relacionadas con la resistencia, mucho mas evidente en SM que en RG. La aplicacion de
tiamina (tratamientos B1 y B1 + Fod) incrementd proteinas especificas (EF-Tu, PMM,
MAPquinasa, PAL, E2, peroxidasa) en el cultivar susceptible de manera similar a la
inoculacion en RG, lo que sugiere la estimulacion de la respuesta defensa innata. Sin
embargo, el mecanismo de respuesta a la tiamina SM también incluye otras proteinas
(proteina de choque térmico AOA411F6V6, proteina que contiene el dominio 14 3 3

AOA7CIDJ95, factor de despolimerizacion de actina G5DXKS5, glutation transferasa
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AOA7C82698, S-adenosilmetionina sintasa 2 (MTO) Q6F3F0, MAPKinase AOA0S2C 4B6, y
antranilato sintasa AOA7C9AN11) relacionadas con la respuesta a patdgenos (Jia et al.,
2020; Li et al., 2022; Ngou et al., 2022; Podr et al., 2019; Sadeghi et al., 2022; Santos-
Rodriguez et al. , 2021). Estas proteinas estan incluidas en el diagrama de Venn (Figura 3-
3A) que muestra ocho proteinas exclusivas sobrerreguladas por el tratamiento B1, siete
proteinas sobrerreguladas por la adicion de tiamina (tratamientos B1 y B1 + Fod) y tres
proteinas exclusivamente en inoculados. plantas previamente asperjadas con tiamina (B1 +
Fod). El diagrama de Venn para RGC (Figura 3-3B) revela que la aplicacién de tiamina
también modula diferencialmente ciertas proteinas, lo que podria estar asociado al efecto
protector del bioestimulante. Especificamente, el diagrama muestra cuatro proteinas
exclusivas que fueron reguladas al alza por el tratamiento B1, diez proteinas que fueron
reguladas al alza por la adicion de tiamina (tratamientos B1 y B1 + Fod), y dieciséis proteinas
gue se encontraron exclusivamente en plantas inoculadas que fueron previamente
asperjadas con tiamina (B1 + Fod). Algunas de estas proteinas, como las enzimas
antranilato sintasa, glutatién transferasa y S-adenosilmetionina sintasa 2, también fueron
moduladas en SMC. Otros, sin embargo, estaban regulados al alza exclusivamente en RGC,
incluida las enzimas ascorbato peroxidasa (AOA7C8Z0L6 y AOAOK9RD46) vy
monodehidroascorbato reductasa (AOA7C9D101). Estas proteinas, junto con otras de interés
(Tabla 3-3), seran analizadas mas a fondo en funcién de sus categorias funcionales y su
papel potencial en la induccion de resistencia provocada por la aplicacion de tiamina en el

cultivar susceptible (‘Mizuk’).






Figura 3-6:
resistencia contrastada a la marchitez vascular, por efecto de los diferentes tratamientos.

A. Efecto de la inoculacidon con Fod en el cultivar susceptible-’Mizuki’; B. Efecto de la inoculacién con Fod en el cultivar Resistente-’Golem’; C.
Efecto de la aplicacién foliar de tiamina sobre el cultivar susceptible-’Mizuki’; D. Efecto de la aplicacion foliar de tiamina sobre el cultivar
resistente-’Golem’; E. Efecto de la aplicacion foliar de tiamina y posterior inoculacion con Fod sobre el cultivar susceptible-’Mizuki’; D. Efecto de la

Andlisis de interaccion de redes proteicas de homélogos de A. thaliana inducidas en las raices de dos cultivares de clavel con

aplicacién foliar de tiamina y posterior inoculaciéon con Fod sobre el cultivar resistente-’Golem’

Las proteinas se agrupan segun el proceso bioldgico anotado. El analisis se realiz6 mediante la herramienta STRING 11 con una confianza de

interaccién = 0,7. Las asociaciones mas fuertes estan representadas por lineas mas gruesas.
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Se excluyen proteinas del metabolismo primario. (B1: aplicacién de tiamina; Fod: inoculacién con Fod; B1+ Fod: aplicaciéon de tiamina y posterior

inoculacién con Fod)
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NGmero de Categoria 4 PM Score ‘Mizuki’ (Abundancia ‘Golem’ (Abundancia
u . i ; i
Proteina : Cobertura | . Pl | Sequest relativa) relativa)
acceso funcional Péptidos | [kDa] HT s1+rod TS od
AQOA7C9DJ95 | Proteina que contiene i
AT1G35160.1 | el dominio 14 3 3 Sefializacion | 23,4 4 23,94 |5,2 314
AOA411F6V6 Proteina de choque . :
CR88 térmico 90-5 Estrés 13,1 7 90,92 |5,1 |42
|
Proteina de union
Q42434 BIP2 luminal (proteina de Estrés 20,2 15 73,55 [5,1 (1219
choque térmico 70)
AOATCBYED | Ajenosintrifosfatasa | oS Y 216 16 73.40 |5.2 | 1210 -
BiP1 defensa oe . .
Subfamilia 2 de Proteinas -
NODLM6 proteina quinasa Modificacione | 10,0 3 4151 |6 58
SNRK2.10 ;
relacionada con SNF1 |s
Proteina no especifica —
E_IL}S?’D?S de transferencia de Transporte 26,8 3 11,89 |8,6 |93 $oe x ' I I fo ' .
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NGmero de Categoria 4 PM Score ‘Mizuki’ (Abundancia ‘Golem’ (Abundancia
a . i ; ;
Proteina : Cobertura| . Pl | Sequest relativa) relativa)
acceso funcional Péptidos | [kDa] %T s1+rod TS =
Q43423 o : Proteinas -
RD21A Cisteina proteinasa Degradacion 35,8 8 46,69 |5,8 | 1009 i" | I
Q75NB3 o . Proteinas -
RD21B Cisteina proteinasa Degradacion 26,1 9 50,43 |5,1 612 ]
Transportador '
ﬁgé?éi%EBS? dependiente de ATP Transporte 32 3 14,37 |6,2 [ 52,3
ABCG40
Proteina que contiene
AOA803LP61 |el motivo de 16,11 3"
GRP7 reconocimiento de RNA 139 2 5.7 278 : ' I I
ARN (RRM) i
Q08187 Proteina de unién a
ARN rica en glicina, RNA 82.2 12 16,01 |5,7 | 893 1 4 [
GRP8 . )
putativa .
Factor de o
G5DXKS despolimerizacion de Organizacion 25,4 2 15,78 |5,4 |19
ADF4 celular

actina

Control @Fod W81 WBlFod




2

102 Aproximacion metabolémica y proteémica para el estudio de los mecanismos asociados a la induccién de
resistencia mediante el uso de sustancias inductoras comerciales en clavel (Dianthus caryophyllus L), para el
control del marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
NGmero de Categoria 4 PM Score ‘Mizuki’ (Abundancia ‘Golem’ (Abundancia
u . i ; i
Proteina : Cobertura | . Pl | Sequest relativa) relativa)
acceso funcional Péptidos | [kDa] HT s1+rod TS od
AT3G17390 S-adenosilmetionina (I\j/leetabollsmo 14.4 5 4311 |59 |180
MTO3 sintasa 3 L ' ! ! i
aminoacidos
Q50QRU8 I_:enllalanlna amonio Metabolls_mo 101 5 7781 |63 | 299 J
PAL1 liasa secundario fon 1 .
AOA803KYJ6 . i 2
AT5G66390 1 Peroxidasa Redox 12,6 3 37,27 |8,5|259 I I . I I
AOAOK9RJIK4 | Peroxidasa Redox 10,4 4 37,12 |9,1 | 260 s i I - : 1 . ' I
AOA803KYJ7 Peroxidasa Redox 11,6 3 37,10 |9,5 (262 .
= NN
Proteina que contiene
ATMDAR2 el dominio Pyr Redox | Redox 12,7 6 47,13 |5,9 | 579 .
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Nimero de Categoria 4 PM Score ‘Mizuki’ (Abundancia ‘Golem’ (Abundancia
a ; i X ,
Proteina : Cobertura| . Pl | Sequest relativa) relativa)
acceso funcional Péptidos | [kDa] i”_ s por
H9BQP7 Superoxido dismutasa | Redox 25 5 15,14 |59 |774 ’ l I I
AOALI9TK83 | Proteina de choque . L
HSCT0-1 e Estrés 31,8 21 7134 |52 2383 | ] ' I I
F2YL83 . Organizacion :
ACT7 Actina 7 celular 48,8 6 19,09 |54 |421 ' I - i
G5DWW7 Anhidrasa carbénica | Metabolismo 7 i 7
GAMMACA3 gama energético 1.6 5 29,43 16,5 1546 ' I I
Metabolismo : “
AOA7COANTL Antranilato sintasa de 10.0 2 66.87 |7.1]21.3 g0 for
ASA2 L 5 ¢
aminoéacidos 2o o
AOA2Z1Z6A7 Proteina de union a Desarrollo 195 2 1947 |88 |32

TFL1

fosfatidiletanolamina

Control WFod NEL MBL:fod




104 Aproximacion metabolémica y proteémica para el estudio de los mecanismos asociados a la induccién de
resistencia mediante el uso de sustancias inductoras comerciales en clavel (Dianthus caryophyllus L), para el
control del marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
Nimero de Categoria 4 PM Score ‘Mizuki’ (Abundancia ‘Golem’ (Abundancia
u p i ; i
Proteina . Cobertura | o & Pl | Sequest relativa) relativa)
acceso funcional Péptidos | [kDa] HT T Toriel por
AOA7CIDOQNG6 | 12-oxofitodienoato Metabolismo 100 2 4223 |63 |228
OPR3 reductasa de hormonas
AOAOK9RA29 Proteln_a_que contiene Metabolismo i 70
OPR2 el QOmlnlo de hormonas 28,1 4 44,27 |8,1|203 Sos
Oxidored_FMN : =
AOA7CODYY4 o Metabolismo K
AT1G67280 1 Lactoilglutation liasa secundario 10,0 2 32,47 |5,6 |76 I ' '
Proteina nuclear de
AOAOKIRT796 union a GTP Ran-1 Sefalizacién | 22,1 4 25,22 16,7 |91 |
RAN1 . oo
(proteina G)
AT3GA45640.1 | Proteina quinasa Seftalizacién | 10 3 45,14 |58 |41 H T
MPK3 activada por mitégeno i Foa .
AOAOK9RD46 |L ascc_)rbato Redox 14.8 2 2748 |5.8 |14
APX peroxidasa

Control @Fcd WE1 WB1:od
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Nimero de Categoria 4 PM Score ‘Mizuki’ (Abundancia ‘Golem’ (Abundancia
a . i ; ;
Proteina ; Cobertura| 5., ..: Pl | Sequest relativa) relativa)
acceso funcional Péptidos | [kDa] %T S s o
024364 2-Cys peroxirredoxina
AT5G06290 BAS1 Redox 15,1 2 28,87 |7,9 |97
AOA7C9D101 Monodehidroascorbato
MDARL reductasa Redox 11,5 2 16,05 |5,7 |20 I i
AOA7C8Z698 5 Biosintesis de
GSTF12 Glutation transferasa proteinas 13,3 4 47,96 |6,0
AOAB03MXD5 . EN
GERM2 Germina Defensa 10,2 2 31,46 |10 |112 ;3 i I ' I

Control MFod MB1 WEI+Fod




« Proteinas relacionadas con la homedstasis redox de la planta

Las proteinas relacionadas con la homedstasis redox se acumularon principalmente en los
tratamientos con aplicacion del agente inductor, destacando a las enzimas de la familia de
las peroxidasas (POD). Se ha reportado que las POD son esenciales para la activacion de
especies reactivas de oxigeno durante la inmunidad desencadenada por PAMP (PTI), y
ademas se conoce que su acumulacion es de las primeras respuestas de defensa de la
planta ante el reto con un patbégeno, ya que tiene un papel preponderante en el
reforzamiento de la pared celular y la tolerancia al estrés oxidativo que la interaccion
genera (Abdul Hasseb et al., 2022). A partir de los resultados encontrados, se encontr6é que
la inoculacion con Fod aument6 la expresion de una peroxidasa en el cultivar susceptible
‘Mizuki’ (SM), mientras que en el cultivar resistente ‘Golem’ (RG) no hubo diferencias
significativas. En contraste, la aplicacién de tiamina aumentd la expresion de 3 peroxidasas
en SM y una en RG, que también se vieron aumentadas en el tratamiento con inductor y
posteriormente inoculado. Este hallazgo permite sugerir que las enzimas de la familia de
las peroxidasas podrian ser importantes en el mecanismo de induccién de resistencia por
la aplicacion de tiamina en el clavel, y particularmente en el cultivar susceptible, teniendo
en cuenta que se ha reportado que la peroxidasa clase Il ha sido relacionada con la
resistencia a Fod a nivel bioguimico y molecular en una variedad resistente de clavel
(Ardila, et al., 2014)

Ademas, las otras proteinas relacionadas con la actividad de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la homeostasis redox de la célula, fueron relevantes en la induccién de
resistencia por la aplicacién de tiamina, teniendo en cuenta que en SM por la inoculacién
con Fod aumentaron dos proteinas de esta categoria mientras que en B1 fueron 4
proteinas y en B1+ Fod 5 proteinas. Igual caso se observa en RG, donde por la inoculacién
con Fod aumentdé 1 proteina mientras que en B1 fueron 5 y en el tratamiento B1 + Fod
fueron 7 proteinas. Es interesante que de estas proteinas en RG la mayoria estan
implicadas en el ciclo ascorbato-glutation (dos ascorbato peroxidasas y una
monodehidroascorbato reductasa), del cual se ha evidenciado desempefia un papel
fundamental en la estrategia de respuesta de las células vegetales a la infeccién con
patégenos en relacion con la actividad antioxidante, y los procesos de sefalizacion redox y
la regulacion de la expresion génica de defensa (Kuzniak, 2010). Mientras que en M-S se
identificaron 3 enzimas de la familia de las peroxidasas y una enzima superdxido

dismutasa (SOD). Se ha reportado que el aumento de la actividad de SOD esta
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correlacionado con la resistencia en plantas de cebada al patégeno hemibiotréfico
Pyrenophora teres (Lightfoot et al., 2017), lo cual puede ser un indicio de una posible

induccion de resistencia por aplicacion de tiamina en el clavel.
% Proteinas relacionadas con la patogénesis

Las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) son componentes del sistema de
inmunidad innato en las plantas, que se expresan y acumulan en procesos de induccion de
resistencia local y de resistencia sistémica adquirida (Podr et al., 2019). Las PR desempefian
un papel importante en la defensa de las plantas contra los patégenos. Se subdividen en
diferentes familias, de las cuales en este estudio se encontraron las peroxidasas clase Il (PR-
9), que ya se discutieron previamente, y la proteina de transporte de lipidos (LTP3) (PR-14).
LTP3 esta asociada a tolerancia a diferentes tipos de estrés tanto abiéticos como bidticos, de
acuerdo con estudios transcripcionales y de sobreexpresion en mutantes a través de la
activacion de procesos de resistencia sistémica adquirida (siendo regulador de la
expresion de acido salicilico, y actuando como transportador de sefiales de larga
distancia de SAR, mediado por MPK3) y como inhibidora del crecimiento de hongos y
bacterias (Finkina et al., 2017; Gao, Ma, Ji, Pan, & Zhou, 2022). Las LTP se encuentran
generalmente asociadas a la pared celular y podrian también relacionarse con el
transporte de los mondmeros necesarios para la formacién de ceras y cuticulas que
servirdn como barrera contra los patdgenos, manteniendo la integridad de la célula (Gao,
Ma, Ji, Pan, & Zhou, 2022; Jia et al., 2020). De acuerdo con los resultados, aungue la
proteina esta presente en los dos cultivares en los tratamientos inoculados, hay un aumento
significativo en la acumulacién de estas por efecto de la aplicacion de la tiamina en mayor

cantidad en el cultivar SM.
+» Proteinas relacionadas con procesos de sefalizacion

Las proteinas relacionadas con los procesos de sefializacion como MAPKinasa 3 (MPK3)
y 14-3-3 se acumularon en respuesta a la aplicacion de tiamina en SMC y RGC. La via
sefializaciéon que involucra esta MAPK tiene un papel importante en la respuesta de PTI
de la planta a través de varias formas; induce genes relacionados con la inmunidad de
las plantas aguas abajo, regula la sintesis de fitoalexinas de las plantas, interviene en el
engrosamiento de la pared celular, activa la hipersensibilidad de las plantas, promueve el

cierre de estomas y participa en la sintesis de hormonas relacionadas con la resistencia a
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enfermedades de las plantas (Lin Li et al., 2022; Pastor-Fernandez et al., 2022; Xie et al.,
2022). Al igual que la tiamina, otros inductores han evidenciado sefializacion con MAPK,
Se ha reportado que el aumento en la fosforilacion de MAPK es parte de los elementos
de sefalizacién desencadenados por la aplicacién del inductor de resistencia sistemina
después de unirse a su receptor de membrana en las plantas de tomate (Pastor-
Fernandez et al., 2022), por la aplicacién de melatonina en plantas de lirio contra Botrytis
elliptica (Xie et al., 2022).

Por otro lado, en los dos cultivares se presentaron aumentos significativos en proteinas
de sefializacion tipo 14-3-3 (dos en SM y una en RG) que no se detectaron en los
controles. Estas proteinas se han reportado en diferentes eventos fisioldgicos, incluido el
estrés, evento en que se sugiere que se unen a efectores secretados por patégenos,
actuando principalmente como receptor de toxinas producidas por hongos (Castillejo et
al., 2020). Ademas, se ha indicado que tienen un papel importante en la sefalizacion de
las vias de transduccion de hormonas (Camoni et al., 2018), destacando a la hormona
acido salicilico y su papel en la sefalizacién de SAR. Se reporta que plantas de arroz
transgénicas con el gen NPR1 de A. thaliana (atNPR1 — biomarcador de SAR),
aumentan su resistencia al hongo Rhizoctonia solani, y dentro de las respuestas que se
destacan a nivel de proteinas es el aumento en una proteina 14-3-3 (Karmakar et al.,
2019). Mientras que, por doble hibrido de levadura se encontré6 que proteinas 14-3-3
interactdan con el producto del gen RPW8.2 de A. thaliana, un receptor R que media la
resistencia dependiente de &cido salicilico contra hongos patégenos biotréficos de la
familia Golovinomyces, encontrando que una linea de sobreexpresién respectiva muestra
muerte celular similar a HR y resistencia mejorada (Camoni et al., 2018; Lozano-Duran &
Robatzek, 2015). Ademas, también se ha encontrado que efectores de diferentes
patégenos tienen como blanco proteinas de tipo 14-3-3, encontrando que la interaccién
causo6 promocion de la virulencia en A. thaliana, tabaco y tomate, y supresion de ETI en
tomate (Lozano-Duran & Robatzek, 2015), lo cual resalta el importante papel de este tipo

de proteinas en eventos de resistencia a patégenos.

En el andlisis de interaccion de las proteinas moduladas positivamente por la aplicacion
de tiamina en SM (Figura 3-6C), se encuentra que estas proteinas interactian con la

proteina de choque térmico 90 HSP90 (CR88 en la figura), que a su vez interactlda con la
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proteina de choque térmico 70 (BIP2 en la figura), proteinas relacionadas con estrés y

defensa, las cuales se analizan a continuacion.
% Proteinas relacionadas con respuesta a estrés y defensa

La aplicacion de tiamina regul6 al alza las proteinas HSP90, BiP1 y BiP2 en el cultivar
SM. Esta familia de proteinas hacen parte del mecanismo de sefializacion intracelular de
respuesta de proteinas no plegadas (UPR), que tiene como tarea restaurar la funcién y
mantener la homedstasis en el reticulo endoplasmético (RE), en respuesta a diferentes
tipos de estrés que acumulan proteinas desplegadas en el lumen del RE (Manghwar & Li,
2022; Poor et al., 2019). En ese sentido estan implicadas en el plegamiento de proteinas
y sirven como chaperonas moleculares en las células para evitar que la planta sufra

reacciones adversas a causa de los niveles de ROS en la célula.

Se ha reportado que la HSP90 es uno de los multiples componentes genéticos necesarios
para la inmunidad mediada por NLR (proteina con dominio de unién a nucleétidos y
repeticion rica en leucina), el cual es un tipo de receptor PRR en la activacion de la
inmunidad desencadenada por efectores (ETI) (Ngou et al.,, 2022). Por otro lado, las
proteinas BiP1/2 (HSP70), se han reportado también como activadores de la inmunidad
innata en plantas y ademas como promotores en el establecimiento de SAR mediada por
acido salicilico el cual tiene un papel en la induccién de varios genes codificantes de
chaperonas, como BiP2 y BiP3 en A. thaliana (Carvalho et al., 2014; Poo6r et al., 2019).
Estudios en plantas de A. thaliana tratadas con anélogos de &cido salicilico como inductores
de resistencia y con silenciamiento de BiP2, han encontrado una atenuacién en la secrecion
de PR1, un marcador de SAR, teniendo como efecto una reduccion en la resistencia contra
patdgenos bacterianos, mientras que la sobreexpresion de BiP indujo la sefalizacion de
muerte celular mediada por NRP (N-rich protein), activado por la sefializacién del acido
salicilico (Carvalho et al., 2014; Verchot & Pajerowska-Mukhtar, 2021).

Las proteinas de choque térmico se han asociado a la resistencia al hongo Alternaria
alternata en tomate en un cultivar resistente comparada con un cultivar susceptible
(Sadeghi et al., 2022), y en uva contra el oomiceto Plasmopara viticola con la adicion de
un inductor de resistencia (Lemaitre-Guillier et al., 2017). En el clavel se encontr6 que
estas proteinas interactian con los grupos funcionales mayoritarios como biosintesis de

proteinas, metabolismo energético y homeostasis Redox tanto en el tratamiento Bl
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(Figura 3-6C), como en el tratamiento B1 + Fod (Figura 3-6D), lo cual sugiere que estas
proteinas podrian ser importantes en la induccién de resistencia debida a la aplicacion de
tiamina en el cultivar susceptible, y ademas que podria estar mediado por la hormona

acido salicilico teniendo en cuenta los reportes analizados para esta familia de proteinas.
+» Proteinas relacionadas con la regulacion de la transcripcion

En el andlisis realizado se encontrdé que dos proteinas de unién a ARN ricas en glicina
(GRP) se modularon por la aplicacion de tiamina (tratamiento B1). Una proteina
homéloga de GRP7 aumenté por la aplicacion del inductor de manera significativa en
comparacion con los demas tratamientos en el cultivar SM; mientras que GRP8 aumenté
significativamente respecto al control en los tratamientos B1 y B1 + Fod en el cultivar SM
y en el tratamiento B1 + Fod en el cultivar RG. La familia de proteinas GRP, y en
particular GRP7, son proteinas vegetales altamente conservadas involucradas en el
procesamiento del ARN y estan implicadas tanto en respuestas tempranas como tardias
de PTI (Sukarta et al., 2022) y en la resistencia sistémica inducida por acido salicilico (Lin
et al.,, 2020). En lirio se encontré que en plantas silenciadas en GRP1, se redujo la
deposicién de calosa y la acumulacién temprana de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en respuesta al reto con el hongo Botrytis elliptica lo que aumenta la susceptibilidad de la
planta y reduce la activacion de defensa desencadenada por el patrén molecular
asociado a patdgenos (PAMP) (PTI). Por el contrario, plantas de A. thaliana con el gen
GRP1 de lirio tuvieron un efecto contrastante aumentando la deposicion de calosa, y
activando la PTI, demostrando que GRP es importante en la resistencia al hongo (Lin et
al., 2020).

Por otro lado, Wang y colaboradores encontraron por ensayos de doble hibrido de levadura
(Y2H) que tanto GRP7 como GRPS8 interactian con FEROINA (FER), un receptor-like
kinasa (RLK) objetivo potencial para la mejora y proteccion de cultivos debido a sus
funciones en la respuesta a mdltiples tipos de estrés, que a su vez interactia con el factor
de alcalinizacion rapida (RALF1). Esta via de interaccién desencadena cambios rapidos y
globales en los programas de empalme alternativo del RNA modulando el transcriptoma de
la planta en respuesta a diferentes estimulos (Long Wang et al., 2020). El papel de esta
via en la respuesta de la planta es importante en la respuesta a patdégenos, tanto asi que

se ha reportado que Fusarium oxysporum secreta péptidos F-RALF que secuestran la via
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RALF-FERGRP7, lo que facilita potencialmente la infeccion del huésped (Zhang et al.,
2020).

También se reporta que GRP7 estd asociada a la inmunidad desencadenada por
efectores. Sukarta y colaboradores reportan evidencia molecular de que GRP7 de tabaco
es un componente proinmunidad en las respuestas inmunitarias inducidas por los
efectores Gpa2 y Rx1, proteinas de resistencia de tipo NB-LRR (Proteina con Dominio de
Union a Nucleétidos y Repeticion Rica en Leucina). En esta funcion es clave la union de
GRP7 a ARN, ya que una mutacion en el motivo de reconocimiento de ARN (RMN) de la
proteina, compromete la inmunidad por ETI en tabaco (Sukarta et al., 2022). En ese
sentido, el aumento encontrado en GRP por la aplicacion de tiamina podria asociarse a

una mejor respuesta al patdégeno teniendo en cuenta estos estudios previos.
+ Respuesta de defensa en el citoesqueleto vegetal y procesos de transporte

En la categoria de organizacién celular, se encuentra que diferentes proteinas de la familia
de las actinas o relacionadas con esta, se modulan por respuesta de los tratamientos
analizados. Tres actinas que no se detectaron en el tratamiento Fod, se modulan
positivamente por aplicacion de tiamina en el cultivar SM. Una actina en el tratamiento B1, -
actina 1 en el tratamiento B1 + Fod, y actina 1 en los dos tratamientos. Se ha demostrado
gue durante la interaccién con patégenos hay una regulacion de la dinamica de los
filamentos de actina que incluye efectores del patdgeno que tienen como objetivo afectar el
citoesqueleto, el cual se remodela rapidamente al detectar ataques de patdgenos,
coordinando una respuesta compleja que incluye regulacién en la produccion de ROS,
movimiento y reorganizacion de organelos, el transporte de compuestos de defensa y
activacion de vias de sefializacion del acido salicilico (J. Wang et al., 2022). Al respecto se
ha reportado que la accién de BIK1 y BAK1 (componentes de la PTI), requieren de una
mayor densidad de microfilamentos, que son biosintetizados por proteinas de la familia de
las actinas (Lin Li et al., 2022).

Otra proteina relacionada es el factor de depolimerizacion de la actina (ADF4), la cual se
induce por la aplicacién de tiamina en el cultivar susceptible. Esta proteina esta encargada
de la renovacion de microfilamentos de actina y se ha reportado con un rol importante en la
percepcion de patdgenos, la activacion de la defensa a nivel de PTl y ETI, la trascripcion de

genes relacionados con la defensa y la organizacion del citoesqueleto en A. thaliana contra
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la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomate DC3000 (Lin Li et al., 2022; Porter et al., 2012;
J. Wang et al., 2022). Se reporta que la expresion de una proteina de resistencia (RPS5)
decrece en mutantes adf4, asi como la expresion de FRK1 (Flg22-Induced Receptor Kinase
1), gen de respuesta a la inmunidad activada por PAMP (PTI), y la sefalizacion de MAPK
(MAPK3 y MAPKG®6) (proteina quinasa activada por mitdgenos) se reduce significativamente
(Porter et al., 2012; Z. Wang et al., 2020).

En la categoria de proteinas relacionadas con el transporte en la célula, se encontré la
proteina ABCG40, que estd asociada al movimiento de hormonas como el acido
salicilico, el metil jasmonato y el acido abscisico (Ji et al., 2014), y con el transporte de
metabolitos glicosilados (Banasiak et al., 2013; J. Zhao, 2015); y reportada en eventos
de resistencia de A. thaliana a la bacteria Pseudomonas syringae. (J. Zhao, 2015). La
proteina podria tener un papel relevante en la induccién de resistencia en SM, ya que no
se encuentra en el control, pero si es inducida por la aplicacién de tiamina, asi como por

el patégeno.

Varias proteinas ABCG juegan un papel en la respuesta al estrés bidtico, especialmente
de manera no especifica, lo que confiere proteccion contra un amplio grupo de
patdgenos. Dentro de su funcién, se describié que los transportadores de cassette de
unién a ATP (ABC) estan involucrados en el transporte de flavonoides (Banasiak et al.,
2013; Lanxiang Wang et al., 2022). Al respecto, se observé que el silenciamiento del gen
MtABCG10 en Medicago truncatula aument6 la susceptibilidad a la infeccién por el
patdégeno radicular Fusarium oxysporum f. sp. medicaginis. Este hallazgo sugiere que el
transporte de isoflavonoides mediado por la proteina MtABCG10 podria tener un papel
fundamental en la defensa de la planta contra patégenos (Banasiak et al., 2013). En el
mismo estudio se reportd, ademas, que la expresion de MtABCG10 fue aumentada por la
aplicacion de un elicitor fingico y se asocié a procesos de induccion de resistencia

sistémica.

Por otro lado, algunos estudios sugirieron que la glutation S-transferasa (GST) es
importante para el trafico de vesiculas y el transporte de flavonoides mediado por
membrana (Lanxiang Wang et al., 2022). GST cataliza la conjugacion entre diferentes
sustratos con centros electrofilicos y el compuesto nucleofilico glutation en su forma

reducida, siendo esta reaccién necesaria para el reconocimiento de los trasportadores
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celulares (Gullner et al., 2018); no obstante, también se ha sugerido que GST se une
fisicamente a los flavonoides y actien como proteinas transportadoras de estos
metabolitos, facilitando el transporte de estos compuestos desde el citoplasma a la
vacuola. Los flavonoides pueden unirse a GST y luego formar un complejo con la
membrana de la vesicula para moverse hacia los alrededores de la vacuola, lo que
facilita el transporte a esta mediante transportadores o la fusién con la vacuola central. (J.
Zhao, 2015). El papel de GST se ha reportado previamente para la bioestimulacion por
tiamina, encontrando que se aumentd la transcripcion del gen GST en uva demostrando

el potencial de tiamina como elicitor (Boubakri et al., 2012).
« Proteinas del metabolismo especializado o secundario

En el metabolismo especializado, por la aplicacién de tiamina se presentdé en SM un
aumento en los niveles de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), la cual ha sido
ampliamente reportada en eventos de resistencia a patdgenos, incluso en la interaccion
clavel-Fod. PAL hace parte de la ruta biosintética de los flavonoides, familia de
compuestos que se ha reportado como marcador de resistencia en diferentes
interacciones planta patégeno (Ardila et al., 2013; Pérez Mora et al.,, 2021; Santos-
Rodriguez et al., 2021). El aumento en la actividad enzimatica de PAL y la modulacién de
los genes PAL, han sido reportados previamente como uno de los efectos mas comunes
asociados a la aplicacion de tiamina como agente inductor de resistencia en plantas. Por
ejemplo, en garbanzo contra Fusarium oxysporum f. sp. ciceri la actividad de PAL fue
maxima en las plantas expuestas al hongo y tratadas con tratadas con tiamina
microencapsulada (M. Sathiyabama & Indhumathi, 2022). De forma similar, la aplicacién
de tiamina y posterior exposicién al tomate con P. syringae desencadend la expresion del
gen PAL1 (Ahn et al., 2007). El tratamiento con tiamina y la posterior inoculacién con
nematodos, aumentaron la transcripcion del gen OsPALL1 en arroz (Huang et al., 2016). Y
por ultimo, en plantas de soya contra Macrophomina phaseolina se observé también el
aumento de la actividad enzimatica PAL por la induccion con tiamina (Abdel Monaim,
2011).

Estudios también han demostrado la importancia de PAL en eventos de resistencia
sistémica adquirida (SAR), en donde se propone que PAL tiene como una de sus funciones
principales la produccion de precursores de acido salicilico (SA) en proceso de resistencia

a patogenos. En plantas de tabaco transgénico con supresion de PAL no se desarrolla
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SAR, lo cual se relaciona con la reduccion de los niveles de &cido salicilico (SA) tanto en
las hojas inoculadas como en las no inoculadas con el virus del mosaico del tabaco. Un
efecto similar se reporta en plantas de pimiento silenciadas en CaPAL1, que exhibieron
una mayor susceptibilidad a la infeccion por la bacteria Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, se redujo la expresidbn del gen CaPR1 dependiente de SA, también
comprometié la acumulacién de SA, el estallido oxidativo y la muerte celular durante la
infeccion, por lo cual CaPAL1 se propone como un regulador positivo de la inmunidad
innata de la planta (Kim & Hwang, 2014).

Adicionalmente, la aplicacién de tiamina aumenté el contenido de la enzima fosfo-2-dehidro-
3-desoxiheptonato aldolasa (DAHP sintasa). Esta enzima hace parte de la ruta del shikimato
y cataliza el primero de los 7 pasos en la biosintesis de corismato. Este compuesto se
transforma en antranilato por accion de la enzima antranilato sintasa (ASA2) que también se
indujo por la aplicaciéon de tiamina y la inoculacién con Fod. El antranilato se conjuga en el
resto benzoilo formado a partir del cinamato proveniente de la ruta fenilpropanoide (Matern,
1994). Transformaciones posteriores producen la biosintesis de una amplia gama de
compuestos que se han relacionado a resistencia al marchitamiento vascular en variedades
resistentes como la diantramida y la diantalexina, (Baayen & Niemann, 1989; Santos-
Rodriguez et al., 2021). Por lo tanto, la regulacién al alza de la antranilato sintasa puede ser
un mecanismo importante para mejorar la defensa de la planta contra el patégeno a nivel de
metabolitos. El papel de los metabolitos nitrogenados derivados del acido antranilico han
sido de particular interés en este modelo planta patdogeno (Baayen & Niemann, 1989;
Higuera, 2001), lo que permite proponer un posible papel en la induccién de resistencia

mediante la aplicacion foliar de tiamina.

3.4 Conclusiones

La proteccion contra diferentes patdgenos via induccién de los mecanismos de defensa
innatos de la planta aplicando compuestos de bajo costo y seguros ambientalmente como la
tiamina, han sido de interés en investigaciones en fitopatologia recientemente. Sin embargo, es
necesario analizar cada patosistema para evaluar la posible induccién de resistencia y su
mecanismo de accion. En esta etapa del estudio se encontré que la tiamina a nivel fenotipico
disminuye la incidencia y severidad del marchitamiento vascular causado por Fod; mientras

gue, a nivel de proteinas se encuentra que la aplicacién de tiamina promueve cambios en el
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perfil de proteinas comparable con la modulacién debida a la inoculacion con Fod, ademas de
otras proteinas relacionadas con eventos de resistencia e induccion de resistencia, como
proteinas relacionadas con la homedstasis redox, el estrés, la defensa, la sefalizacion, y el
metabolismo secundario, destacando a las proteinas peroxidasa (PR9), SOD, PAL, ADF4,
ABCG-40, LTP3 que corresponde con una PR14, proteinas de choque térmico, proteina 14-3-
3, entre otras. Los resultados sugieren que la tiamina promueve una sensibilizacién mediante
un complejo mecanismo gue incluye diferentes proteinas, que le permite tanto al cultivar
susceptible como al resistente, tener una respuesta mas efectiva a nivel inmune al reto con el
patdbgeno en un evento de resistencia inducida, posiblemente del tipo RSA (Resistencia

Sistémica Adquirida).






4.Efecto de la aplicacion de tiaminay el reto
con el patégeno en el perfil de metabolitos
de dos cultivares de clavel

Resumen

La metabolébmica se ha convertido en una herramienta importante para estudiar los
mecanismos bioguimicos implicados en la accion de inductores de resistencia en plantas.
En la presente etapa de la investigacion, usando herramientas propias de la
metabolémica, se estudi6 el efecto de la aplicacién foliar de la tiamina en los perfiles de
metabolitos fendlicos en extractos de raices de clavel. Para ello se realiz6 un
experimento bajo condiciones de invernadero con dos cultivares, evaluando los
siguientes tratamientos: control, plantas inoculadas con Fod, aplicacion foliar de tiamina,
y aplicacion de tiamina con posterior inoculacion de Fod. A partir de extractos de las
raices, se realiz6 un andlisis cromatogréafico mediante HPLC-DAD-MS, i.e., cromatografia
de alta eficiencia acoplada a un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) y espectrometro
de masas con analizador cuadrupolar simple (Q®), como una tactica de primera linea para
reconocer patrones y seleccionar aquellos metabolitos de tipo fendlico que presentaban
diferencias significativas entre tratamientos. Esta exploracién se complementé con un
segundo andlisis mediante HPLC-MS con analizador dual de tipo cuadrupolar con trampa
de iones orbital (Q-Orbitrap), el cual permitié6 enriquecer la anotacién, a través de las
mediciones de masa exacta, de aquellos metabolitos de interés asociados con la
induccion de resistencia. La aplicacion de tiamina generd un proceso de sensibilizacion
en las plantas incrementando la abundancia de 6 metabolitos en el cultivar susceptible
(‘Mizuki’) y 21 en el resistente (‘Golem’); mientras que la aplicacion del inductor y
posterior inoculacion con Fod, increment6 la abundancia de 18 y 29 metabolitos en los
cultivares susceptible y resistente, respectivamente. Los metabolitos diferenciales se

anotaron a un nivel 3 de identificacion, los cuales involucraron metabolitos pertenecientes
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a la familia de los flavonoides, algunos glicosilados o metilados, y a compuestos
derivados del acido antranilico, los cuales se han reportado previamente con actividad
antioxidante, antifingica y, ademas, se han relacionado con resistencia y respuesta de
defensa a patdégenos en clavel y otros patosistemas. Los resultados obtenidos sugieren
gue el tratamiento con tiamina estimula la acumulacion de compuestos fendlicos que le
permiten a las plantas de clavel aumentar la resistencia frente al patdégeno causante del
marchitamiento vascular. Estos resultados aportan al conocimiento del uso de tiamina
como agente bioestimulante en plantas y a su modo de accion contra patégenos, desde
el punto de vista de los metabolitos fendlicos involucrados.

Abstract

Metabolomics has emerged as a vital tool for exploring the biochemical mechanisms
underlying the action of resistance inducers in plants. In this stage of our research,
metabolomics tools were employed to investigate the effect of foliar application of thiamine on
the LC-MS-based profiles of phenolic metabolites in carnation root extracts. The experiment
was conducted under greenhouse conditions, involving two cultivars, and various treatments
were evaluated: control, Fod-inoculated plants, foliar application of thiamine, and thiamine
application followed by Fod inoculation. Starting from the root extracts, a chromatographic
analysis using HPLC-DAD-MS, i.e., high performance chromatography coupled with a
photodiode array (PDA) detector and a mass spectrometer with a single quadrupole (Q%)
analyzer, was carried out to pattern recognition and identify phenolic-type metabolites
showing significant differences between treatments. Subsequently, a HPLC-MS analysis with
dual quadrupole-orbital ion trap (Q-Orbitrap) analyzer led to enhance the annotation, through
exact mass measurements, of those metabolites associated with the induction of resistance.
Thiamine application induced a sensitization process in the plants, leading to an increase in
the abundance of 6 metabolites in the susceptible cultivar (‘Mizuki’) and 21 metabolites in the
resistant one (‘Golem’). Furthermore, thiamine application followed by Fod inoculation
resulted in an increased abundance of 18 and 29 metabolites in the susceptible and resistant
cultivars, respectively. These metabolites were annotated at level 3, comprising glycosylated
or methylated flavonoids, as well as compounds derived from anthranilic acid. These
metabolites have previously been reported for their antioxidant and antifungal activities, and

they are linked to resistance and defense responses against pathogens in carnation and
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other pathosystems. The results strongly suggest that thiamine treatment stimulates the
accumulation of certain phenolic compounds, empowering carnation plants to enhance their
resistance against the causal pathogen of vascular wilt. These findings significantly contribute
to our understanding of thiamine as a potent bio-stimulant agent in plants and shed light on its
mode of action against pathogens, particularly through the regulation and involvement of

specific phenolic metabolites.

4.1 Introduccidn

Las plantas se defienden contra los patdgenos con una respuesta inmune que presenta
varios niveles; estos incluyen barreras fisicas estructurales y una respuesta inducida por el
reconocimiento del patégeno. Esta respuesta puede prevenir o atenuar la invasién de
posibles atacantes. Sin embargo, algunos patégenos pueden superar estas defensas y
causar dafios a las plantas. Para combatir estas enfermedades, la industria agricola ha
utilizado agroquimicos; pero estos productos quimicos tienen un impacto negativo en el
medio ambiente (Mhlongo et al., 2016; Pastor-Fernandez et al., 2022). Como alternativa a
este método, es actualmente de interés la aplicacibn de sustancias inductoras de
resistencia que estimulan los sistemas de defensa natural de la planta, lo que implica el
manejo de su propio sistema inmunol6gico permitiendo una respuesta de defensa mas

rapida y fuerte, proceso denominado priming (Overbeek et al., 2022).

Los resultados discutidos previamente demostraron que la aplicacion foliar de tiamina
actla como bioestimulante en la planta, lo cual disminuye la incidencia y la severidad del
marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum en cuatro cultivares
susceptibles (Capitulo 2). Ademas, se encontré que se modulan los contenidos de algunas
proteinas en dos cultivares con respuesta contrastante a Fod (Capitulo 3), lo que sugiere la
activacion de este proceso de induccién de resistencia. Estas proteinas moduladas
incluyen, entre otras, a las enzimas PAL y antranilato sintasa, que estan relacionadas con
la produccion de metabolitos de tipo fenilpropanoide y alcaloides, lo cual sugiere la
activacion del metabolismo especializado de la planta, especialmente los de tipo fendlico.
Si bien estos metabolitos no son esenciales para el crecimiento, el desarrollo o la
reproduccion de la planta; son importantes para defenderla y limitar el dafio causado por
patégenos, actuando como moléculas de sefializacion, precursores del fortalecimiento de
la pared celular, y compuestos antimicrobianos (fitoanticipinas y fitoalexinas) (Mhlongo et
al., 2016; Tugizimana et al., 2018).
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La infeccién con patégenos, asi como los compuestos bioestimulantes o inductores de
resistencia, pueden causar cambios en la produccién de metabolitos en las plantas, los
cuales pueden ser detectados y cuantificados mediante técnicas cromatogréaficas. En
este contexto, el uso de herramientas de la metabolémica comparativa, han ganado
bastante interés en el estudio de las interacciones planta patdégeno. Teniendo en cuenta
esto, a nivel metabdlico en eventos de resistencia inducida, se han reportado como
metabolitos implicados en la resistencia a patdgenos compuestos terpenoides,
benzoatos, flavonoides, alcaloides, glucosinolatos, &cidos grasos, fenilpropanoides, entre
otros (Katam et al., 2022; Mhlongo et al., 2016; Overbeek et al., 2022; Shen et al., 2023).
Los mecanismos de induccion de resistencia pueden variar de una especie a otra con

diferentes resultados para diferentes agentes inductores.

Segun la informacion disponible a la fecha en este modelo planta-patdégeno, en los
cultivares de clavel resistentes a Fod se producen diversos compuestos fendlicos
antifngicos que actian como potenciales protectores contra la infeccion del patdgeno.
Se han reportado componentes fendlicos constitutivos en claveles no infectados,
fitoanticipinas, que mostraron actividad en la restriccion del desarrollo de patdégenos
fungicos como un kaempferido triglicosido (Curir et al., 2001), tres derivados del acido
benzoico, un glucésido flavonol peltatésido, y la flavona datiscetina (Curir et al., 2003); y
fitoalexinas derivadas del é&cido antranilico como las diantalexinas y diantramidas
(Baayen & Niemann, 1989). En un estudio reciente, Romero-Rincon y colaboradores
(2021) encontraron un aumento significativo en los niveles de compuestos fendlicos y
flavonoides en el cultivar resistente (‘Golem’) entre las 48 y 96 horas después de la
inoculacion, demostrando que los flavonoides predominantes eran glucdésidos de flavanol,
especificamente agliconas de quercetina y kaempferol, segun el analisis por LC-MS. Por
otro lado, Martinez y colaboradores (2022) evaluaron a nivel de apoplasto de clavel los
niveles de compuestos relacionados con la resistencia a Fod en un cultivar resistente,
identificando compuestos diferenciales cuyas estructuras béasicas incluyen flavonoides
del tipo (iso)pratol, kaempférido, kaempferol, quercetina y miricetina. Finalmente, Santos-
Rodriguez y colaboradores (2021), estudiaron la respuesta inducida en clavel usando un
elicitor de origen bidtico proveniente de micelio de Fod, encontrando que un cultivar

susceptible redujo significativamente el progreso del marchitamiento vascular y
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aumentando los niveles de compuestos fendlicos como acidos benzoicos conjugados,

flavonoles glicosilados y derivados de antranilato.

Considerando estos antecedentes, en esta etapa del proyecto, se realizd un analisis con
aproximacion basada en metabolomica dirigida, para determinar posibles metabolitos de
tipo fendlicos implicados en la posible induccion de resistencia por la aplicacién de
tiamina contra el marchitamiento vascular causado por Fod en clavel. El andlisis
metabolémico en plantas inoculadas y/o elicitadas, puede proporcionar informacién
importante sobre la respuesta del clavel a Fod, y el efecto de la aplicacion exdgena de
tiamina. Como se presentara a continuacion, esta aproximacién experimental permitié
estudiar los mecanismos asociados a la posible induccién de resistencia a Fod por

aplicacion de tiamina y el papel que en ellos presentan los compuestos fendlicos.

4.2 Materiales y métodos

En la presente etapa de investigacion, se analizaron las diferencias cualitativas y semi-
cuantitativas que se presentan a nivel de metabolitos fendlicos en dos cultivares de clavel
(‘Mizuki’ y ‘Golem’) con diferencias contrastantes en la respuesta al marchitamiento
vascular, por efecto de la interaccién con Fod, la aplicacién de tiamina y el efecto
combinado. La determinacion de estas diferencias metabdlicas se realiz6 inicialmente por
medio de cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a detectores DAD y de
espectrometria de masas con analizador cuadrupolar simple (Q®%) (HPLC-DAD-MS) . El
procedimiento general para la obtencion e interpretacion de los resultados se describe a
continuacion:
e Obtencion del material biolégico mediante un ensayo in vivo.
e Extraccion de los metabolitos de las muestras bioldgicas.
e Analisis instrumental usando HPLC-DAD-MS con analizador Q% y HPLC-MS con
analizador dual cuadrupolo-trampa de iones orbital (Q-Orbitrap).
o Procesamiento de los datos crudos para eliminar ruido y artefactos.
¢ Analisis estadistico de los datos procesados para el reconocimiento de patrones y
la seleccion de metabolitos que difieren significativamente entre grupos de
muestras.
¢ Asignacion de identidades a los metabolitos detectados (proceso de anotacion

utiizando bases de datos) e interpretacion biolégica para entender cémo los
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cambios en los metabolitos estan relacionados con los procesos bioldgicos de

interés.

4.2.1 Material vegetal y microorganismo

La preparacién del in6culo del microorganismo, el alistamiento del material vegetal, el
tratamiento con el inductor, la inoculacion con Fod y la obtencion de muestras, se

siguieron las condiciones reportadas previamente (capitulo 2).

4.2.2 Obtencion de la muestra y extraccion de metabolitos

Para realizar el analisis metabolémico, de cada réplica y tratamiento, se cosecharon 6
plantas que se procesaron de manera conjunta constituyendo una réplica biolégica, a los

tiempos 0y 12, 24, 48 y 96 horas postinoculacion.

Los esquejes de cada réplica fueron lavados con agua para eliminar el exceso de
sustrato. Se eliminaron las hojas y el tallo; las raices fueron almacenadas a -70 °C, para
luego liofilizar durante 48 horas. El tejido liofilizado, fue macerado en presencia de
nitrégeno liquido y posteriormente almacenado en microtubos (Eppendorff ®) que se

conservaron a -20 °C, hasta el momento de su analisis.
«» Extraccion y cuantificacién de compuestos fenélicos y flavonoides

La extraccion de compuestos fendlicos y flavonoides se realizé con base en lo descrito
previamente en el grupo de investigacion (Pérez Mora et al., 2021). Para cada
tratamiento, se pesaron 20 mg (peso seco) de raices de clavel previamente liofilizadas y
trituradas con nitrégeno liquido, y se adicion6 1 mL de metanol. Se realizé una extracciéon
asistida por ultrasonido (42 Hz y 100 W) durante 15 minutos. Se centrifugd a 12000 g,
durante 15 min y 4°C, y el sobrenadante se almacend en oscuridad a -70 °C para su

posterior andlisis.

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales se realiz6 por el método de Folin-
Ciocalteu y el contenido total de compuestos flavonoides por el método del tricloruro de
aluminio de acuerdo con lo descrito previamente en el capitulo 2 (Martinez-Gonzalez et
al., 2022; Pérez Mora et al., 2021). Para el andlisis por cromatografia, el disolvente

residual de los extractos se evaporé con un concentrador de vacio — SpeedVac™. El
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extracto seco obtenido se resuspendi®6 en 200 uL de una mezcla
acetonitrilo/metanol/agua (1:1:12 viviv) y se filtré6 a través de una membrana PTFE
(politetrafluoroetileno) de 0,2 um y se colectdé en un vial color &mbar. Cada tratamiento
incluyo tres repeticiones biologicas.

4.2.3 Analisis de metabolitos

Cada extracto fue analizado por medio de un cromatédgrafo liquido de ultra-alta eficiencia
de fase reversa acoplado a un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) y a un
espectrémetro de masas con ionizacién por electrospray y analizador cuadrupolar simple
(RP-HPLC-PDA-ESI-MS), usando un equipo Shimadzu Prominence LCMS2020 del
laboratorio de Quimica Bioorganica de la Universidad Militar Nueva Granada (Cajica,
Cundinamarca). Para la separacién de los componentes del extracto de metabolitos se
empled una columna Phenomenex Luna C-18 (4,6 x 150 mm, 5 uym particula). Se usaron
dos fases mdviles de acuerdo con lo reportado previamente (Fase A: acido férmico 1%
en agua; Fase B: acido férmico 1% en acetonitrilo) (Romero-Rincén et al., 2021; Santos-
rodriguez et al., 2021). El flujo fue de 0,7 mL/min y la temperatura de la columna fue 35
°C. Para el analisis cromatografico se establecié un gradiente de elucion de la siguiente
manera: 0% de la fase B en los primeros 2 minutos; segundo, un aumento en la
proporcion de B del 0 al 60% hasta el minuto 25; tercero, 60% de B hasta el minuto 27;
cuarto, un aumento en la proporcion de B del 60 al 100% hasta el minuto 33; Quinto,
100% de la fase B hasta el minuto 37; sexto, una disminucién de B del 100 % al 0%
hasta el minuto 41, y finalmente 0% de la fase B hasta el minuto 44. La deteccion de los
metabolitos se hizo en el espectrébmetro de masas a un voltaje de 0,3 kV,
simultdineamente en modo negativo y positivo, en un rango de 150-1200 relacién
masal/carga (m/z). Asi mismo, con el fin de enriquecer la anotacion de los metabolitos
diferenciales a través de medidas de masa exacta (monoisotdpica), el analisis espectral
se extendid al registro de perfiles metabdlicos mediante un cromatografo Vanquish
UHPLC (Thermo Scientific™) con un analizador de masas dual de alta resolucion
(HRMS) Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ (Thermo Scientific™), a un voltaje
de 0,3 kV en modo positivo, en un rango de 150-1200 m/z, utilizando las misma columna

y condiciones de elucidon mencionadas.
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4.2.4 Procesamiento de datos y andlisis estadistico

El andlisis estadistico utilizado para examinar el comportamiento de los perfiles
metabdlicos dependiendo de los tratamientos en comparacion con el grupo control fue de
tipo multivariado, empleando una regresion de minimos cuadrados parciales con analisis
discriminante (PLS-DA). Para ello, en primera instancia, se registraron perfiles en modo
de deteccién dual por HPLC-PDA-MS, dado que la deteccion por absorcion ultravioleta
(UV) permitié filtrar y garantizar sefiales que absorben a 270 nm, lo cual corresponde a
una absorcion tipica de compuestos fendlicos (Santos-Rodriguez et al., 2021) y, una vez
filtrados, se exportaron las areas bajo la curva (abundancia) de cada sefal m/z que
guedo registrada en cada uno de los cromatogramas de iones totales (TIC), los cuales se
tomaron como rasgos espectrales (i.e., features) para asociarse a la detecciéon de un
metabolito. Tales valores de abundancia, ligados a sus respectivos pares tiempo de
retencion(tr)-m/z, se obtuvieron mediante el procesamiento de todos los TIC crudos
utilizando el software MzMine 2.53, que incluy6 los pasos de normalizacién, deteccion de
sefiales, deconvolucion, deisotopizacion, filtrado, alineacion y gap-filling (Pluskal et al.,
2010). A partir de ese procesamiento, se construyé una matriz de datos en la que las
observaciones correspondian a las diferentes muestras y las variables a las areas de los
metabolitos detectados. De esta manera, se generd un archivo en formato .csv con los
resultados del procesamiento de las areas de cada metabolito, la cual se termin6 de
depurar manualmente eliminando ruido y sefiales repetidas. La matriz de metabolitos se
cargo en la plataforma de MetaboAnalyst 5.0, una herramienta en linea para andlisis de

datos metaboldmicos (http://www.metaboanalyst.ca). Antes de llevar a cabo el analisis

estadistico, se realiz6 un pre-procesamiento de los datos que incluyé la normalizacion de
las sefiales en las muestras respecto a la suma total para compensar las diferencias
entre muestras, y el autoescalado de los datos para lograr que las caracteristicas
individuales sean mas comparables y para reducir la influencia de metabolitos con alta
varianza. Este pre-procesamiento es esencial para garantizar la precision y confiabilidad

del andlisis estadistico posterior (Romero-Rincon 2020).

Las sefales que fueron clasificadas con mayor influencia en la discriminacion, segun los
diagramas de carga (loadings plots) luego del analisis PLS-DA, y las sefiales que
presentaron diferencias significativas en la comparacion de cada tratamiento contra el

control a partir de la herramienta grafica de analisis volcano plot (-logio(p-valor) vs.
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log-FoldChange), fueron anotadas de acuerdo con los valores de m/z obtenidos de los
respectivos espectros de masas de alta resolucion como mediciones de masa

monoisotopica.

4.2.5 Anotacién de metabolitos

La anotacion de las sefiales se realizd a nivel 3 de acuerdo con los pardmetros para
comunicar la identidad de metabolitos analizados por HRMS de la Metabolomics
Standard Initiative (MSI) (Schymanski et al., 2014). El proceso de anotacion de sefiales
se inicié con la determinacién de la formula molecular a partir de la masa exacta
asociada al valor m/z del ibn quasi-molecular en modo positivo ([M+H]"), obtenidos de los
espectros de masas de alta resolucion, utilizando la herramienta ChemCalc
(https:/lwww.chemcalc.org/). La estimacion de los errores mas bajos (en ppm), soportado
de filtrado filogenético y comportamiento cromatografico, y posteriormente, bajo
comparacion con el diccionario de productos naturales (http://dnp.chemnetbase.com), las

bases de datos online KNApSAcK (http://www.knapsackfamily.com), chEBI

(https://www.ebi.ac.uk/chebi/) y PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), permitio la
correspondiente anotacion de cada metabolito.

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Efecto en el contenido total de fenoles y flavonoides de la
raiz del clavel
Los datos presentados en las figuras 4-1 y 4-2 muestran el contenido total de compuestos
fendlicos y flavonoides, respectivamente, en dos cultivares de clavel, Resistente-‘Golem’
(RG) (Figuras 4-1A y 4-2A) y Susceptible-‘Mizuki’ (SM) (Figura 4-1B y 4-2B), que difieren
en su resistencia al patégeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. El tiempo de muestreo
cero horas postinoculacion (que corresponde a 120 horas postelicitacion), muestra que la
aplicacion de tiamina causa un aumento, tanto en el contenido de compuestos fendlicos,
como en el contenido de flavonoides previo a la inoculacion, tanto en RG como en SM,
encontrando los niveles mas altos para la variedad resistente, lo cual puede estar
relacionado con la respuesta contrastante a Fod, teniendo en cuenta los reportes previos

qgue indican que los niveles de flavonoides estdn relacionados con la respuesta a
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patégenos (Ardila 2013; Boubakri et al., 2012; Romero-Rincén et al., 2021; Santos-
Rodriguez et al., 2021).

Después de la inoculacion, se observé una disminucion en los niveles de ambos
compuestos en RG debido a la infeccion por Fod, en comparacion con el control. Sin
embargo, la aplicacion de tiamina dependiendo del tiempo postinoculacién, mantuvo los
niveles de flavonoides en el tratamiento B1 + Fod en ambos cultivares en comparacion
con el control. Esto sugiere que el inductor de resistencia tiene un efecto regulador
positivo sobre los niveles de estos compuestos, lo cual podria estar relacionado con la

respuesta fenotipica observada en las plantas.

En vista de estos resultados, se llevé a cabo un andlisis de metabolémica comparativa
(perfilado metabdlico) con el fin de estudiar aquellos compuestos fendlicos, que podrian

estar implicados en el fendmeno de induccion de resistencia por la aplicacién de tiamina.

Figura 4-1: Contenido total de compuestos fendlicos en cultivares de clavel con niveles de
resistencia contrastantes al marchitamiento vascular causado por Fod (Susceptible-’Mizuki’ y
Resistente-’Golem’).

B1: aplicacion de tiamina; Fod: inoculacién con Fod; B1+ Fod: aplicacion de tiamina y posterior
inoculacién con Fod. Los resultados se presentan como el promedio + desviacién estandar para un
n=3. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Figura 4-2: Contenido total de flavonoides en cultivares de clavel con niveles de resistencia
contrastantes al marchitamiento vascular causado por Fod (Susceptible-’Mizuki’ y Resistente-
‘Golem’).

B1: aplicacion de tiamina; Fod: inoculacién con Fod; B1+ Fod: aplicacién de tiamina y posterior
inoculacién con Fod. Los resultados se presentan como el promedio + desviacion estandar para un
n=3. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05).
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4.3.2 Efecto en los perfiles de metabolitos fendlicos de la raiz de
clavel
Con el fin de explorar los cambios mediante perfilado metabdlico, se obtuvieron los perfiles
cromatograficos de los metabolitos fendlicos presentes en estos extractos de raices de clavel
en los diferentes tratamientos aplicados a los cultivares SM (Figura 4-3A) y RG (Figura 4-3B).
Para ello se usaron las condiciones de analisis previamente aplicadas por nuestro equipo de
trabajo y que permiten hacer un seguimiento de compuestos fendlicos mediante el
seguimiento de los perfiles bajo absorcién al ultravioleta (270nm) y tiempos de retencion de
compuestos previamente reportados; esas condiciones han permitido realizar diversas
publicaciones en revistas especializadas (Martinez-Gonzalez et al., 2022; Romero-Rincén et
al.,, 2021; Santos-Rodriguez et al., 2021). Los cromatogramas de los diversos extractos
mostraron diferencias entre tratamientos comparando contra el control, lo cual es indicativo
de que la inoculacién, la aplicacion de tiamina, y la combinacion de los tratamientos
anteriores, causaron una alteracién del metabolismo especializado, dando como resultado
cambios metabdlicos que se pueden analizar estadisticamente con el fin de estudiar el

fenémeno bioldgico objeto de estudio.

Figura 4-3: Perfiles cromatograficos de iones totales (TIC) de los extractos metandlicos de
raices de clavel: A: cultivar susceptible — ‘Mizuki’ (SM) 48 hpi; B: cultivar resistente — ‘Golem’
(RG)96 hpi.

B1: aplicacién de tiamina; Fod: inoculaciéon con Fod; B1+ Fod: aplicacion de tiamina y posterior
inoculacion con Fod. La distancia observada entre muestras en el espacio de las componentes
refleja similitud entre los perfiles de abundancia de metabolitos. En las figuras solo se presenta
una réplica de los tratamientos.
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A partir de los perfiles de metabolitos detectados se realiz6 un analisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA), que evidencié una clara separacion de los
grupos en el grafico de dispersion en funcion de los tratamientos aplicados en el cultivar
susceptible - ‘Mizuki’ (Figura 4-4A) y el cultivar resistente - ‘Golem’ (Figura 4-4B). Esto
corrobora que existe una diferencia en el perfil de metabolitos para cada tratamiento en
comparacion con el control que podria estar relacionada con la respuesta fenotipica
observada. La identificacion de estos metabolitos diferenciales podria proporcionar
informacion valiosa sobre los mecanismos de respuesta asociados con el efecto que

tiene cada tratamiento en el clavel.

Figura 4-4: Analisis discriminante de los metabolitos de naturaleza fendlica detectados por
medio de cromatografia liquida de alta resolucién que evalu6é el efecto de los diferentes
tratamientos: A: cultivar susceptible — ‘Mizuki’ (SM); B: cultivar resistente — ‘Golem’ (RG).

B1: aplicacion de tiamina; Fod: inoculacion con Fod; B1+ Fod: aplicacion de tiamina y posterior
inoculacion con Fod. La distancia observada entre muestras en el espacio de las componentes
refleja similitud entre los perfiles de abundancia de metabolitos.
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Esta diferencia en los perfiles es debida a los metabolitos que se encuentran regulados
por efecto del tratamiento particular. Aquellos metabolitos con diferencias estadisticas se
seleccionaron a partir de un andlisis univariado empleando una visualizacion intuitiva a
través de un gréfico volcan (volcano plot) en el cual se comparé cada tratamiento contra
el control. Para su construccion, se realizd primero un analisis estadistico de t-student (p
< 0.1); segundo, se calcul6 la tasa de cambio (fold change (FC)) para las abundancias
relativas de cada metabolito; y finalmente, se relacionaron en un grafico con log-FC en el
eje X, Yy -logio(p-valor) en el eje y. La linea de corte para sefialar los valores significativos
fue de un p-valor de 0,1 y un log,FC de 1 (que corresponde a un FC de 2, para los
metabolitos que aumentaron), o -1 (que corresponde a un FC de 0,5 para los metabolitos
gue disminuyeron). Las variables que estan por encima de la linea de corte son las que

tienen una significancia estadistica y biolégica en la comparacién entre los grupos.

De acuerdo con esto, se encontrd que los tiempos a los cuales los perfiles de metabolitos
presentan mayores diferencias en los tratamientos comparados con el control son 48 y
96 horas (tablas 4-1 y 4-2). Particularmente, el cultivar susceptible — ‘Mizuki’ presenta la
mayor cantidad de cambios a las 48 horas y el cultivar resistente — ‘Golem’ a las 96
horas. Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente para el modelo clavel-
Fod, en el que la bioestimulacion con un elicitor de origen bidtico acumul6
mayoritariamente metabolitos en los mismos tiempos encontrados en este trabajo para
los mismos cultivares (Romero Rincén, 2020). Teniendo en cuenta esto, los andlisis

posteriores se presentaran a estos tiempos de acumulacion mayoritaria de metabolitos.
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Tabla 4-1: Metabolitos regulados en los diferentes tratamientos a dos tiempos de analisis en
el cultivar susceptible — ‘Mizuki’ (SM).

(Fod: tratamientos con aplicacion del inéculo de F. oxysporum; B1: tratamientos con aplicacion de
tiamina; B1 + Fod: tratamientos con aplicacion de tiamina y posteriormente inoculado con F.
oxysporum); 1 = numero de metabolitos que aumentaron su abundancia en la comparacién; | =
ndmero de metabolitos que disminuyeron su abundancia en la comparacion.

Fod/Control B1/Control B1 + Fod/Control
Tiempo 1 ! T l 1 !
48 horas 12 8 6 7 18 9
96 horas 8 9 5 7 10 12
Tabla 4-2: Metabolitos regulados en los diferentes tratamientos a dos tiempos de andlisis en

el cultivar Resistente — ‘Golem’ (RG).

(Fod: tratamientos con aplicacion del inéculo de F. oxysporum; B1: tratamientos con aplicacion de
tiamina; B1 + Fod: tratamientos con aplicacién de tiamina y posteriormente inoculado con F.
oxysporum); 1 = numero de metabolitos que aumentaron su abundancia en la comparacion; | =
numero de metabolitos que disminuyeron su abundancia en la comparacion.

Fod/Control B1/Control B1 + Fod/Control
Tiempo 1 ! 7 ! 1 !
48 horas 19 6 6 1 26 20
96 horas 16 10 21 8 29 33

El estudio comparativo de las abundancias relativas de metabolitos regulados de manera
significativa por la inoculacion con Fod y/o la aplicacion de tiamina sugiere que se
estimulan diversos procesos biolégicos cuando las raices de clavel se exponen a cada
tratamiento, y que el tipo de respuesta puede variar cualitativa y cuantitativamente entre
los cultivares. Para verificar las masas de los compuestos y asi enriquecer la anotacion
de los metabolitos, se realizd la cromatografia liquida acoplada a un espectrémetro de

masas de alta resolucion al tiempo 48h para SM y 96 horas para RM.

Una de las limitaciones de la metabolomica vegetal esta en la disponibilidad limitada de
bases de datos y bibliotecas, con solo alrededor de 50000 metabolitos registrados de
20741 especies en la base de datos de metabolitos de plantas mas extensa, KNApSAcK
(aproximadamente un 5% de los metabolitos estimados en plantas). Ademas, las
bibliotecas publicas de espectros de masas permiten la identificacion de miles de
metabolitos, que no estan especificamente dirigidas a metabolitos de plantas (Katam et
al., 2022). Sin embargo, al inspeccionar detalladamente los espectros de masas de los

metabolitos que aumentaron significativamente debido a los tratamientos, fue posible
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anotar algunos metabolitos con un nivel de identificacién tres (candidatos tentativos),
segun lo propuesto por la Metabolomics Standards Initiative (MSI) (Schymanski et al.,
2014). Los resultados se presentan en las tablas 4-3, 4-4, 4-5y 4.6. Los is6meros (regio
y estereoisémeros) correctos quedaron sujetos a confirmacién posterior utilizando otra
técnica o mediante co-andlisis con patrones estandarizados, siguiendo lo sugerido por la
MSI. Es interesante comentar que algunos de los compuestos aca presentados, habian
sido reportados previamente en nuestro grupo de investigacion, bajo estas condiciones
de analisis; esto confirma la reproducibilidad de estos analisis en esta especie vegetal.
Tabla 4-3: Anotacion de metabolitos que se regulan positivamente respecto al control por
efecto de los tratamientos en el cultivar susceptible — ‘Mizuki’ (SM)a las 48 horas.

(Fod: tratamiento con aplicacion del in6culo de F. oxysporum; Bl: tratamiento con aplicacién de
tiamina; B1 + Fod: tratamiento con aplicacion de tiamina y posteriormente inoculado con F.
oxysporum).

*Nivel de identificacion 3 correspondiente al candidato tentativo (los isémeros (regio y
estereoisdmeros) correctos quedaron sujetos a confirmacién posterior).

[M+H]
Masa isotdpica
RT Error (ppm) Anotacién* Férmula Blikoc
331.0797 di-O-metilquercetina ’ ) .
s1 | 204 330.0738 guer Cl/HwO7 | =
(flavonol metilado)
-9.30
B21211 | i siiO- :
S2 20,8 820,2062 . e C37H40021
acetilgalactopiranésido
-3,20 L
(flavonol glicosilado) ; q-
== E
274,0702 . - . . o
s3 | 209 273,0637 hidroxidiantramida S CiHuNOs | ™ =
492 (derivado del antranilato)
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[M+H]*
Masa isotépica
RT Error (ppm) Anotacién* Foérmula
258,0742 o . .
s4 | 195 | 2570688 | haroxdaramidaB C14H11NO4
-9.43 (derivado del antranilato)
318,0992 . _ -
s5 | 263 | 3170800 | meloxdanvamidald CisH1sNOs . F
421 (derivado del antranilato)
317.0633 isorhamnetina
S6 25,6 316,0583 (flavonol metilado) C16H1207 1 L
-8,92 .
== '
. F
329.0909 avenantramide B '
S7 19.4 322'8221 (derivado del antranilato) Ca7H14NOs :ﬁ
347,0754 tetrahidroxi —
S8 3.6 346,0689 dimetioxiflavona C17H1408 2ol
-3,72 (flavona) .
536,1136 kaempferol “l
S9 18,4 535,1088 malonilglucdsido C24H23014 201
-5,61 (flavonol glicosilado) F
" éa ’ #
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[M+H]*
Masa isotdpica
RT Error (ppm) Anotacién* Férmula
isorhamnetina
566,1202 . o
S10 | 19,9 565,1194 malonilglucosido) CasH25015 ” *
231 (flavor_wol metllado y
! glicosilado)
291.0634
S11 4,1 290.0579 Pongaroteno Ci8H1004 .
-8.02 :{ h _
256.0589 . - .
hidroxidiantalexina S
S12 23,7 255.0532 derivado del antranilato C14H9NO4
-8,13 .
0n] =mm . :
274,0702 . . 5
s13 | 221 273,0637 diantramida R CuHuNOs | .
490 (derivado del antranilato)
503 1529 di-O-metilkaempferol O- i #
’ acetilramndsido
S14 20,9 50_24,:;42175 (flavonol metilado y Cas5H26011
! glicosilado) .
Tabla 4-4: Anotacion de metabolitos que se regulan positivamente respecto al control por

efecto de los tratamientos en el cultivar resistente — ‘Golem’ a las 96 horas.
(Fod: tratamiento con aplicacion del indculo de F. oxysporum; B1: tratamiento con aplicacion de
tiamina; B1 + Fod: tratamiento con aplicacion de tiamina y posteriormente inoculado con F.

oxysporum).

*Nivel de identificacion 3 correspondiente al candidato tentativo (los isémeros (regio y

estereoisGmeros) correctos quedaron sujetos a confirmacién posterior).
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[M+H]+
RT Masa isotépica Anotacion* Férmula
Error (ppm)
274,0702 . - .
' hidroxidiantramida S ol
RL | 209 27_:1’%6237 (derivado del antranilato) CaaH1:NOs F ﬁ
==
566.1202 isorhamnetina
R2 | 19,9 565,1194 ﬂma'on':g'uc?’ls'do CosHzsO15 |
231 ( avonol meti adoy
' glicosilado) o
e d — .
597 1514 quercetina o |
R3 | 27,4 | 5961377 arabinopiranosi: CasH26016
978 g ucoplrgnos[do] 0s
! (flavonol glicosilado) * LD
0.3 .
288,0852 - . | .
R4 | 201 287,0794 m?tox'd'ar:“am'd"’?ls C1sH13NOs
6,93 (derivado del antranilato)
536,1136 kaempferol ..
R5 18,4 535,1088 malonilglucésido C24H23014 e
-5,61 (flavonol glicosilado)
587,1379 trihidroxiflavanona O- : '
R6 7,5 586,1323 galoilglucésido C28H26014 .
-3,71 (flavanona glicosilada) E:E
1 . ,.:
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[M+H]+
RT Masa isotépica Anotacion* Formula Hilfier)
Error (ppm)
447,1294 metilapigenina glucdsido ’ * .
, , avona metilada y 22H22010
R7 22,7 446,1213 (fl ilad C22H220 )
0,62 glicosilada) 2
14
465,1033 .
R | 201 | 464,0055 Isotuerce na CoHzoO12 | 0
8,82 (flavonol)
0.6+ -
240,0643 diantalexina
RO | 22,6 23_(‘;’%5782 (derivado del antranilato) C14HoNOs , —
2 . ¢
256.0589 . . . el |i|
R10 | 237 | 255.0532 jmdroxidiantalexina C14HsNO4 '
813 (derivado del antranilato) N -F
281,0527 kaempferol o
R11 25,5 286,0477 P C15H1006
9,97 (flavonol) o .
Lt
25| e
304,0851 - .
R12 | 229 |  303,0742 jetoxidiarramida K CisHisNOs | i
983 (derivado del antranilato) -
2
1| =ta .
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[M+H]+
RT Masa isotdpica Anotacién* Férmula Bl+Fod
Error (ppm)

R13 | 159 289,0586

290,0640 hidroxidiantramida R

-8.49 (derivado del antranilato) ‘

C14H11NOs

L, =

153 (flavonol glicosilado) .

— -

R15 | 13,5 610,1534

1.0

==
583,1308 miricetina dixilésido 1s
R14 23,5 582,1221 C25H26016
o

611,1638 kaempferol glucésido

(flavonol glicosilado) CarHz0016 "

4,24

4.3.3 Efecto de la inoculacién en el perfil de metabolitos

La capacidad del clavel para resistir a Fod depende de mdltiples genes y, dado que no hay
una relacion isogénica entre los cultivares analizados, es posible que las diferencias
constitutivas en los perfiles de metabolitos entre los cultivares resistentes y susceptibles no
estén directamente relacionadas con la resistencia a la enfermedad. Sin embargo, después
de realizar la inoculacion y comparar con los controles no inoculados en cada cultivar, se
pueden encontrar algunas diferencias en los metabolitos que podrian estar asociadas a las

diferencias fenotipicas en la respuesta contrastante a la interaccion con Fod.

La sola presencia o las variaciones en la concentracion de un compuesto en el cultivar
resistente no garantiza su papel en la resistencia, ya que puede tener relacién con otras
redes bioquimicas y caracteristicas fenotipicas y fisiolégicas que diferencian a los dos
cultivares (Katam et al., 2022). A pesar de esto, la evaluacibn de metabolitos
diferenciales ha sido usada de manera tradicional como una primera aproximacion para
estudiar compuestos con potencial papel en la resistencia en el clavel (Ardila, 2013;

Martinez Gonzélez, 2019; Romero-Rincén et al., 2021).
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En ese contexto, el preprocesamiento de datos de LC-MS y el posterior analisis
estadistico resultd en la identificacion de 12 metabolitos aumentados diferencialmente
por efecto de la inoculacion con Fod, y la anotacién a nivel 3 de 7 de estos metabolitos
en el cultivar susceptible ‘Mizuki’ (SM) (Figura 4-5). Tres flavonoides derivados de la
guercetina (S1, S2 y S6), y cuatro alcaloides fendlicos derivados del acido antranilico
(S3, S4, S5,y S7).

Figura 4-5: Diagrama Volcano plot e identificacién de Metabolitos anotados que se indujeron

por efecto de la inoculacién con Fod en el cultivar susceptible de clavel — ‘Mizuki’ (SM). Plantas
control — rosado; plantas inoculadas — rojo.

2.0+ >

-log10(p)

S6
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0.04

7 S [ ; Y '
log2(FC. | .
- *

Disminuido s1 “ ]

No significativo "
* Acumulado | |

Por otro lado, para el cultivar resistente — ‘Golem’, se identificaron 16 metabolitos que
aumentaron significativamente, de los cuales 8 fueron anotados (Figura 4-6); estos
corresponden dos derivados del &cido antranilico (R1 y R4), una flavona (apigenina)

glicosilada (R7), un flavonol glicosido de la quercetina (R3), dos flavonoles
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(Isorhamnetina, y kaempferol) malonilglicosilados (R2 y R5), el flavonol isoquercetina

(R8), y una flavanona glicosilada (R6).

Figura 4-6: Diagrama Volcano plot e identificacién de Metabolitos anotados que se indujeron
por efecto de la inoculaciéon con Fod en el cultivar resistente de clavel — ‘Golem’ (RG). Plantas
control — rosado; plantas inoculadas — rojo.

“ R7 *

R | RS ﬁ

-log10(p)

3 2 1 0

log2(FC) T
¢ Disminuido -~ R4 4 R3
No significativo
e Acumulado : o

De acuerdo con el andlisis de esta etapa del ensayo, aunque los metabolitos
significativos estadisticamente encontrados en los dos cultivares se han relacionado con
actividad antifingica, como las diantramidas y los compuestos fendlicos (Baayen &
Niemann, 1989), las principales diferencias encontradas entre SM y RG, y que podrian
estar relacionadas con la respuesta contrastante a Fod de cada cultivar, son el aumento
diferencial de derivados del antranilato y diversos flavonoides, sumado a las
modificaciones biosintéticas (glicosilacion, metilacion y malonilglicosilacién) que se

presenta en los compuestos del cultivar RM.
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Al respecto, se ha reportado el papel de diantramidas, flavonas, flavanonas y flavonoles en
la resistencia a patdégenos. Se demostré que lineas transgénicas de sorgo que
sobreexpresan el gen de la enzima flavanona 3-hidroxilasa, aumentan la produccion de
apigenina y de flavonoles, lo que se asoci6 a una mejora en la resistencia contra el
patogeno hemibiotréfico Colletotrichum sublineola (Lanxiang Wang et al., 2020). También,
en plantas de transgénicas de lino que sobre expresan proteinas de la ruta fenilpropanoide,
se encontré6 que aumentan los contenidos de falvanonas, apigenina, quercetina vy
kaempferol, y a su vez presentan una menor incidencia a la infeccion por los patégenos
vasculares Fusarium oxysporum y Fusarium culmorum (Lorenc-Kukula et al., 2007). Para
corroborar estos resultados sera necesario realizar mediciones de este tipo de compuestos
especificamente, para identificarlos y verificar su papel en la defensa contra Fod en plantas

de clavel.

Por otro lado, también se encuentra que la mayoria de los compuestos acumulados por
efecto de Fod en RG se encuentran glicosilados (dos de ellos malonilglicosildos), lo que
resultd ser menor para SM. Las plantas enfrentan un desafio significativo en la produccion y
almacenamiento de moléculas de la ruta fenilpropanoide ya que son necesarias, tanto para
su desarrollo como para su defensa, pero también muchas de ellas pueden ser toxicas. Por
lo tanto, es esencial que las plantas gestionen eficazmente la produccién y almacenamiento
de estas moléculas potencialmente peligrosas en el evento del estrés (Behr et al., 2020; Le
Roy et al.,, 2016). Para lograr esta homeostasis, la planta usa como mecanismos la
glicosilacion de metabolitos mediada por las enzimas glicosiltransferasas dependientes de
difosfato (UGT) y glucésido hidrolasas, que transfieren azicares desde moléculas donantes
a moléculas aceptoras especificas (agliconas), incluyendo fenilpropanoides; y la
esterificacién con acido maldénico (malonizacion) de los residuos de azucar de los metabolitos
glicosilados mediado por enzimas maloniltransferasas (Ahmad et al., 2017; Behr et al., 2020;
Le Roy et al., 2016; M. Zhao et al., 2019). La glicosilacion y/o la malonizacion aumenta la
diversidad estructural de los fenilpropanoides, asi como sus propiedades. Se ha reportado
gue la sustitucion del aztucar modifica directamente el potencial antioxidante, mostrando un
efecto que depende de la molécula modificada. De forma general, las agliconas flavonoides
se consideran mas eficaces antioxidantes que sus glucésidos (Behr et al., 2020), aunque
también se ha reportado que los productos de glicosilacion de kaempferol y quercetina tienen
una mayor actividad de eliminacion de ROS (FRAP, DPPH y ABTS) que sus

correspondientes agliconas (M. Zhao et al., 2019). Para confirmar el posible papel de la
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glicosilacion y/o malonizacién de metabolitos en los niveles de resistencia y la respuesta de
defensa en cultivares de clavel, se requieren de estudios adicionales que permitan

profundizar al respecto.

Las modificaciones biosintéticas de metabolitos no solo pueden prevenir la toxicidad de las
agliconas en la planta, sino que también puede contribuir a la produccion de moléculas
protectoras como mecanismo de regulacion de la via biosintética correspondiente. La
glicosilacion y la malonizacién en los flavonoles por ejemplo, da como resultado su
almacenamiento en la vacuola, lo que reduce la inhibiciébn por retroalimentacion del
producto sobre PAL y aumenta el contenido total de estos compuestos (Ahmad et al.,
2017; Behr et al.,, 2020). Complementariamente, la glicosilacion también facilita el
transporte desde el sitio de biosintesis de los flavonoides (reticulo endoplasmatico),
favoreciendo el reparto celular y tisular de estos metabolitos, asi como su almacenamiento
(Behr et al., 2020; M. Zhao et al., 2019). A pesar de la importancia de esta deduccién, para
verificar la relacion entre la resistencia vegetal y los niveles de glicosilacion en este
patosistema se requiere de estudios adicionales que permitan una comprensidbn mas

profunda y confirmacion de esta idea.

4.3.4 Efecto de la aplicacion de tiamina en el perfil de metabolitos

El preprocesamiento de datos de LC-MS vy el posterior andlisis estadistico resulté en la
identificacion de 6 metabolitos aumentados diferencialmente por efecto de la aplicacion
de tiamina, y la anotacién a nivel 3 de dos de estos metabolitos en el cultivar susceptible
‘Mizuki’ (SM) (Figura 4-7). El flavonoide derivado de la quercetina, isorhamnetina (S6), y
la quercetina glicosilada (S2). Los dos metabolitos también fueron inducidos por efecto
de la inoculacién con el patégeno Fod.

Figura 4-7: Diagrama Volcano plot e identificacién de Metabolitos anotados que se indujeron

por efecto de la aplicacién de tiamina en el cultivar susceptible de clavel — ‘Mizuki’ (SM). Plantas
control — rosado; plantas inoculadas — azul claro.
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En contraste, la aplicacién del agente inductor en el cultivar resistente ‘Golem’ tuvo un
efecto mayor en el nimero de metabolitos significativamente aumentados, con un total de
21 sefales identificadas, de las cuales se lograron anotar 9 metabolitos en un nivel 3
(Figura 4-8), 5 derivados del &cido antranilico (R1, R4, R9, R10, R12), y cuatro
flavonoles: Isorhamnetina (R2) y kaempferol (R5) malonilglicosilados, quercetina

glicosilada (R3), y el kaempferol (R11).

Figura 4-8: Diagrama Volcano plot e identificacién de Metabolitos anotados que se indujeron
por efecto de la aplicacién de tiamina en el cultivar resistente de clavel — ‘Golem’ (RG). Plantas
control — rosado; plantas con tiamina — azul claro.
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Se ha reportado que diversos compuestos, como las vitaminas, activan la resiliencia
intrinseca de la planta (Overbeek et al., 2022). Los mecanismos de bioestimulacién y priming
pueden variar de una especie a otra con diferentes resultados para diferentes agentes
inductores (Mhlongo et al., 2016), por lo tanto, se hace necesario analizar la respuesta al
inductor en el patosistema especifico. La aplicacion de estos compuestos bioestimulantes
puede ser reconocida por las plantas y, como consecuencia, activan respuestas asociadas a
defensa, de tipo bioquimico, fisiolégico y/o morfol6gico (Santos-Rodriguez et al., 2021), que
pueden ser medidos y caracterizados, obteniendo similitudes, para algunos casos, a la
respuesta generada por el patdgeno. En nuestro caso, un metabolito encontrado en SM por
la aplicacion de tiamina también aument6 sus niveles por causa de la interaccion con el
patdgeno; mientras que en RG fueron 5 los metabolitos comunes en los tratamientos Fod y
B1.

Las plantas de clavel responden a la infeccién por Fod produciendo varias diantramidas y
otros compuestos fendlicos que son fungistaticos contra el patégeno (Baayen & Niemann,

1989; Santos-Rodriguez et al.,, 2021). Dichas investigaciones estan de acuerdo con lo
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encontrado en este estudio (numeral 4.3.1). Teniendo en cuenta que la aplicacion de tiamina
induce la acumulacién de estos compuestos en los cultivares de clavel, se puede sugerir que
el inductor de resistencia tiamina esté sensibilizando a la planta, preactivando la respuesta
de defensa a nivel de metabolitos, especificamente en las vias fenilpropanoide y del &cido
shikimico, lo que le permitiria eventualmente tener una mejor respuesta inmune al reto con
Fod.

Una caracteristica de algunos de estos compuestos descritos es que se encuentran
metilados (R4, R7, R12, S1). En varias especies de plantas se ha descrito que la metilacion
de metabolitos estaria asociada a la proteccion contra patégenos, incluyendo al clavel
(Curir et al., 2003; Romero Rincén, 2020). La metilacion permite que los metabolitos
presenten cambios en la polaridad, lo que modifica sus caracteristicas quimicas y actividad
biol6gica (Behr et al.,, 2020). En el clavel, este proceso esta mediado por enzimas O-
metiltransferasas, las cuales se han reportado en cultivares resistentes de clavel (Curir et
al., 2003).

La aplicacion de tiamina parece preparar la planta para mejorar los procesos
antioxidantes y aumentar los niveles de compuestos con actividad antifingica,
especialmente en el cultivar resistente. Los efectos antimicrobianos de flavonoides de
clavel contra Fod han sido ampliamente reportados (Galeotti et al., 2008; Santos-
Rodriguez et al., 2021). Teniendo en cuenta esto, la presencia de compuestos de tipo
kaempferol, encontrado en RM, y quercetina, encontrados en los dos cultivares, podria
estar relacionada con la mencionada actividad contra este patdgeno. De hecho, esta
respuesta se ha estudiado en otros patosistemas, lo que sugiere que la acumulaciéon de
flavonoides esta asociada con la activacion de procesos de bioestimulacion y priming. Por
ejemplo, en el tabaco, se ha informado que la aplicacion de acibenzolar-SMetilo, acido
azelaico, riboflavina, acido abscisico, acido salicilico y jasmonato de metilo conduce a
cambios en los perfiles metabdlicos de flavonoides, lo que resulta en un estado de
sensibilizacion de la planta. Esto sugiere que la acumulacién y almacenamiento de derivados
de la ruta fenilpropanoide, como derivados hidroxilados del acido cinamico, derivados del
acido shikimico y quinico, ademas de compuestos poliaminados, permiten a las células
vegetales liberar estos metabolitos para participar en vias metabdlicas para la biosintesis de
fitoalexinas y ligninas cuando se percibe la presencia de un agente patégeno (Mhlongo et al.,
2016).
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Por otro lado, en plantas de tomate, se realiz6 un andlisis de cromatografia de gases
acoplada a masas (GC/MS), el cual confirmd que algunos compuestos precursores de la
via fenilpropenoide como L-fenilalanina, acido cinAmico, acido benzoico, acido cafeico y
acido salicilico, aumentaron distintivamente en las plantas que se sensibilizan con acido
fenilacético y se sugiere que pueden estar asociados en la respuesta mejorada de las
plantas a Fusarium oxysporum lycopersici (Akram et al., 2016). Otro estudio bajo analisis
no dirigido de las respuestas subyacentes a la resistencia inducida por Systeminl, una
fitocitoquina de tomate, mostrd que los compuestos fendlicos e inddlicos eran los grupos
mas representativos en la huella metabdlica inducida en plantas de A. thaliana (Pastor-
Fernandez et al., 2022). Por ultimo, especificamente en clavel, la adicién de un elicitor de
origen bidtico preparado con micelio de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, promovio la
acumulacion de metabolitos relacionados con la ruta del shikimato/fenilpropanoide tanto en
un cultivar susceptible como en uno resistente (Santos-Rodriguez et al., 2021), de manera
similar a lo observado en este estudio. En general, los resultados de esta etapa evidencian
gue la aplicacion de la tiamina permite la acumulacion de metabolitos fendélicos como parte
posiblemente de la preparacion de los tejidos de la planta para tener una respuesta mas

eficiente ante el patégeno.

4.3.5 Efecto de la aplicacion de tiamina y posterior inoculacion
con Fod en el perfil de metabolitos

El preprocesamiento de datos de LC-MS vy el posterior andlisis estadistico resulté en la
identificacion de 18 metabolitos aumentados diferencialmente por efecto de la aplicacion
de tiamina y posterior inoculacién con Fod (tratamiento B1 + Fod), y la anotacién a nivel 3
de 7 de estos metabolitos en el cultivar susceptible ‘Mizuki’ (SM) (Figura 4-9). Los
compuestos encontrados correspondieron a tres derivados del acido antranilico (S3, S7 y
S12), una flavona metoxilada (S8), dos flavonoles malonilglicosilados (S9 y S10) y un
flavonol (S11).

Figura 4-9: Diagrama Volcano plot e identificacion de Metabolitos anotados que se indujeron

por efecto de la aplicacion de tiamina y posterior inoculacion en el cultivar susceptible de clavel —
‘Mizuki’ (SM). Plantas control — rosado; plantas inoculadas — azul oscuro.
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En contraste, el tratamiento B1 + Fod en el cultivar resistente ‘Golem’ caus6 la
acumulacion de 29 metabolitos, de los cuales 5 fueron anotados a nivel 3. De estos
analitos, dos son derivados del acido antranilico (R1 y R13) y tres flavonoides
glicosilados derivados de la quercetina (R3), de miricetina (R14) y de kaempferol (R15).

Figura 4-10: Diagrama Volcano plot e identificacion de Metabolitos anotados que se indujeron
por efecto de la aplicacién de tiamina y posterior inoculacion en el cultivar resistente de clavel —
‘Golem’ (RG). Plantas control — rosado; plantas inoculadas — azul oscuro.



146 Aproximacion metabolémica y proteémica para el estudio de los mecanismos asociados a la induccién de
resistencia mediante el uso de sustancias inductoras comerciales en clavel (Dianthus caryophyllus L), para el

control del marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

R ' .. R13 *
4 L JI )
34 ¢ ‘
N . R14
g s %
= . [ ] L N
ER s Yo
' i e ® [ S
L * e o oS e e e
of: :.*:" . < o
1 o WLim 'w.} s
04
3 5 > I
log2(FC)
¢ Disminuido
No significativo
¢ Acumulado

Las familias de compuestos encontradas en este analisis corresponden a metabolitos
previamente reportados como antioxidantes y antifingicos (Baayen & Niemann, 1989;
Curir et al., 2001, 2003; Romero-Rincoén et al., 2021; Santos-Rodriguez et al., 2021), lo
cual podria estar relacionado con la disminucion de la incidencia y la severidad de la
enfermedad observadas en los dos cultivares en el ensayo. La posible correlacién entre
la acumulacion de metabolitos y la inducciébn de resistencia de la tiamina al
marchitamiento causado por Fusarium oxysporum en clavel, sugieren que los metabolitos
fungitoxicos encontrados, de tipo diantramida y flavonoide (principalmente flavonoles)
desempefian un papel en el mecanismo de defensa de las plantas de clavel contra el
patdégeno. Al respecto cabe resaltar que en el tratamiento B1 + Fod, SM esta acumulando
compuestos flavonoles malonilglicosilados, S9 y S10, que corresponden a los
acumuladas en RG por efecto de la inoculacion con Fod, R2 y R5, que podrian estar
implicadas en la respuesta contrastante al patégeno entre los dos cultivares. Se ha
reportado que malonil-flavonoides se almacenan en la vacuola con propésito de defensa
por causa de la bioestimulacion con un elicitor fangico y por la aplicacion de jasmonato

de metilo como inductor de resistencia (Ahmad et al., 2017) y, por lo tanto, este hallazgo
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podria ser indicativo de que la aplicacion de tiamina esta induciendo metabolitos que
podrian estar implicados en la mejor respuesta del cultivar SM a Fod. Otras evidencias
que apoyan este andlisis son, por ejemplo, que el flavonol pongaroteno (S11), del cual se
encontré que su nivel aumenté en SM, se reportd previamente como un metabolito
inducido por causa de la inoculacién con Fod en un cultivar resistente de clavel a los 14
dias postinoculacién (Martinez Gonzélez, 2019), y el aumento de compuestos derivados
del &cido antranilico que se han asociado a la resistencia de cultivares de clavel a Fod
(Baayen & Niemann, 1989; Higuera, 2001).

Respecto a este Ultimo grupo de compuestos nitrogenados, en diversos estudios se ha
propuesto su papel protagdnico en resistencia; esto se estudio inicialmente usado plantas de
clavel del cultivar ‘Novada’, representativa en el modelo por sus altos niveles de resistencia a
la enfermedad (Niemann & Baayen, 1988; Baayen & Niemann, 1989; Niemann et al., 1992).
En dichos estudios se reportd, por ejemplo, que después de la interaccion con F. oxysporum
f. sp. dianthi, se presenta la acumulacién de estos compuestos, que al presentar actividad
antifingica contra el patdégeno y presentar sintesis de novo, fueron clasificados como
fitoalexinas (Niemann et al, 1992). Estas moléculas han sido identificadas como
diantalexinas y diantramidas y se ha reportado ampliamente su papel en la resistencia de
clavel a nivel de tallo (Niemann & Baayen, 1988) y a nivel de raiz (Santos-Rodriguez et al.,
2021).

Estudios previos de induccion de resistencia y bioestimulacién de plantas, reportaron
resultados que coinciden con lo encontrado. Por ejemplo, se reporté que después de la
sensibilizacion con un elicitor de origen biético y la posterior inoculacion con Fod en
plantas de clavel, que la clase de metabolitos predominante estaba relacionada con los
compuestos producidos por la ruta de los fenilpropanoides, particularmente derivados del
acido benzoico, derivados de policétido y flavonoles glicosilados que contenian
guercetina como aglicona (Santos-Rodriguez et al., 2021). De la misma manera, se ha
reportado que la acumulacion de derivados del antranilato de tipo fitoalexina a nivel de
tallo, también es una caracteristica que se correlaciona con la resistencia a esta
enfermedad (Niemann & Baayen, 1988). En lirio bioestimulado con melatonina, se
encontré que las vias de los fenilpropanoides y los flavonoides se ven estimulada

aumentando la resistencia contra el hongo Botrytis elliptica (Xie et al., 2022).
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En general, los resultados de la presente etapa de la investigacion confirman el papel
protagénico de los compuestos fendlicos en la resistencia del clavel y confirman que la
aplicacion de inductores de resistencia, especificamente de tiamina, tiene un efecto

positivo en el metabolismo especializado de las raices del clavel.

4.4 Conclusiones

Durante esta fase del estudio se observaron cambios en el perfil de metabolitos en los
dos cultivares estudiados tras la aplicacién de tiamina. Estos cambios sugieren que la
aplicacion de tiamina esté estimulando procesos de defensa en el clavel, especialmente
en la variedad susceptible, lo que puede mejorar su respuesta frente al patégeno. En
particular, los metabolitos que se han encontrado relacionados con la respuesta de
defensa son flavonoides (principalmente flavonoles) y derivados del 4cido antranilico; los
cuales también presentan modificaciones biosintéticas como la metilacion, glicosilaciéon y
malonilglicosilacion, lo cual podria contribuir en el transporte y acumulacién de estos
metabolitos, o que estaria relacionado con la mejora en la capacidad de la planta para
resistir el ataque de patégenos. Estos compuestos y sus derivados han sido previamente
relacionados con la resistencia en diferentes interacciones planta-patégeno, incluyendo
clavel-Fod, de acuerdo con su accion como antifiingicos y su reportada actividad

antioxidante.

Sin embargo, se necesitan estudios adicionales para verificar el papel especifico de estos
metabolitos y sus modificaciones biosintéticas en la interaccion del clavel con Fod. Es
importante identificar los metabolitos a nivel 1 y profundizar en su conocimiento y posible
papel en la induccién de resistencia causada por la aplicacion de tiamina frente al
patégeno. Esto permitird el desarrollo de estrategias efectivas de manejo de la

enfermedad y asi lograr un impacto positivo en el sector productivo.
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5.Discusidn general

El propdsito de esta investigacion fue estudiar el efecto de la aplicacién de un inductor de
resistencia en los procesos bioquimicos y moleculares relacionados con la resistencia del
clavel (Dianthus caryophyllus L.) al patégeno Fusarium oxysporum f. sp dianthi. En la
primera fase de este estudio, se selecciond la tiamina entre cuatro compuestos
previamente reportados como un potencial inductor. Ademas, se demostré que la
aplicacion de la tiamina mediante aspersion foliar, a diferentes concentraciones, redujo
los niveles de incidencia y la severidad del marchitamiento vascular causado por Fod a
nivel fenotipico. De acuerdo con estos resultados, se eligié una concentracion de 1 mmol
Lt como inductor, y, posteriormente, se demostré que la respuesta observada a nivel
fenotipico es consistente en diferentes cultivares susceptibles de clavel. Esto sugiere que
la tiamina actia como un inductor de resistencia (Capitulo 2). Sin embargo, para
comprender mejor el posible mecanismo de esta respuesta, era necesario identificar
proteinas y metabolitos implicados en el proceso de sensibilizacién causado por el

inductor y la respuesta posterior al desafio con el patégeno.

El efecto protector causado por tiamina frente a patégenos en plantas ha sido reportado
previamente (Ahn et al., 2007; Boubakri et al., 2012; A. M. Hamada et al., 2017; Pérez
Mora et al.,, 2021; Pushpalatha et al., 2011; M. Sathiyabama & Indhumathi, 2022;
Muthukrishnan Sathiyabama et al., 2019; Torky, 2016); sin embargo, se debe resaltar que
esta respuesta varia de una especie a otra debido a su naturaleza quimica o fisica del
inductor y a las caracteristicas propias de la interaccion planta patégeno (Akram et al.,
2016). Por lo tanto, cada sistema en particular debe ser analizado de manera

independiente.

Para ello, usando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas como
plataforma analitica de deteccion e identificacion, se llevé a cabo una segunda etapa
donde se analizaron los cambios en el proteoma (Capitulo 3), y una tercera etapa donde

se analizaron los cambios en el metaboloma (Capitulo 4) en las condiciones de analisis,
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debidos al efecto de los tratamientos aplicados. Esto permitio determinar qué respuestas
activadas por tiamina, solo o en combinacién con el patégeno, pueden estar involucradas
en la defensa de cultivares de clavel contra el hongo patégeno F. oxysporum, y sugerir su
posible participacion en la respuesta mejorada del clavel observada en la primera etapa
del estudio en un evento de induccion de resistencia. A continuacion, se presentara la
aproximacion al mecanismo de accion de la aplicacion de la tiamina como agente
inductor de acuerdo con los resultados encontrados, con énfasis en el cultivar susceptible
analizado. Estos resultados permiten proponer a la tiamina como potencial inductor de
resistencia que, con estudios complementarios, podria usarse para el control y manejo de
esta enfermedad en condiciones de cultivo a escala agroindustrial. Este analisis se

plasma de forma gréafica en la Figura 5-1.

La aplicacion de tiamina induce procesos de sefializacion: El contraste fenotipico entre
cultivares resistentes y susceptibles a una enfermedad fangica a menudo se puede atribuir
a una disponibilidad temprana o constitutiva de determinados compuestos (i.e. proteinas y
metabolitos) en los tejidos infectados, que conduce a una respuesta de defensa eficiente
(Ramaroson et al., 2022). A nivel inducible, este proceso depende de la capacidad de la
planta para percibir estimulos que permitan regular la respuesta inmune de las plantas de
manera eficiente para hacer frente al reto con el patdégeno en varios niveles (Lozano-Duran
& Robatzek, 2015). En esta investigaciéon doctoral se encontré6 que la tiamina y la
inoculacion con el patégeno (tratamientos B1 y B1 + Fod) inducen proteinas con esta
funcion de sefalizacién, incluyendo una enzima MAP-Kinasa y proteinas 14-3-3 (Capitulo
3), lo que podria estar relacionado con la respuesta mejorada del cultivar susceptible
observada a nivel fenétipico. La coevolucion entre las plantas y los patdgenos microbianos
potenciales como un modelo en zig-zag ha sido descrito previamente (Ngou et al., 2022) y
también se puede aplicar para deducir la actividad biolégica de los agentes inductores de
resistencia. De acuerdo con el modelo, la respuesta inducible de la planta es
desencadenada por la percepcion de elicitores quimicos (PAMPS), provenientes del
patégeno por parte de receptores presentes en la membrana plasmatica. En ese sentido,
se ha propuesto que posiblemente estos receptores podrian también detectar agentes
inductores (e.g., tiamina) (Wiesel et al., 2014) y, como consecuencia, se genera una
respuesta de sefializacién que produce respuestas como aumento en especies reactivas
de oxigeno, y activacion de proteinas quinasas, lo que corrientes abajo conduce a la

produccion de proteinas (e.g., proteinas relacionadas con la patogénesis) y metabolitos
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(e.q., fitoalexinas), que preparan a la planta para minimizar el efecto del estrés causado por
la interaccion futura con un patégeno (Naeem Bajwa et al., 2021; Ngou et al., 2022; Wiesel
et al., 2014).

La aplicacion de tiamina induce proteinas relacionadas con el estrés y la defensa: La
aplicacion de tiamina indujo la acumulacion de proteinas relacionadas con la patogénesis
(PR), como la PR14 (LTP3 - proteina de transferencia de lipidos), y PR9 (peroxidasas) las
cuales se han reportado como regulador positivo en la defensa contra patégenos en
plantas asociadas a SAR, ademas de tener un papel importante en la produccién de ceras,
cuticulas y lignina (Gao, Ma, Ji, Pan, & Zhou, 2022; Jia et al., 2020). Por otro lado, la
adicion foliar de tiamina indujo proteinas relacionadas con el estrés: proteina de choque
térmico de 90kDa (HSP90), y las proteinas de union luminal (BiP1 y BiP2). Estas proteinas
son la respuesta de la planta para evitar el estrés en el reticulo endoplasmatico, mejorando
la sintesis de chaperonas, la capacidad de plegamiento de proteinas y la degradacion de
proteinas mal plegadas, proceso activado por la via de la hormona &cido salicilico e
importantes en el establecimiento de SAR (Podr et al.,, 2019; Verchot & Pajerowska-
Mukhtar, 2021).

La aplicacion de tiamina induce el metabolismo de compuestos fendlicos: Dentro de
los mecanismos bioquimicos y moleculares encontrados por la aplicacion de tiamina, tiene
particular relevancia el relacionado con los metabolitos de tipo fendlico. Este trabajo de
investigacion encontré que la aplicacion de tiamina y la posterior inoculacion con el patégeno
(B1 + Fod) aumento significativamente proteinas relacionadas con la ruta fenilpropanoide
(PAL), la cual ha sido asociada a resistencia de cultivares de clavel a Fod (Ardila et al.,
2007); y con la via del shikimato (DAHP2, ASA2), lo cual sugiere la activacion de estas vias
biosintéticas (Capitulo 3). Ademés se evidencio la acumulacion de los metabolitos de estas
rutas (Capitulo 4), incluyendo compuestos fungitoxicos derivados del antranilato, flavonas y
flavonoles, compuestos que han sido asociados a respuesta de defensa de la planta,
incluyendo trabajos previos en clavel (Ramaroson et al., 2022; M. Zhao et al., 2019; Romero-
Rincon et al., 2021; M. Sathiyabama & Indhumathi, 2022).

En este estudio se encontr6 que algunos de los flavonoides identificados estan
glicosilados o metilados (0 ambos) o malonilglicosilados. Se cree que estas

modificaciones biosintéticas podrian estar implicadas en la respuesta favorable de la
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planta ante patégenos (Behr et al., 2020; Romero Rincon, 2020; M. Zhao et al., 2019), y
podrian ser importantes para los procesos de transporte de estas moléculas y mantener
su homeostasis en el citosol (Behr et al., 2020). Los mecanismos mas importantes de
transporte de estos compuestos en la planta estan mediados por trasportadores tipo
ABC, los cuales se encontraron aumentados o inducidos por la aplicacion de tiamina en
el cultivar susceptible en este estudio (Capitulo 3). Los transportadores tipo ABC
ubicados en el plasma y las membranas vacuolares muestran afinidades diferenciales
hacia las moléculas glicosiladas y no glicosiladas, controlando asi la compartimentacion
subcelular, incluyendo glucésidos fendlicos, lo cual se ha reportado previamente para
clavel (Le Roy et al., 2016), y podria asociarse a lo encontrado en este estudio teniendo
en cuenta que algunos de los metabolitos diferenciales encontrados estan modificados
(glicosilados, malonilglicosilados y metilados), y a que se encontraron proteinas con
actividad glicosiltransferasa, maloniltransferasa y metiltransferasa que aunque no se

acumularon diferencialmente, estarian implicadas en este importante proceso.

Por otro lado, la acumulacién de flavonoides y la activacion de enzimas relacionadas con
la sintesis de lignina, como PAL (que produce metabolitos precursores de lignina), S-
adenosilmetionina sintasa MTO3 (involucrado en la biosintesis de las ligninas de guayacil
y siringil en las plantas vasculares (Y. Li et al.,, 2022)) y peroxidasa (implicada en la
reaccion de polimerizacion de los monoémeros de lignina (Q. Yang et al., 2022), sugiere la
activacion de este proceso, lo cual ha sido reportado como parte de los mecanismos
asociados a defensa contra Fod en cultivares resistentes de clavel (Cuervo et al., 2009),
y en otros patosistemas al usar tiamina como agente inductor. Por ejemplo, la aplicacion
de tiamina en pera aumento los contenidos de lignina y sugirié la activacién de SAR (Yin
et al., 2012); el tratamiento poscosecha con tiamina en melon también aument6
significativamente la lignina (Yong-hong et al., 2017); y en arroz contra el nematodo
Meloidogyne graminicola se encontré una respuesta similar (Huang et al., 2016).

La aplicacidon de tiamina induce procesos para mantener la homedstasis redox: En
eventos de estrés, se activan procesos de sefializacion mediados por especies reactivas
de oxigeno. Sin embargo, un desbalance entre su produccién y eliminacién podria causar
estrés oxidativo, por lo que las plantas deben mantener una adecuada homeostasis
redox. La aplicacibn de tiamina y la posterior inoculaciébn con Fod indujeron la

acumulacion de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD), pyr redox 2
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con actividad monodehidroascorbato reductasa (ATMDAR?2) y 3 enzimas de la familia de

las peroxidasas (POD) (Capitulo 3).

Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion han mostrado una
acumulacion de H2O, como respuesta a la interaccién con Fod durante su fase biotréfica
inicial, relacionandola con resistencia al marchitamiento vascular en clavel (Ardila, 2013;
Cuervo, 2017). A nivel de apoplasto de raices de clavel, se reporté que la acumulacién
de peréxido de hidrégeno estd asociada con la acumulacién de SOD (Cuervo, 2017).
SOD cataliza la dismutacién del anion radical superéxido a peroxido de hidrégeno y
oxigeno. Estas especies reactivas de oxigeno, particularmente H,O., estan involucradas
en procesos de sefializacién en respuesta hipersensible asociada a la interacciéon con
patégenos (Lightfoot et al., 2017) y su produccion estd relacionada con SOD. En eventos
de resistencia, se ha reportado un aumento en la actividad enzimatica relacionada con la
bioestimulacion con tiamina (Bahuguna et al., 2012; Lightfoot et al., 2017; Yin et al.,
2012) lo cual se puede relacionar con lo encontrado en este estudio.

Las peroxidasas, por otro lado, estan relacionadas con la detoxificacién del peréxido de
hidrogeno, por su reaccién de reduccidon a agua, usando compuestos fendlicos como
donores de electrones. Por lo tanto, estas enzimas tienen un rol importante en el control de
perdxido de hidrogeno acumulado por procesos relacionados con interaccién con patdgenos
y en eventos de resistencia inducida. Por ejemplo, el rol de las peroxidasas se ha reportado
previamente en clavel, asociada a aumentos en los contenidos de H>O: en cultivares
resistentes (Ardila et al., 2014; Cuervo et al., 2009; Vanegas-Cano et al., 2022). Ademas,
también se ha reportado el aumento en los transcritos de pod y en la actividad enzimética
POD por la aplicacion de tiamina en diferentes interacciones planta patégeno, asociando lo
observado a activacion de procesos de induccién de resistencia (Abdel Monaim, 2011;
Bahuguna et al., 2012; Muthukrishnan Sathiyabama et al., 2019; Yin et al., 2012; Yong-hong
et al., 2017). Por ultimo, multiples enzimas GST también poseen actividades de glutation
peroxidasa, por lo que estas GST pueden participar en la defensa antioxidante (Gullner et al.,
2018).

Consistente con lo encontrado a nivel de proteinas, ademas del control enzimatico, existen
varios compuestos quimicos a nivel celular que pueden reducir los niveles de compuestos

altamente reactivos, los cuales tienen la capacidad de reaccionar con ROS y disminuir su
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toxicidad. Los compuestos encontrados de tipo fendlico como los flavonoides y los
derivados del antranilato (Capitulo 4) han sido reportados con actividad antioxidante en
clavel (Ardila, 2013; Baayen & Niemann, 1989; Curir et al., 2003; Niemann & Baayen,
1988) y en otros patosistemas (M. |I. Mhlongo et al., 2017; Msizi I. Mhlongo et al., 2016;
Pastor-Fernandez et al., 2022).

Consideraciones finales

El presente trabajo de tesis doctoral profundiz6 sobre algunos mecanismos que, a nivel
de proteinas y metabolitos, estdn relacionados con respuestas de induccidon de
resistencia en el clavel (Dianthus caryophyllus L) al patégeno que causa el
marchitamiento vascular, Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2, debida a la aplicacion
de tiamina. La capacidad de la tiamina para activar la acumulacién de proteinas y
metabolitos relacionados con la defensa, en ausencia de la inoculacion con el patégeno,
sugiere gque la aplicacion de este inductor esta promoviendo un estado de sensibilizacion
de la planta (priming) a nivel bioquimico, lo cual demuestra el papel de la tiamina como
bioestimulante, si se compara contra el tratamiento control. Ademas, se encontr6 un
efecto similar en plantas sensibilizadas y posteriormente inoculadas con el patdgeno,
respuesta que se correlaciona con la disminucién de sintomas observados en la
evaluacion fenotipica, y que demuestra el papel como inductor de resistencia. Estos
resultados apoyan lo encontrado previamente en estudios de otros patosistemas donde
se reporta la induccién de priming debida a la aplicacién de tiamina (Ahn et al., 2007;
Boubakri et al., 2012; Huang et al., 2016; Kheyri et al., 2022) (Boubakri 2012).

Adicionalmente, teniendo en cuenta que la aplicacion de la tiamina se realizo en las hojas
y el analisis se hizo en raiz, algunos de los resultados encontrados se pueden asociar a
la activacion del mecanismo de resistencia sistémica adquirida mediada por acido
salicilico, aunque para futuros trabajos se sugiere analizar marcadores especificos de
SAR como PR1, NPR1, y el contenido de acido salicilico y salicilato de metilo. Cabe
resaltar que la aplicacion de tiamina como inductor de resistencia se ha asociado a un
evento de SAR en diferentes tipos de interacciones planta patégeno (Ahn et al., 2005,
2007; Bahuguna et al., 2012; Afaf M Hamada & Jonsson, 2013; M. Sathiyabama &
Indhumathi, 2022).



156 Aproximacion metabolémica y proteémica para el estudio de los mecanismos asociados a la induccién de
resistencia mediante el uso de sustancias inductoras comerciales en clavel (Dianthus caryophyllus L), para el

control del marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Estos resultados sugieren que la aplicacién de tiamina activa la respuesta inmune innata
del clavel contra Fod a través de la estimulacion de los procesos previamente analizados
lo que confirma el potencial de la tiamina como alternativa al control de la infeccién del
patégeno. El conocimiento generado durante el desarrollo de este trabajo se requiere
para el desarrollo de nuevas alternativas de control al marchitamiento vascular, que
tengan un minimo impacto a nivel medioambiental, y que estén alineados con los
objetivos mundiales de desarrollo sostenible, permitiendo un fortalecimiento del sector
productivo del clavel.

Figura 5-1 Aproximacion al mecanismo asociado a la sensibilizacion e induccién de resistencia
mediante el uso de tiamina aplicada por aspersién foliar en clavel (Dianthus caryophyllus L), para
el control del marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

A. Cambios en el metabolismo primario, algunos de estos procesos suceden teniendo como cofactor
el pirofosfato de tiamina (TCA: ciclo de los acidos tricarboxilicos; PPP: Via de las pentosas fosfato;
ETC: cadena de transporte de electrones). B. Posible reconocimiento de la tiamina que causa una
cascada de sefalizacién para activar la respuesta innata. C. Activacién de rutas de sefalizaciéon
asociadas a especies reactivas de oxigeno (ROS), proteinas quinasas asociadas a mitbgenos
(MPK3) y proteinas 14-3-3. Esta sefializacion activa la trascripcién de genes y traduccion a proteinas
asociadas entre otros procesos a: D. Defensa como las proteinas PR donde se destaca a la proteina
de transporte de lipidos no especifica (LTP3) que podria estar asociada a sefializacion de
resistencia sistémica adquirida (SAR) y la produccién de ceras y cuticula, y E. Proteinas
relacionadas con respuesta a estrés en donde se destacan a proteinas del reticulo endoplasmatico
(RE) para prevenir el estrés en RE por proteinas desplegadas o mal plegadas. F. La ruta
fenilpropanoide se activa a nivel de algunas proteinas y de metabolitos; Igualmente G. La ruta del
acido shikimico se activa a nivel de proteinas y metabolitos. El transporte de metabolitos se realiza
por interaccion con H. Glutation S transferasa (GST) y por los |. Cassettes de proteinas
dependientes de ATP (ABC) en las membranas. Estos procesos de transporte se realizan al
apoplasto y a todos los organelos celulares para mantener la homeostasis redox y el proceso se ve
favorecido por modificaciones como glicosilacion (GT: Glicosiltransferasa), malonilaciéon (MalT:
Maloniltransferasa) y metilacién (MetT: metiltransferasa). J. La produccion y transporte de estos
metabolitos puede favorecer procesos de lignificacion con intermediacién de proteinas como la S-
adenosilmetionina sintasa (MTO3) y peroxidasa (POD). K. La homeoéstasis redox se regula por
mecanismo enzimatico asociado a proteinas como superéxido dismutasa (SOD), pyr redox 2 con
actividad monodehidroascorbato reductasa (ATMDAR2), POD y GST, y por mecanismo no
enzimético asociado a metabolitos (i.e. flavonoides y derivados del antranilato). L. La adicion del
agente inductor también modula la dindmica del citoesqueleto, incluyendo proteinas como el factor
de depolimerizacion de actina (ADF4) que ha sido asociado a respuestas de Inmunidad
desencadenada por patrones (PTI) y por efectores (ETI).

B1: tratamiento de aplicacion de tiamina, B1 + Fod: Aplicacion de tiamina y posterior inoculacion
con Fod
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6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Este estudio demostrd que la tiamina aplicada por aspersion foliar y a una concentracion
de 1 mmol L? disminuye la incidencia y la severidad del marchitamiento vascular
causado por F. oxysporum en diferentes cultivares susceptibles de clavel (‘Solex’, ‘Brisa’,
‘Voragine’ y ‘Mizuki’), en condiciones de invernadero. Teniendo en cuenta esto, se
realizaron andlisis de protedbmica y metabolémica, encontrando que en un cultivar
susceptible de clavel (‘Mizuki’), la aplicaciébn de tiamina por aspersion foliar y en
concentracion 1 mmol L promueve la acumulaciéon de proteinas de diversos procesos
biol6gicos en la raiz, que han sido previamente vinculados a la defensa en vegetal.
Ademas, también promueve la acumulacién de metabolitos de tipo flavonoide y derivados
del antranilato, que han sido relacionados a cultivares de clavel resistentes a Fod. Esto
sugiere que la adicion del bioestimulante estd causando la sensibilizaciéon de la planta

(priming). Resultados similares se obtienen en un cultivar resistente (‘Golem’).

Adicionalmente, la aplicacion foliar de tiamina en las mismas condiciones, y la posterior
inoculacion con el patégeno, permitié encontrar resultados similares (es decir, respuestas
asociadas a defensa vegetal), a nivel de proteinas y metabolitos, respuesta que se puede
correlacionar con la disminucién de sintomas observados en la evaluacion fenotipica en
los dos cultivares de clavel. Estos resultados confirman el papel de la tiamina como

inductor de resistencia al marchitamiento vascular causado por Fod en clavel.

Finalmente, los resultados de esta tesis doctoral aportan de manera significativa a la
comprension del fendmeno por el cual la aplicacién de tiamina induce resistencia en el
clavel. Con una exploracion complementaria, la aplicacion de tiamina podra sugerirse
como una alternativa sostenible del control del marchitamiento vascular en clavel que

tendréd un impacto positivo en el sector productivo.
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6.2 Recomendaciones

El estudio realizado sugiere la activacion de procesos de Resistencia Sistémica Adquirida
(SAR), lo cual se podria verificar a través del andlisis de marcadores especificos de esta
ruta como las proteinas PR1 y NPR1, y la medicién de metabolitos como acido salicilico y
salicilato de metilo, ademas de la verificacién de los resultados encontrados a nivel de
protedmica que se podria realizar por otras técnicas como la evaluacion de los niveles
transcripicionales e incluso transcriptémica. Ademas, dado que el efecto de la aplicacion
de tiamina llevdo a la sobreregulacion de flavonoides con diversas modificaciones
estructurales, el estudio de los niveles transcripcionales de genes codificantes de
enzimas relevantes para estas modificaciones e incluso en pasos claves de la ruta
biosintética, aportaria informacion relevante para la profundizacion sobre el rol de esos

procesos en la induccién mediada por tiamina.

Teniendo en cuenta que los metabolitos regulados por los tratamientos incluyen
bioquimicos involucrados en el metabolismo primario y secundario, una posibilidad para
ampliar la informacién a nivel del metaboloma es hacer un andlisis de metabolémica no
dirigida, con los correspondientes sistemas de extraccion, y la aplicacion de otras
técnicas de identificacion como la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas o la resonancia magnética nuclear. Esto permitiria la identificacion de una mayor
cantidad de metabolitos y su cuantificacion, lo que ayudaria a comprender mejor la
respuesta de la planta a los tratamientos, las rutas metabdlicas afectadas, y a descubrir
otros metabolitos implicados en la induccién de resistencia por tiamina al marchitamiento

vascular del clavel.

Para continuar con el proyecto, seria ideal realizar un andlisis en campo de la aplicacion de
los inductores de resistencia. Sin embargo, debido a que liberar el patégeno en
condiciones de produccion conllevaria un riesgo potencial de propagacion de este, lo cual
afectaria negativamente al sector productivo, esta exploracion debe orientarse bajo un
disefio estrictamente controlado que puede tener limitaciones practicas. En este sentido, se
podria considerar la realizacion del estudio en locaciones donde se ha reportado incidencia
de la enfermedad. Ademas, se podria evaluar el efecto de la aplicacion del inductor sin la
inoculacion del patégeno, a fin de observar la respuesta y la posible identificacion de
marcadores de activacion del sistema inmune innato de la planta. Para esto, se podrian

considerar algunas proteinas 0 metabolitos encontrados en este estudio que han
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demostrado tener un papel importante en la respuesta de la planta a la enfermedad. De
esta forma, se podria obtener informacion relevante sobre el efecto de los inductores de

resistencia en las plantas, sin comprometer la seguridad del sector productivo.

En la actualidad, se estd investigando el uso de nanoparticulas como una posible
solucién para la aplicacion de inductores de resistencia en diversas especies vegetales.
Ya se ha reportado el uso de nanoparticulas para la aplicacion de tiamina en garbanzos
contra Fusarium oxysporum con resultados positivos, lo que sugiere una posible via para
la aplicacion de esta sustancia en otras plantas. En este sentido, como una futura
investigacion para el clavel, se podria explorar la posibilidad de utilizar nanoparticulas

cargadas con tiamina para la aplicacion de inductores de resistencia en esta especie.
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