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CAPITULO 1: REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Clavel (Dianthus caryophyllus L.)
El clavel es una planta ornamental perteneciente al género Dianthus de la familia
Caryophyllaceae. Originaria del mediterraneo, descrita por primera vez en la antigua
Grecia por Theophrastus (300 a.C.) quien la nombré con el prefijo Di (dios) y Anthus (flor),
la flor de dios (Greenberg, 2013). Carl Linnaeus describi6 el clavel en 1753, dandole el

nombre de Dianthus caryophyllus (Linneo, 1753).

Es una planta aldgama debido a la protandria definida que exhibe, es decir, el desarrollo
de los gametos masculinos se da primero que el de los femeninos y por tal razén la
autofecundacion no es un proceso natural (Bilbao y Castro, 1996). La flor es descrita
como perfecta, por la hipégina y la disposicion de las estructuras longistila, la cantidad de
Ovulos y granos de polen puede ser diferente dependiendo de la variedad estudiada,

incluso algunas pueden presentar andro-esterilidad (Rios y Filgueira, 2019).

Las flores hermafroditas tienen una simetria radial. Las cuatro a seis hojas que rodean el
caliz, en forma de huevo, y escamas puntiagudas, son solo ¥4 tan largas como el tubo del
caliz (Huxley, 1992). Posee base lefiosa, los tallos son a menudo hinchados y fragiles en
los nudos, crecen entre 60- 80 cm, las plantas jévenes que crecen al aire libre pueden
tener de uno a cinco tallos, los cuales pueden producir en promedio seis flores en una

cima, miden alrededor de 3 a 5 cm de diametro y tienen un aroma dulce (Lamborn, 1901).

Generalmente, son plantas diploides 2n=30, pero se han logrado identificar tetraploides
4n=60 y hexaploides 6n=90 (Mac George y Hammet, 2002 Citado en Filgueira, 2011).
Principalmente, los claveles tetraploides han sido utilizados con un interés comercial, no
obstante el cambio del numero cromosémico trajo consigo enfermedades genéticas (DHA,
2006).



Existen 3 poblaciones genéticamente diferenciadas que estan restringidas por un habitat
especifico (ecotipos), el Mediterrdneo producido entre 1955 y 1980, que crece en la mayor
parte de Italia y algunas zonas de Francia, el ecotipo Sim, derivado de la variedad William
Sim y el ecotipos miniatura o spray, desarrollado en Estados Unidos (Bilbao y Castro,
1996; Filgueira, 2011).

1.1. Importancia econémica del clavel

El mercado de flores de corte ornamental en Europa Occidental supera los 12 mil millones
de ddlares en ventas, seguido por Estados Unidos con 6.9 mil millones y Japén con 7.8
mil millones de délares. En los dltimos 5 afios Paises Bajos han contribuido con casi el
60% de las exportaciones de flores a nivel mundial, seguido por Colombia, Italia e Israel

como los principales exportadores (Moran, 2018).

En el 2020 Colombia fue el primer productor y exportador de claveles a nivel mundial
(ICA, 2021). La floricultura colombiana cuenta con un area cultivada de 7.200 Ha, de las
cuales el 79% se encuentran en la Sabana de Bogota, el 17% en el departamento de
Antioquia y el 4% en otros departamentos del pais; siendo el 18% clavel. Genera
exportaciones anualmente que ascienden a 1.050 millones de délares, siendo los
principales mercados América del Norte y Europa, ademas este sector genera mas de

200 mil empleos directos e indirectos (Redagricola Colombiana, 2020).

El 74% de las flores importadas por Estados Unidos para San Valentin son originarias de
Colombia (se estima que se exportaron cerca de 700 millones de tallos), entre enero y
noviembre del 2020, aportando 1.306 millones de dolares representados en 228.326
toneladas de flores. Los principales productores de flores con destino a la exportacion se
concentran en los departamentos de Cundinamarca con el 66%, Antioquia 32%, el 1%
restante esta distribuido en pequefias areas en Boyaca y Valle del Cauca, eje cafetero y
Narifio, que exportan sus productos a Estados Unidos, Reino Unido y Japén
(Minagricultura, 2020).

1.2. Mejoramiento genetico del clavel



El mejoramiento genético nacid de la necesidad de suplir las demandas de un mercado
floricultor creciente, donde el comercio y los consumidores demandan rangos de colores y
formas mas amplias, fragancias agradables y duraderas, aumentar la vida de florero,
disminuir costos de produccion, resistencia a plagas, patdgenos, almacenamiento,

transporte y a cambios en el medio (DHA, 2006; Filgueira 2011).

El clavel ha sido una planta de gran interés por los investigadores, desde Theophrastus y
Linneo que, por sus colores llamativos, forma de los pétalos y caracteristico olor a clavo,
la describieron y posteriormente la clasificaron (Lamborn, 1901; DHA, 2006). Al ser una
planta con caracteristicas llamativas llevé a Thomas Fairchild un cultivador del afio 1717,
a crear un hibrido del cruzamiento entre D. barbatus y D. caryophyllus, el cual es el primer
hibrido interespecifico controlado del que se tiene conocimiento; el segundo hibrido
conocido “Mr. Brunett’, desarrollado en 1903 donde cruzo la variedad “Lawson” con una
variedad antigua “Pride of the Market”, el cual se popularizé en todo el mercado de flores,
de esta manera comenzd el desarrollo intenso de nuevas variedades de clavel (Cocking,
1984 citado en Filgueira 2011; Gabally y Gabally, 1997 citados en Filgueira 2011).

Debido al interés comercial, a la fecha se han realizado cruces interespecificos de
variedades de clavel. William Sim en 1938, desarrollo una variedad superior a las
conocidas en esa época, una flor roja escarlata que dio origen a las flores de diferentes
colores “Sims”, lo que motivo a investigadores italianos, franceses y estadounidenses a
trabajar en el desarrollo de nuevas variedades de clavel, gracias a esto surgieron los
ecotipos mediterraneos y mineatura “Spray”, clasificando en 3 ecotipos segun Knoren
(1990) y Gabally y Gabally (1997) citados en Filgueira 2011.

Sim: Producida por William Sim en Estados Unidos, en 1938, son
plantas de flores rojas que dieron mutaciones a rosado, blanco, amarillo,
naranja y otras formas variegadas; se caracteriza por tener tallos rigidos y
recios, un caliz cerrado que da una forma circular a la flor posee una amplia
variedad de tonos, produccién permanente y regular todo el afio (Knoren,
1990; Gabally y Gabally, 1997).

Mediterraneo: Producido por cultivadores en Francia e Italia entre 1955
y 1980, son plantas con tallos rigidos con entrenudos cortos, hojas onduladas,

corolas con formas lisas de colores vivos y desarrollo central de pétalos, caliz



entero y corto. Posee una alta tolerancia a temperaturas bajas y suelos pobres
(Knoren, 1990; Gabally y Gabally, 1997).

Spray: Producida por Thomson en Estados Unidos en 1956, son plantas
con varias flores pequefias en cada tallo, de colores intensos y profundos, que
presentan tallos cortos y delgados. (Knoren, 1990; Gabally y Gabally, 1997).

Empresas como Florigene (Australia y Europa) desde 1985 ha dedicado afios
de investigacibn en el desarrollo variedades de clavel por medio de la
transformacion genética mediada por Agrobacterium (DHA, 2006). El principal
objetivo de las compaiiias e investigaciones en el mundo, van dirigidos a la
produccion de nuevos pigmentos, mediante la insercibn de genes, que

participen en la ruta de las antocianinas (DHA, 2006).

Especificamente estos genes son flavonoide 3°5" hidroxilasa e dihidroflavanol 4-
reductasa (DHA, 2006). Zuker y colaboradores (2001) desarrollaron una forma de
moadificacion de color, usando silenciamiento de genes, para bloquear la expresion del
gen que codifica para la Flavonona 3- Hidroxilasa, enzima que participa en la ruta

biocinética de las antocianinas (DHA, 2006).

Otras investigaciones realizadas para el mejoramiento de las variedades de clavel se han
realizado por Zuker y colaboradores (2001) que generd claveles con caracteristicas
agronomicas en las cuales mejord, el enraizamiento y la produccién de este por medio del
aumento de tallos florales y esquejes por planta, utilizando la insercion del gen rolC de

Agrobacterium rizogenes.

Por otro lado, investigadores como Kosugi y colaboradores (2000) e Iwazaki y
colaboradores (2004), han generado lineas transgénicas de clavel que tienen alterada la
expresion de la 1l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) oxidasa o la ACC sintasa, las
cuales son enzimas importantes en la sintesis del etileno en la planta, y normalmente se

encuentran en la produccién masiva del mismo en la planta durante la senescencia.



2. Fusarium oxysporum
El patégeno Fusarium pertenece al Filum Ascomycota, Subfilum Pezizomycotina, Clase
Sordariomycetes, Subclase Hipocreomycetidae, Orden Hypocreales, Familia Nectriaceae,

Género Fusarium, Especie Fusarium oxysporum f.sp. Dianthi (ITIS 2012).

Es un complejo de especies con caracter cosmopolita, habitante natural en el suelo, con
especies que presentan actividad patogénica o no vy su clasificacién taxonémica se da en
funcién de criterios morfolégicos fundamentalmente (Filgueira, 2009). Presenta un micelio
aéreo, abundante, algodonoso y con una coloracion que pueden variar del blanco al
rosado, y en algunos casos de purpura a violeta intenso dependiendo de la edad (Di
Pietro et al., 2003).

Su reproduccion es predominantemente asexual, con tres tipos de esporas: Las
microconidias, estructuras unicelulares de pared delgada y forma redonda o elipsoidal que
cumplen una importante funcion en la diseminacion del patégeno en los haces vasculares
de la planta; las macroconidias, estructuras de mayor tamafo, con pared delgada y
compuestas de tres a seis células, que son un criterio clave para la clasificacion
taxondmica, y su forma fusiforme que es caracteristica de este género y le da nombre;
finalmente, las clamidosporas que son estructuras resistentes a condiciones ambientales
adversas y cumplen un papel importante para la supervivencia del hongo en ausencia del

hospedero (Leslie y Summerell, 2006).

Es un patdgeno facultativo, sapréfito, habita, crece y se propaga en el suelo en forma de
clamidosporas o micelar, favorecido por la alta humedad del suelo y temperaturas entre
14 — 23 °C, las esporas se diseminan facilmente por el uso de herramientas contaminas,
el viento, agua o por contacto con plantas enfermas, de esta manera se crea el in6culo
primario, que llega a la planta de manera directa o indirecta (Agrios, 1996; Leslie y
Summerell, 2006).

2.1. Fusarium oxisporum f.sp. dianthi (Fod)

El término forma especial (f.sp.) fue acufiado por Snyder y Hansen en 1940; permitiendo
organizar las variantes fitopatdbgenas de Fusarium oxysporum. El término describe la
capacidad fisiolégica particular que exhiben las cepas del hongo para infectar diferentes
especies de plantas. Su clasificacién taxonémica actual completa es: Organismo celular;

Eucariota; Opistoconta; Hongos; Dikarya; Ascomycota; sacaromyceta; Pezizomycotina,



leotiomyceta; sordariomyceta; Sordariomycetes; Hypocreomycetidae; Hipocreales;
hipocreales mitosporicos; Fusarium; Complejo de especies Fusarium oxysporum;
Fusarium oxysporum; Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (NCBI, Taxonomia ID: 42551)
Edel-Hermann y Lecomte, 2019).

2.2 Problematica causada por Fusarium oxysporum.

Fusarium oxysporum se introdujo a Colombia, en los afios 60, por material de
propagacion contaminado, procedente de diversos paises, y su incidencia ha aumentado
progresivamente, ocasionando pérdidas muy importantes y con un incremento muy

significativo de los costos de producciéon (De Granada et al., 2001).

La alta incidencia de las enfermedades vasculares se debe a su facil propagacién a través
de esquejes infectados, a su rapida diseminacion en el suelo por las estructuras
reproductivas del hongo, la alta persistencia del patégeno en el suelo, deficiente sistema
de control de patégenos y la baja eficiencia de las medidas de control utilizadas en
campos de produccién, ademas del aumento en costos de produccion y perdidas de

material vegetal (Arbeldez, 1987; Villa-Martinez et al., 2014).

Uno de los problemas fitosanitarios de mayor importancia para los floricultores, en
especial los cultivadores de clavel en Colombia, es la disminuciéon en areas cultivadas,
debido a la marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f.sp. Dianthi, siendo el

factor limitante méas importante en la produccion (Cotes et al., 2012).

De las problematicas mas importantes que se ha presentado en los sistemas productivos
de flores es la resistencia que han adquirido los patégenos a los fungicidas, obligando al
cultivador o floricultor a usar dosis mas altas o productos con categoria toxicolégica
superior, para mitigar el desarrollo del patégeno, de tal forma que aumentan los costos de
produccion y se genera una problematica ambiental, debido al manejo sin capacitacion del

uso de agroquimicos (Carmona y Sautua, 2017).

2.3. Enfermedad causada por Fusarium oxysporum

La enfermedad vascular causada por Fusarium oxysporum presenta sintomas como:
marchitamiento, amarillamiento parcial de hojas y doblamiento de los brotes sobre el lado

enfermo de la planta. En los primeros estadios de desarrollo de la enfermedad, se puede



observar en las hojas manchas clordticas. En algunos casos, dependiendo del estado de
desarrollo de la planta, se presenta enanismo de los brotes y disminucion en el
crecimiento de la planta. Los sintomas afectan la planta en orientacion basal — apical,
hasta causar un marchitamiento por muerte vascular (Arbeldez, 1987; Baayen y Maat,
1987).

El ciclo de la enfermedad causada por Fod se inicia con la germinacién de las
clamidosporas en dormancia presentes en el suelo contaminado, estimuladas por los
exudados secretados por las raices de las plantas (Di Pietro et al., 2003). La penetracion
de las hifas en los tejidos de la planta ocurre a través de heridas o por degradacién de las
paredes celulares, llegando a atravesar la epidermis, seguido de la corteza y
posteriormente la endodermis. En la colonizacién de la planta, el patégeno llega hasta los
tejidos vasculares, donde este se propaga de forma ascendente, ya sea por el crecimiento
miceliar o por difusiéon pasiva de microconidias (Baayen, 1988). Una vez dentro de la
planta, el hongo se mueve por el tejido vascular por colonizacion intracelular del xilema y

lo invade cuando alcanza la maduracion (Baayen y Maat, 1987).

Las plantas que presentan resistencia a FOX tienen la capacidad de regenerar nuevos
vasos del xilema, siendo vias alternas de transporte de agua. Por otro lado, en plantas
susceptibles, el patégeno coloniza los vasos del tallo y degrada el area invadida,
disolviendo las paredes celulares y formando grandes cavidades llenas de aire con
residuos de los vasos lignificados, los que interrumpen el flujo del agua a través del tallo
ocasionando la muerte de la planta (Baayen et al., 1985).

Se ha descrito también que para F. oxysporum las rutas de sefializacién via MAPK son
necesarias y relacionadas para desarrollar procesos ligados a patogenicidad, teniendo
gue dentro de estas redes hay factores de transcripcion que poseen algun grado de
regulacion, tanto positiva como negativa, se toma como ejemplo de lo anterior el factor
Fmk1, quien es regulado negativamente por el nitrato de amonio (Perez-Nadales et al.,
2014).

2.4. Implicaciones en el cultivo de clavel

Entre las actividades econOmicas mas importantes para Colombia, se encuentran
presentes todas aquellas relacionadas con la agricultura, ganaderia, caza, silvicultura y

pesca, las cuales alcanzaron un aumento en el crecimiento del PBI del 2,0% con respecto



al afio 2017, teniendo que en el caso de cultivos perenes y transitorios se tiene un
incremento en el crecimiento del PBI del 1,6% para el primer trimestre del afio 2018
(DANE, 2020).

Para el afio 2016, se reporté que el negocio de las flores en Colombia presentd un
aumento del ingreso operacional, en los afios 2013-2014 el aumento fue del 14,3%
mientras que en los afios 2015-2016 fue del 30,3%, ademas se tiene que en el sector
hubo un incremento de ganancias netas del 47,3% para el afio 2015, aun un 18% de las
empresas reportan pérdidas econdmicas (Martinez, 2018). La estadistica mundial de
exportacion de flores reporta que Colombia es uno de los exportadores més importantes
de flores, representa el 17% de las exportaciones totales de flores en el mundo, siendo
Holanda es el exportador mas importante, teniendo un total del 40% de exportaciones de
flores del mundo (Martinez, 2018).

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, es uno de los patégenos mas importantes en cultivos
de clavel (Dianthus caryophyllus), ya que es responsable de la enfermedad conocida
como marchites o muerte vascular producida tras su colonizacibn en su hospedero
(Garibaldi y Gullino, 1987).

En diferentes partes del mundo se presenta una alta variabilidad patogénica por F.
oxysporum f.sp. dianthi causantes de marchitez vascular en cultivos de clavel, clasificadas
en razas como estrategia de organizacion taxonGmica por parte de los investigadores.
Segun esta clasificacion, la raza que presenta mayor dafio para los cultivos de clavel es la

raza 2, que se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial (Arici et al., 2019).

Fod puede atacar plantas de clavel en cualquier estado fenolégico, en cualquier época del
afo, interactuando directamente con las raices de la planta, ya sea que por heridas o no,
posterior a la interaccién con la raiz, coloniza el sistema vascular de la planta pasando por
el cortex de la raiz. Siendo las clamidosporas las estructuras que le permiten al patégeno
sobrevivir largos periodos de tiempo en el suelo, germinando en el momento que el hongo

detecta a la planta sembrada, dificulta el control del parasito (Filgueria, 2011).

La propagacion de productos agricolas en sistemas con carencias en la estandarizacion
de condiciones Optimas para el control de Fod en el cultivo de clavel, repercutié en la
propagacion de este fitopatbgeno en suelos colombianos (Soto y Filgueira, 2016).
Presentando los hidropénicos como una estrategia para mitigar la propagacion de
fitopatdgenos saprofitos presentes en el suelo, pero no es comdn encontrar sistemas

hidroponicos en Colombia por su alto costo de manutencion (Soto y Filgueira, 2016).



Cuando el clavel es infectado por Fod, empieza a tener problemas para la absorcion de
agua y nutrientes a causa de la colonizacion del hongo en el sistema vascular de la
planta. En la parte externa de la planta esto comienza a evidenciarse mediante clorosis y
pudricion, las hojas inferiores se tornan de color palido y amarillo, los tallos empiezan a
marchitarse y tomar tonos grisaceos, los haces del xilema toman coloracion parda; la
infeccibn se da generalmente desde la zona radicular, que luego tiende a expandirse
rapidamente a lo largo de la planta, generando de esta forma la muerte de la planta (Arici
et al., 2018).

Una estrategia para el control de la marchitez vascular en clavel es el uso de variedades
resistentes al patégeno. Sin embargo, se presentan inconvenientes a la hora de
desarrollar nuevos hibridos resistentes, que sean comercialmente aceptables. A pesar de
esto, se conocen variedades resistentes, que presentan diferente medida de resistencia
mediada por factores genéticos, no todas las variedades resistentes que estan en el

mercado responden de manera eficiente a diferentes cepas de Fod (Arici et al., 2018).

Aunque actualmente, para la produccién de variedades de claveles con caracteristicas
comerciales, se tiene en cuenta que las plantas presenten algin grado de resistencia a
fitopatdbgenos como Fod, se desconocen la totalidad de los mecanismos bioquimicos vy
moleculares relacionados al patosistema (Ardila et al., 2013). Pero se ha planteado que la
resistencia a Fod en clavel, esta estrechamente ligada con la capacidad de produccion de
fitoalexinas (Ardila et al., 2013). En el estudio de Vanegas en 2019, demostré una
aproximacion bioquimica en el estudio de rutas de sefializacién del 4cido salicilico y acido
jasmonico, involucradas en la resistencia del clavel al patégeno Fod. Asi mismo, se
evaluaron algunas enzimas asociadas con la activacion de dichas rutas; guayacol
peroxidasa (GPX), polifenol oxidasa (PFO), lipoxigenasa (LOX), fenilalanina amonio liasa
(PAL) y fosfolipasa D (PLD). Se evidencié por primera vez la complejidad de los procesos

de sefalizacién en la resistencia al marchitamiento vascular.

Se ha utilizado como mecanismo de control, el uso de fungicidas como pretratamiento en
el suelo para evitar la propagacion de Fod, siendo el bromuro de metileno un biocida
usado en los afios 80 (Pérez y Diaz, 2003). Sustancia que se ha prohibido desde la
implementacion del Protocolo de Montreal a nivel internacional, puesto que resulta toxica
para el clavel al dejar residuos en el sustrato, el cual posteriormente debe ser tratado con
grandes cantidades de agua para eliminar el bromuro de metilo, siendo un contaminante

ambiental (Yoffe et al.,, 2013). Esta sustancia se us6 en el sur de ltalia, presento



inconvenientes como la reinfeccion del suelo con el fitopatdgeno, otros compuestos
quimicos que presentan el mismo problema son el isocianato de metilo, metham-sodio y
dezomet, ademas del impacto sobre la salud de los floricultores (Pérez y Diaz, 2003). Sin
embargo, existen agroquimicos, que han resultados prometedores para el control de Fod
en cultivos de clavel, como el 1,3-dicloropropeno y disulfuro de dimetilo (Erazo et al.,
2021). Por otra parte, en Europa se ha reportado que, tras el uso de fungicidas
relacionados a los benzimidazoles, se han generado nuevas cepas resistentes del género
Fusarium a estas sustancias (Hawkins y Fraaije, 2015).

La correcta fertilizacion del suelo ha demostrado que, una elevada concentracién de
nitrégeno puede ayudar a controlar la dispersion de especies del género Fusarium y de
otros posibles fitopatégenos, dado que contribuye al aumento del pH en el sustrato en
caso de aplicar (NHs") y en suelos acidos, la aplicacion de (NH4*) contribuye al aumento
de (NHs) el cual resulta como controlador de hongos en el suelo (Lazarovits et al., 2005)
El uso de biocontroladores se ha utilizado como estrategia para mitigar el dafio causado
por hongos del género Fusarium. Sin embargo, por la plasticidad génica de Fusarium spp
se han desarrollado cepas que presentan resistencia a biocontroladores. La estrategia
que tiene mayor efecto sobre el patégeno, que ha disminuido propagacién de cepas
resistentes de F. oxysporum a los diferentes tratamientos, es el manejo integrado, en el
cual se combinan diferentes métodos de control, con el fin de evitar la seleccién de cepas

del hongo resistentes a alguno de los tratamientos (Erazo et al., 2021).

3. Manejo Enfermedad

3.1. Manejo de la enfermedad.

e Control por exclusion: Consiste en no sembrar en suelo donde la enfermedad se
haya presentado, sembrar material vegetal libre de la enfermedad, sin embargo,
este manejo es ineficiente debido a que el patégeno colonizar las plantas sanas y
suelos limpios (Garcia et al., 1995).

e Control fisico: Tratamiento con vapor, si la incidencia de la enfermedad es baja es
una buena opcion y econOmicamente viable, desinfeccion de herramientas y
personal usando Hipoclorito de sodio y solarizacion del suelo (Garcia et al., 1995).

e Control quimico: En la actualidad no existen productos quimicos registrados para

el control de la muerte vascular, la mayoria utilizan ingredientes activos en rotacion



0 en mezcla para controlar la enfermedad como: Carbendazim ®, Polietoxi Etanol
®, Carboxin ® y Thiram®. Pero, el uso de estos productos aumenta los costos de
produccién, dafio sobre el medio ambiente y la fauna benéfica (polinizadores)
(Fernandez- Larrea, 2001).

o Control bioldgico: El uso de hongos y bacterias frente a fitopatégenos cada vez es
mas comun a nivel mundial, ya que existen microorganismos que disminuyen la
actividad de la enfermedad por varios mecanismos; algunos de estos son
antibiosis, competencia por espacio o nutrientes, las interacciones con el patégeno
(micoparasitismo vy lisis enzimatica). Se debe realizar consensos de antagonistas
con diferentes modos de accion para evitar el riesgo a la resistencia (Borda et al.,
1993).

3.2. Manejo biotecnolégico de la enfermedad

Los programas mejoramiento de clavel, cuyo objetivo principal la obtencion de cultivares y
variedades con resistencia a patégenos, requiere la aplicacion de estrategias eficientes
que incrementen la resistencia en las variedades obtenidas, con el fin que sean

comerciales y resistentes.

Un estudio realizado por Perchepied y Pitrat (2004) se evalud la varianza genética, la
heredabilidad y se estimé el nimero de genes involucrados en la resistencia de F.
oxysporum f.sp. melonis para aportar informacién sobre la herencia poligénica de la

resistencia parcial.

Con respecto a la herencia en clavel, los estudios son pocos, debido a que la relacién es
bastante compleja, (Sparannaij y Demmink 1977 citado en Filgueira, 2011), determinaron
gue la resistencia de clavel a Fod era poligénica y aditiva. Arus et al., 1992 citados en
Filgueira, 2011), realizaron cruces entre individuos de las variedades Palma y Antares
(resistentes) y Manon, Mercury y Ada (susceptibles) y una linea experimental (R10)-
Sugiriendo que la resistencia es determinada por varios genes, pero solo es expresada
cuando todos estos, al menos, son heterocigotos para el alelo que confiere la resistencia
(R) y la susceptibilidad se ve determinada por la ocurrencia de uno o mas loci
homocigotos recesivos, ninguno de estos estudios tienen en cuenta las variables del

ambiente dentro de la respuesta que muestra el clavel con Fusarium.



Soto y colaboradores en 2016, realizaron la evaluacion floral del androceo y gineceo,
estableciendo la capacidad reproductiva util para la hibridacion de 2 variedades
comerciales Kaly y Candy y 2 lineas hibridas UM503 y UM226 de clavel en el programa
de mejoramiento de la UMNG enfocado a la resistencia a Fod, donde obtuvieron un total

de 809 semillas a partir de 9 cruces exitosos.

Se han realizado estudios para entender los fendbmenos relevantes de la histopatologia y
la bioquimica de la respuesta de defensa que presentan los genotipos tolerantes de clavel
(Filgueira, 2011; Vanegas, 2019). Una de las primeras barreras defensivas que tiene
como obijetivo aislar al patégeno en los tejidos vasculares xilematicos infectados, es la
acumulacién de geles en los vasos, que contienen principalmente polisacaridos y fenoles,
ambos son exudados por las células parenquimaticas adyacentes al punto de infeccion
(Baayen et al., 1985).

Ademas de la suberizacion alrededor del punto de infeccion, tanto en tallo como raiz, se
produce un aumento en los compuestos de naturaleza fendlica que son solubles o estan
parcialmente enlazados a la pared, clasificados como fitoalexinas (Curir et al., 2006;
Ardila, 2013).

4. Mecanismos de defensa Planta — Patogeno
Las plantas son organismos sésiles, estas estan sujetas al cambio de las condiciones
ambientales, incluyendo el ataque de agentes patdgenos (Taiz et al., 2015). Se conocen 2
estrategias de respuesta generalizada frente a un patégeno, la respuesta hipersensible en
la que la planta necrotiza localmente la zona del tejido infestado, con el objetivo de aislar
el patégeno evitando la propagacion y otra alternativa consiste en la reaccion sistémica en
la que la respuesta se produce a lo largo de todos los tejidos de la planta, estén
infectados o0 no (Lamb et al.,, 1989). En ambos, la estrategia resulta en mecanismos

especificos de sefalizacion y transduccion de sefiales entre la planta y el patdgeno.

Enzimas hidroliticas como B-1,3-glucanasa o quitinasa producidas por la planta o el
patégeno, actian como sefiales inductoras de los mecanismos de defensa

(Balasubramanian et al., 2012; Langner y Gohre, 2016).

En el momento que la planta reconoce la presencia del patégeno, se produce una

transduccién de sefiales que activa el sistema de defensa (Jabeen et al., 2015). Las



infecciones por hongos y la deteccion de elicitores fungicos, origina cambios en el
potencial de membrana y transporte de protones, que pueden ser mediados por la
actividad de la ATPasa en la membrana plasmatica (Tameling et al., 2002).

El ion Ca*? juega un papel importante en la sefializacién de inductores patogénicos, asi
como las concentraciones de inositol trifosfato y la accion de enzimas tipo kinasas y
desfosforilasas (Dixon y Lamb, 1990). Compuestos como el etileno, &cido abscisico, acido
salicilico o 4cido jasmonico, estan catalogados como inductores de diferentes genes de
defensa de la planta (Dixon y Lamb, 1990; Monroy — Mena et al., 2019).

Las proteinas expresadas en presencia a patdgenos y condiciones de estrés, estan
relacionadas con mecanismos defensivos y adaptativos, mediados por genes que se

clasifican en 3 principales grupos (Menéndez et al., 2020).
1. Genes que codifican proteinas de reparacion de la pared celular.

2. Genes que codifican proteinas de defensa directa con funcién
antimicrobiana o precursoras de proteinas relacionadas con vias de
sefalizacion en la respuesta de defensa, como: Inhibidores de Lectinas o
Proteasas, Permeabilizadoras de membranas como, Hidrolasas vy

Peroxidasas etc.

3. Genes que codifican proteinas de metabolismo secundario, que se
expresan en el momento de la elicitacion con el patégeno e intervienen en
la ruta Fenilpropanoides. Estas proteinas intervienen en la sintesis de
Alcaloides, Fitoalexinas, Flavonoides, Lignina y Metabolitos asociados a
defensa.

El modelo de Zigzag propuesto por Jones y Dangl en 2006, representa los pasos de la
interaccion entre planta y patdgeno. La capacidad de respuesta depende principalmente
en la capacidad de reconocer moléculas propias del patdgeno y desconocidas para la
planta (Boller y He, 2009; Vazquez et al., 2018).

Se reconoce que el sistema inmune de las plantas esté constituido por una unidad innata
gue trabaja de 2 formas, el reconocimiento de PAMPs (Pathogen -Associated Molecular
Pattern), mediante receptores que reconocen los patrones PRRs (Pattern Recognition
Receptors) que se encuentran en la superficie de la pared celular, y se denomina PTI

(PAMP-Triggered immunity). También existen unos patégenos que inhiben la PTI, los



cuales son reconocidos por receptores adicionales NB-LRR (nucleotide binding leucine-
rich repeat), siendo los elicitores los que desencadenan la cascada de sefializacion de
respuesta al patdégeno y constituyen la segunda forma de respuesta contra patégenos y
se denomina ETI (Effector-Triggered immunity), (Jones y Dangl, 2006).

El mecanismo de accion de respuesta al patdgeno comienza cuando los PAMPs son
reconocidos por los PRRs, lo que resulta en la activacién de la PTI, que pueden detener la
colonizacién del tejido vegetal. Los patdégenos que no fueron reconocidos liberan
efectores de virulencia, los cuales intervienen con la PTI y resulta en una ETS (Effector-
Triggered susceptibility), efectores que son reconocidos por las proteinas NB-LRR,
activando la ETI, la cual es la respuesta amplificada y acelerada de PTI, lo que conlleva a
la resistencia de la enfermedad o a una respuesta apoptética del tejido infectado, el
patdgeno puede evitar la ETI suprimiendo el gen efector, adquiriendo antigenos o
efectores adicionales (Meng y Zhang, 2013; Jones et al., 2016).

4.1. Resistencia genetica a Fusarium oxisporum

A pesar de que el clavel es la flor mas importante de la floricultura mundial, el
conocimiento de la genética de la especie (secuencias y marcadores moleculares) es muy
escaso en la bibliografia, puesto que el interés se habia centrado en el seguimiento a los
genes de senescencia y aquellos relacionados con los pigmentos en la flor (Yagi et al.,
2013). No se han reportado secuencias de genes de resistencia a FOX, sin embargo, si
existen reportes de genes relacionados con la resistencia a este parésito en otras
especies vegetales cercanas al clavel, lo que indica que deben estar presentes la

secuencias que codifican estos tipos de genes.

Estudios relacionados a la determinacién de niveles transcripcionales de enzimas
relacionadas con los procesos de defensa contra F. oxysporum en plantas se han
realizado, demostrando en diferentes modelos que las plantas presentan sobreproduccion
de enzimas relacionadas a rutas metabodlicas que concluyen en la produccion de
metabolitos secundarios que intervienen en procesos de defensa contra fitopatdgenos
(Vanegas, 2019).

En Cicer arietinum tratadas previamente con bacterias del género Rhizobium presentaron

un aumento en la produccion de enzimas como el complejo PAL (fenilalanina-amino liasa)



y de CHS (Chalcon-sintasa) al ser enfrentadas a F. oxysporum, junto con una
acumulacion de compuestos fenolicos en sus estructuras (Arfaoui et al., 2007).

Durante la interaccion de Citrullus lanatus con F. oxysporum, ademas de las diferencias
histopatoldgicas en los haces vasculares del xilema de plantas resistentes y susceptibles,
se pudo evidenciar que durante el ataque con F. oxysporum, en plantas resistentes hubo
una mayor expresion del complejo PAL que, en las plantas susceptibles, lo que sugiere
que este complejo enzimético puede estar relacionado a procesos de defensa contra F.
oxysporum (Cheng et al., 2008 citados en Dao et al 2011).

En clavel, Ardila y colaboradores (2011), se estudiaron la regulacion espacio temporal de
la actividad enzimatica y los niveles transcripcionales de la PAL, en plantas de clavel
inoculadas con Fod, en variedades con diferentes niveles de tolerancia a la enfermedad
Kiss (tolerante) — Uconn (susceptible). Se demostré que la variedad tolerante presento
induccién de la actividad de PAL en la raiz a las 48 h de inoculacion. Esto indico que este
o6rgano de la planta estimula la ruta Fenilpropanoide, responsable de la biosintesis de
metabolitos fendlicos asociados a la resistencia vegetal. En el tallo no hubo aumento en la
transcripciéon de PAL, lo que indica que la regulacion de la respuesta de defensa esta
determinada por el 6rgano involucrado en la detencién de elicitores en la interaccién
planta-patégeno.

En un sistema planta-patdgeno se ven relacionadas diversas interacciones que involucran
gran cantidad de sefializadores, genes de expresion constitutiva; o, por el contrario, genes
de expresion regulada, elicitores y receptores, entre otros, como diversos factores biéticos
y abidticos (Shanmugam, 2005; Li y Smigock, 2016).

Se han formulado hipétesis que proponen que las enzimas relacionadas con el
metabolismo del azlcar, ademas de estar relacionadas con rutas metabdlicas de
fitohormonas y procesos de respuesta temprana a fitopatbgenos como F. oxysporum
contribuyen mantener el ambiente oxidativo en las células y proporcionan energia para
mantener activos los mecanismos de respuesta a patdgenos en la planta (Morkunas &
Ratajczak, 2014).

En el grupo de factores responsables de la interaccion planta-patégeno mencionados
anteriormente, encontramos un grupo de proteinas vegetales, ampliamente mencionadas
en la literatura cientifica, que desempefian un papel importante en el reconocimiento de
proteinas fungicas degradadoras de la pared celular vegetal como lo son las

poligalacturonasas, dichas proteinas vegetales son denominadas proteinas inhibidoras de



policagalcturonasa con repeticiones ricas en leucina, PGIP LLR por sus siglas en inglés
(Shanmugam, 2005; Li y Smigock, 2018).

Cabe resaltar que el expresoma de una planta al ser atacada por un patégeno va a verse
afectado por la interaccion que se da entre ambos organismos, al hacer la secuenciacion
del expresoma de Lilium regale (variedad resistente a la infeccién) después de ser
inoculada con F. oxysporum, mediante la técnica de hibridacion sustractiva, reveld
diferencias importantes en la variacion de la expresion de genes relacionads a proteinas ,
entre los cuales se pueden encontrar enzimas relacionadas a la defensa de la invasion
contra hongos, tales como quitinasas, catalasas, peroxidasas, entre otras (Rao et al.,
2013).

Las LRR se han descrito en diferentes grupos vegetales como proteinas que confieren
resistencia contra diferentes fitopatdégenos, teniendo claramente el ejemplo de las
NBARC-LRR, que confieren resistencia contra F. oxysporum, pero que ademas de cumplir
este rol, también desempefan un papel importante en la muerte celular programada (Du
et al., 2012).

Los cambios mencionados anteriormente en el expresoma de plantas con resistencia a la
invasion por F. oxysporum es comunmente descrito, ya que, durante la interacciéon en
membrana de las células de las plantas, en el momento en que los elicitores del hongo
interactlan con la planta se inicia la transcripcion de PAMPs, (triggered immunity) PTIs,
ETSs, ETls (Silva et al., 2018).

4.2. Mecanismos de regulacion de la defensa vegetal contra factores de estrés

El complejo HSP90, es un mecanismo de regulacién de la expresion en respuesta
hipersensible y respuesta inducida, altamente conservado, disefiado para la supervivencia
de la planta en diferentes tipos de estres, que suele ser mediada por fitohormonas y las
moléculas relacionadas a la ruta de sefalizacién de estas importantes moléculas, donde
participan factores que regula la expresién como pequefias moléculas de ARN y factores
de transcripcion (Kadota y Shirasu, 2013; Kozeko, 2019).

Las proteinas pertenecientes a este conservado e importante grupo, poseen la
particularidad de contener en su estructura la presencia de un sitio de union a nucleétido,
donde es comun encontrar interaccion con ATP, necesario para llevar a cabo procesos
metabdlicos con gasto energético, como lo puede ser alguna cascada de sefializacion de

respuesta a la interaccion con fitopatdgenos, entre otros muchos casos de respuesta a



estrés en la planta por parte de su ecosistema o condiciones fisiologicas (Kadota y
Shirasu, 2013).

La regulacién genética de genes que codifican para proteinas que responden a la invasion
de fitopatdbgenos en la planta se encuentra también ligada a regulacion mediante
pequefias moléculas de ARN, se ha demostrado que sImiR482e-3p interviene o se
relaciona a procesos de sintesis de FRG3, la cual es una de las proteinas ricas en
repeticiones de leucina que confiere o se relaciona con la resistencia vegetal a F.
oxysporum (Ji et al., 2018).

LRR-RK MIK2, es un receptor tipo quinasa, encontrado comunmente en la pared celular
de las plantas es uno de los encargados de recibir las sefiales de dafio en las paredes
celulares producidos por diversos factores, entre ellos la interaccion con F. oxysporum
(Chakraborty et al., 2019). En el momento en el cual se da el reconocimiento del ataque
producido por el hongo en la planta, los niveles de expresion genes que codifican a esta
proteina aumentan, teniendo que la cascada de sefalizacion molecular en la que
interactlla LRR-RK MIK2 es la ruta del 4cido jasmonico y también se relaciona con la
produccién de lignina, por dando resulta de fundamental importancia en los procesos de
defensa contra patdégenos, particularmente contra F. oxysporum. (Van der Does et al.,
2017).

Durante la interaccion entre F. oxysporum y Musa paradisiaca, tras evaluarse el
expresoma de la planta, se hace evidente que hay sobre expresidn con respecto al control
en la produccion de proteinas PR, entre las cuales podemos encontrar proteinas y
factores de transcripcion relacionados con rutas metabdlicas que conllevan a la
produccion de fitohormonas como &cido jasmonico, etileno y a la produccion de lignina,
dichas proteinas son relacionadas a los grupos CEBIP, BAK1 y proteinas NB-LRR (Bai et
al., 2014).

Al evaluar el expresoma obtenido de Cucumis melo se observan también cambios
sustanciales en los genes transcriptos, lo cual indica que la expresion genética de una
planta bajo ataque de F. oxysporum cambia en comparacion con un estado de ausencia
del patégeno (Sestilli et al., 2011; Oumouloud et al., 2013).

Arabidopsis thaliana cuenta también con variedades resistentes y susceptibles de a la
infeccibn por F. oxysporum, teniendo que al analizar el transcriptoma de ambas
variedades durante la interaccion con el fitopatbgeno se tiene que en la variedad
resistente se presenta proteinas transmembranales LLR que contribuyen a la sefalizacién

molecular de rutas de defensa como respuesta hipersensible y respuesta sistémica al



ataque por patdgenos, estas proteinas son conocidas como FRO1 y RFO2, las cuales
interactian con las proteinas Arv producidas por el hongo durante el ataque (Shen y
Diener, 2013).

El analisis gendémico de la planta Vigna unguiculata revela la presencia de un cluster de
genes relacionados a la resistencia a la infeccion por F. oxysporum, los cuales
corresponden a secuencias similares a quinasas (Pottorff et al, 2012; Pottorff et al, 2013).
En garbanzo se han encontrado los genes foc O, foc 4 y foc 5, los cuales confieren

resistencia a F. oxysporum f.sp. ciceris (Tekelioglu, 2000).

Yagi y colaboradores (2013), realizaron un andlisis del genoma del clavel, limitado a una
variedad de produccion comercial, luego la informacién gendémica es muy limitada. Por
otro lado, en clavel se han construido mapas génicos de ligacidon se han construido para
identificar QTLs, en especial el estudio de la resistencia a bacterias (Yagi et al., 2014).

En tomate se describié el gen I-2, responsable de la resistencia a F. oxysporum f.sp.
lycopersici (Ori et al.,, 1997; Tameling et al., 2002); y el gen Fr-1 y en Lycopersicon
pimpinellifolium los genes I-2 e I-3 (Grube et al., 2000).

Ademas, proteinas transmembranales con dominios ricos en leucina, que interactian
como sefalizadores durante la interaccion con F. oxysporum, se han reportado las
proteinas I-1, 12 y I3, las cuales ofrecen diferentes grados de proteccion a la planta
portadora de dichos genes contra el mismo patégeno. Aunque dicha proteina se
encuentre presente en la planta evaluada, el patégeno es capaz de colonizar el sistema
vascular de la planta, pero en forma reducida en comparacion con aquellas plantas de
tomate que no presentan los genes que codifican para dichas proteinas (Van der Does et
al., 2018). Estos genes también han sido encontrados en Musa paradisiaca, donde se ha

comprobado que también son regulados por ARNm (Wei et al., 2014).

Otros mecanismos de defensa que utilizan las variedades resistentes de Musa
paradisiaca para la defensa contra la pudricion vascular producida por F. oxysporum , es
la regulacién de genes dependientes de la activacion por benzotiadiazol, entre los cuales
podemos encontrar un gran nimero de genes que aumentan su expresion al someter las
raices a concentraciones de este activador de la expresion génica, donde algunos de los
genes expresados pueden relacionarse con la defensa vegetal, entre los genes regulados
por esta sustancia quimica podemos encontrar gran nimero de proteinas tipo quinasa,

encargadas de la regulacion de rutas metabdlicas (LI et al., 2013).



En clavel Monroy — Mena (2020), evalu6 el efecto de elicitores de origen bidtico en la
transcripcion de algunos genes involucrados en los mecanismos de defensa de clavel en
presencia de Fod. Determind que la elicitacion genero un aumento en los niveles de
transcripcion de 1551 genes de los cuales, 347 codifican para proteinas relacionadas con
funciones de respuesta a estrés. Tales como: B-1-3 endoglucanasas y quitinasas,
enzimas involucradas en rutas biosintéticas de metabolitos secundarios, proteinas
asociadas con el reconocimiento de PAMPs y MAMPs y factores de transcripcion de
respuesta al etileno. Y compararon los niveles transcripcionales durante la inoculacién con
el patdgeno, de 4 genes con potencial expresion diferencial. La elicitacion aumento la
expresion de la enzima aminociclopropilcarboxilato oxidasa relacionada con la biosintesis
del etileno y de una proteina que actia como factor de respuesta a esta hormona.

La busqueda de marcadores moleculares para asociar resistencia vegetal hacia
fitopatdgenos, como F. oxysporum tiene gran interés, la bisqueda de SNPs asociados a
la presencia de proteinas que promueven la resistencia a la planta contra ataques por
plagas, para el caso de Musa paradisiaca se han encontrado un gran numero de
polimorfismos de un solo nucleétido que pueden asociarse a la resistencia contra F.

oxysporum en perfiles de expresion genética (Li et al., 2013).

4.34.3. Algunas rutas de defensa en plantas, asociadas a metabolitos
secundarios y dirigidas contra fitopatégenos

Los Fenilpropanoides derivados del &cido hidroxicinamico han sido descritos
principalmente como metabolitos secundarios inducibles en respuesta a la presencia de
patégenos en la planta (Sanmartin, 2008; Yogendra et al., 2015).

En Solanum tuberosum, se describié que la sobreexpresion del factor de transcripcion
StWEKY1 en plantas transgénicas incrementa la produccion de enzimas relacionadas con
la sintesis de HCAAs tales como tiramin hidroxicinamoil transferasa (THT), fenédmeno que
también ocurria al inducir la infeccion por Phytophthora infestans en plantas resistentes
(Yogendra et al., 2015).

La presencia de HCAAs presentan reportes muy detallados en cuanto a su funcién como
metabolitos de defensa que suelen acumularse en las paredes celulares, también los

HCAAs presentan relacion en diferentes procesos relacionados con el desarrollo vegetal



en cuanto a division celular, reticulacién de la pared celular entre otras (Moschou et al.,
2012).

En la literatura se reporta que algunas de las alcamidas son sintetizadas con la ayuda de
la enzima N-piperoiltransferasa, la cual actia uniendo piperoil-CoA a la piperidina,
pirrolidina, o a la isobutilamina, lo que contribuye a la formacién del grupo amida; se ha
descrito que la funcién particular de las alcamidas en la planta es contribuir en la defensa
contra herbivoros y patogenos (Rios y Olivo, 2014).

Los flavonoides en las plantas, dada su capacidad antioxidante desarrollan importantes
funciones en las plantas, dado que pueden contrarrestar el efecto de especies reactivas
de oxigeno (“ROS”) producidos durante los procesos de respiracion celular (Romero —
Rincén, 2020). Estas moléculas ofrecen proteccion extra a la planta contra el estrés
oxidativo, el cual es un factor que puede aumentar en las plantas cuando se exponen a
radiacién excesiva. La glucosilacion de los flavonoides ocurre en el citosol, donde la
enzima UDP-glicosidasa transfiere el grupo glicésido a los flavonoides sintetizados en
diferentes organelos celulares, teniendo que la contribucibn a la regulacion de
mecanismos de defensa contra patdgenos (Agati et al., 2012).

Las isoflavonas en las plantas se relacionan con la actividad de la enzima isoflavona-
sintasa, enzima relacionada por el gen GmIFS2. La inhibicion de genes relacionados con
la produccién de isoflavonas se traduce en la susceptibilidad a patdégenos por parte de la
planta, lo cual indica que las isoflavonas representan un tipo de resistencia a la infeccién

por diferentes microorganismos (Falcone-Ferreira et al., 2012).

5. Uso de herramientas moleculares
El andlisis de transcriptoma es muy importante para interpretar el contenido genético de
un organismo, una de las aplicaciones mas importante de la tecnologia de NGS (Next
Generation Sequencing) es la secuenciacion de un grupo de mRNA (RNA-seq). RNA-seq
proporciona una potente herramienta para construir y caracterizar la transcripcion de un
organismo, identificando los genes responsables de un fenotipo de interés y realizar la

medida de expresion de genes (Garg y Jain, 2013).

Utilizando NGS y analisis a gran escala del transcriptoma (RNA-seq), (Tanase et al.,
2012), Yagi y colaboradores (2013) construyeron un mapa de ligamiento usando SSRs

derivados del analisis RNA-seq para el caso de la Resistencia a Burkholderia caryophylli.



Se evidencia, que el tema de FOX no aparece reportado en bibliografia para estudios

relacionados con la expresion del clavel durante la interaccién con el patégeno.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa de Transcripcion inversa (RT-
gPCR) es un método desarrollado de la tecnologia PCR tradicional, que es especifico,
sensible y de alto rendimiento para la cuantificacion de acidos nucleicos (Exposito —
Rodriguez et al.,2008).

El ARN es la molécula de estudio transcriptoma y expresoma, este se debe
retrotranscribir primero a ADN complementario (ADNc) mediante el uso de una
transcriptasa inversa del ARN total o0 mensajero (ARNm). Luego, el ADNc se utiliza como
molde para la reaccién de la qPCR (Bustin et al., 2005). Esta técnica ha sido ampliamente
utilizada en Biologia Molecular, Medicina y en otros campos de investigacion basica,
especialmente en estudios de expresion de genes, identificacion de cepas, y la inspeccion
y cuarentena de plagas y enfermedades de origen animal y vegetal (Yuan et al.,2014).
Debido a la alta sensibilidad, muchos factores podrian afectar la precision de la técnica. El
muestreo incorrecto, perdida en la extraccion de ARN, cantidad de ARN vy la eficiencia en
la amplificacion por PCR son las posibles causas de errores en el andlisis de expresion
génica (Svingen et al., 2015).

Utilizando la técnica de RT-gPCR Yu y colaboradores (2021), realizaron una evaluacion
de la expresién génica de Housekeeping de Dianthus caryophyllus, mostrando la
estabilidad en de la expresion en diferentes condiciones experimentales, la expresion de
los genes varia significativamente dependiendo de la condicién en que la planta se
encuentre. La expresion de los genes de referencia fueron evaluados bajo tratamiento de
hormonas, metales pesados, sal, calor, frio, inundaciones y sequia fueron EF1a (factor de
elongacién 1 alfa) / TIF5A (factor de iniciacién de la traduccion 5A), UBQ10 / 18S (ARN
ribosémico 18S), UBQ10 / CYP, TUB (gen de la B-tubulina) / TIP41 (proteina de la familia
similar a TIP41), TIFSA / EF1a, TUB / TIP41 y TIP41 / PP2A (proteina fosfatasa 2A).
Siendo este el primer estudio sistematico sobre la estabilidad de Housekeeping de

referencia internos en clavel.

Monroy-Mena y colaboradores (2019), seleccionaron y validaron genes de referencia para
estudios transcripcionales en el modelo clavel — Fod. Seleccionaron genes asociados a
metabolismo basal, utilizados como genes de referencia en otros modelos de interaccién

planta — patégeno y se determind el efecto de la inoculacién del patégeno sobre la



expresion por elicitacion. Disefiaron oligos para determinar si los genes candidatos para
verificar la presencia en el genoma de claveles cultivados en Colombia, como su
transcripcion en diferentes tejidos por medio de RT-PCR. Evaluando los niveles
transcripcionales en tallos y raices de 2 variedades con diferentes niveles de resistencia a
la enfermedad, que fueron inoculados con el patdgeno. Determinando que los genes
codificantes para la histona H3 y el ARN18s no presentan variacién en los niveles de
expresion, por el efecto de la inoculacion, proponiendo estos genes como candidatos de

referencia en estudios transcripcionales en el modelo clavel — Fod.

CAPITULO II. ESCRITO TRABAJO DE GRADO
Estudio de la variacion de la expresion de genes ortdlogos de variedades resistentes y
susceptibles de Dianthus caryophyllus elicitadas con Fusarium oxysporum f.sp. dianthi en
condiciones in vitro.

1. RESUMEN - ABSTRACT
Colombia es el primer productor mundial de clavel y el patégeno, Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi (Fod) causa grandes pérdidas en el cultivo comercial de esta planta. La
produccién de variedades resistentes al hongo es una de las formas mas efectivas para
controlar los dafios producidos por el parasito. A pesar de que se han realizado trabajos
que han descrito el desarrollo de la enfermedad en clavel causadas por Fod, asi como
estudios sobre los cambios histolégicos y bioquimicos en las variedades resistentes vy
susceptibles, los genes que gobiernan la respuesta de defensa en contra del ataque del
patdgeno no se han caracterizado aun. Sabemos por trabajos anteriores en nuestro grupo
de investigacion, que la resistencia del clavel a Fod esta mediada por tres pares de genes
autosomicos con herencia simple y aditiva, pero es necesario reconocer estos genes de
tal forma que se pueda utilizar este conocimiento para conducir apropiadamente los
programas de mejoramiento del clavel comercial. En el presente trabajo se obtuvo el
material biolégico, usando células indiferenciadas de clavel y Fod cepa 2019, evaluado los
oligos por amplificacion por PCR en ADN gendmico, posteriormente se evaluaron 22
parejas de oligos identificados en trabajos previos como housekeeping, genes

relacionados con resistencia a parasitos y genes que codifican a proteinas relacionadas



con patogenicidad mediante RT-gPCR, relacionados con la respuesta de defensa a Fod
en las variedades resistentes UMNG395 y UMNGF1B2 y variedades susceptibles
UMNGSH2 y UMNG6515 del programa de mejoramiento del clavel de la UMNG.
Demostrando que la expresion unos genes en fenotipos resistentes no estéa asociado a la
resistencia, sino que un conjunto de genes son parte de un metabolismo relacionado con
la respuesta de defensa frente al patdégeno, que abarca procesos de sefalizacion,

regulacion, induccién, transcripcion de genes.

Palabras clave: Resistencia vegetal, Dianthus caryophyllus, Respuesta de defensa, RT-

gPCR, Expresion diferencial, Genes ortélogos.

2. INTRODUCCION
En el mercado internacional, el clavel Dianthus caryophyllus es una de las flores cortadas
mas importantes, por su gran variedad de colores, por ser un elemento fundamental en

cualquier “bouquet” y por tomar diferentes roles en los arreglos florales (Quirés, 2001).

Colombia es lider mundial en produccion de claveles y actualmente participa con el 52%
del mercado de la flor que se comercializa en el planeta. EIl cultivo de claveles en
Colombia ocupa el 12% del area cultivable, es decir mas de 910 hectareas, de las cuales
cerca del 97% se encuentra en el departamento de Cundinamarca (Redagricola

colombiana, 2020).

Segun el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), las especies sembradas son las rosas
con una participacion de 37%, clavel con 15%, hortensia representa 14%, crisantemo

alcanza 12% y alstroemeria (astromelias) 5% en términos de exportacion.

El principal problema para los floricultores es la enfermedad del marchitamiento vascular
causada por Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, ha sido la enfermedad vascular mas
limitante del cultivo de clavel en Colombia, durante las ultimas décadas, a pesar de las
medidas de manejo implementadas (Asocolflores, 2018). Para el afio 2010 se presento
una disminucion en la produccién y exportacion de claveles pasando del 25% al 15%, se
cree que esta reduccion se debe a la marchitez vascular, que trajo consigo perdidas de

area cultivable y perdida de material vegetal cultivado (Castellanos, 2010).



La produccion de variedades de clavel competitivas comercialmente y que presenten
resistencia a la marchitez vascular ocasionada por F. oxysporum f.sp. dianthi, en
condiciones ambientales de la sabana de Bogota permitirian reducir los costos de
produccion que implican las medidas de mitigacion y control del patégeno, asi como las

pérdidas de material vegetal causadas por esta enfermedad.

Siendo el clavel la flor mas importante de la floricultura mundial, el conocimiento de la
genética de la especie es muy importante, puesto que a nivel molecular se podria dar
respuesta a enfermedades causadas por patdgenos, sin embargo, en forma de
secuencias, y marcadores moleculares es muy escaso en la bibliografia (Yagi et al.,
2013). Ya que el interés se ha centrado en el seguimiento a los genes de senescencia y
aguellos relacionados con los pigmentos en la flor y muy pocos estudios enfocados a la

identificacion de genes ligados a la resistencia.

El grupo de investigacion Fitopatologia Molecular de la UMNG ha venido desarrollando un
programa de obtencién de nuevas variedades comerciales de clavel y cuenta con
variedades y lineas hibridas experimentales susceptibles y resistentes a Fod. Igualmente,
se ha trabajado en la identificacion de genes de resistencia en clavel mediante el uso de
técnicas como SSRs, RFLPs y amplificacion de homologos por PCR, para aportar

conocimiento nuevo a nivel molecular del patosistema clavel-Fod.

En este estudio, se quiere generar conocimiento en el area de la genética de la planta,
que no existe actualmente, en especial sobre las bases moleculares del mecanismo de
respuesta al patdgeno, en términos de expresion diferencial de genes candidatos
relacionados con respuesta de defensa e identificacion de vias de defensa que se activan
en las plantas de clavel frente al ataque del hongo. La evaluacion de la expresion de los
genes implicados en la respuesta de defensa, podrian permitir, en un futuro, el desarrollo
de marcadores moleculares de resistencia y estudios de funcionalidad y expresion génica,
con la finalidad de obtener variedades comerciales — resistentes, aportando directamente

al sector floricultor.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
e Estudiar la variacion en la expresién de genes ortélogos putativos relacionados

con la resistencia a Fusarium oxysporum en variedades resistentes y susceptibles

de Dianthus caryophyllus.
3.2. Objetivos Especificos
e Evaluar la respuesta a la interaccion de Fusarium oxysporum frente a variedades

resistentes y susceptibles de Dianthus caryophyllus en condiciones in vitro.

e Establecer diferencias en la expresioén de genes involucrados con la respuesta de
variedades resistentes y susceptibles a Fusarium oxysporum mediante ensayos de

elicitacion in vitro.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencidén del Material Bioldgico.

Se emplearon hibridos de clavel obtenidos por cruce de variedades comerciales
(susceptibles) con variedades silvestres (resistentes), (Po) y sus descendientes F1 a Fb5,
obtenidas por autopolinizacion, dentro del programa de mejoramiento de clavel de la
Universidad Militar Nueva Granada, donde los hibridos F1B2 y 395 presentan un caracter
de resistencia y los hibridos 6515 y SH2 presentan un caracter de susceptibles.
Igualmente, se utiliz6 una cepa de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi (2019), evaluada

previamente en trabajos anteriores por su virulencia contra el clavel.
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Figura 1: Arbol genealdgico de variedades resistentes F1B2 y 395, susceptibles 6515 y
SH2 de clavel.

4.2. Propagacion in vitro de células indiferenciadas (CIS) de variedades Resistentes
y Susceptibles

Para la generacion in vitro de los callos, se utilizé el medio de cultivo Murashige y Skoog
(MS) (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 10uL de hormona 2,4-D (&cido 2,4-
diclorofenoxiacético 1 ppm), sacarosa (30 g/L), Phytagel™ (3 g/L), pH de 5.8 para la
obtencion de células indiferenciadas. Se utilizaron hojas cortadas de cada variedad, las
cuales fueron colocadas sobre el medio. Las células se mantuvieron en un cuarto aislado
a 26 °C, fotoperiodo de 16 horas luz a 6000Ix (Soto et al., 2009; Perilla, 2014).

4.3. Obtencidn de Fusarium oxysporum a partir de muestras de plantas
infectadas.

Para la obtencién del hongo, se recolecté material vegetal (tallos) de clavel con sintomas
aparentes causados por Fusarium oxysporum. De plantas en el invernadero de
Fitopatologia Molecular de la Universidad Militar de Nueva Granada en el municipio

Cajica, Cundinamarca.

Las muestras recolectadas fueron llevadas al laboratorio donde se trataron sumergiendo
los tallos en Hipoclorito de sodio al 5% (2 minutos), luego 76% de alcohol (1 minuto) y se
enjuagaron con agua destilada para desinfectar la corteza de los tallos obtenidos. Luego
se realizaron cortes en el tejido por muestra y se colocaron en medio Papa Dextrosa Agar

(PDA) y se incubaron a 24 °C durante siete dias.



Se aisl6 el hongo nuevamente en PDA tomando un trozo de medio con micelio y se llevo
a incubar a 24 °C durante siete dias, purificando y asegurando el crecimiento de Fusarium
oxysporum (Soto et al., 2009; Cappuccino y Welsh, 2017). Se realizé la identificacion
macroscopica y microscopica del hongo en el microscopio ZEISS® Axioskop 2 Plus,
siguiendo el manual ilustrado para la identificacion de especie del género (Toussoun et
al., 1983).

4.4. Obtencidon de cultivos monospéricos de Fusarium oxysporum

Se tomé un trozo de medio PDA con micelio de cada aislamiento de cada muestra y se
pasé a Erlenmeyer individual con 150 mL de medio liquido Czapek y se dej6 bajo
agitacion a 100 r.p.m. a una temperatura de 27 ° C durante tres dias. Después de este
tiempo, se realiza una diluciéon 1x10e-4, se tomé una alicuota de 100 pL de esta dilucién y
se sembro6 con un rastrillo de vidrio sobre la superficie de la caja de Petri con medio PDA,
a 24 ° C durante 24 horas (Duarte et al., 2016).

Se realizdé la observacién usando un microscopio invertido con contraste de Fases
Olympus ® CK40, se localizaron conidios germinados, estos fueron separados en cajas

individuales y se dejaron en incubadora a 24 °C durante siete dias.

4.5. Ensayo de reinfeccion y aislamiento de Fusarium oxysp

En un frasco con medio de cultivo MS sacarosa (30 g/L), Phytagel™ (3 g/L), pH de 5.8,
ubicado en un cuarto aislado a 26 °C y fotoperiodo de 16 horas luz con intensidad
luminica de 6000Ix. Se colocaron 4 plantas micropropagadas, permitiendo el crecimiento
hasta el desarrollo de raices. Luego se sembraron 20 yuL de suspension de esporas en
concentracion 1x10e-6 esporas/ml de Fusarium oxysporum en medio Czapek, con ayuda

de un circulo de papel de 0,7 cm de radio en el centro de las 4 microplantas.

Se le permitié al hongo crecer e invadir las raices de las microplantas por 7 dias. Luego,
se tomaron las plantas infectadas, se retiraron las hojas y raices, se lavaron los tallos
completos en hipoclorito de sodio 5% (2 minutos) y etanol 96% (1 minuto) y Agua
destilada estéril (2 minutos). El tallo se dividié en 4 partes, se sembré de forma horizontal

en PDA sin perder la orientacion basal — apical y se dejé en incubadora a 24 °C durante 7



dias. Luego se aislé el hongo nuevamente en medio PDA y se obtuvo el cultivo

monosparico a partir de este.

4.6. Pruebas de elicitacion

El cultivo dual consistié en situar 2g de CIS en uno de los extremos de una caja de Petri,
con medio de cultivo MS (Murashige y Skoog 1962), sacarosa 30g/L, pH 5.8, semisdlido,
Phytagel™ 3 g/L, suplementado con 1 ppm de &cido 2,4- diclorofenoxiacético. Luego de 7
dias se inocul6 10 yL de una suspension de 1x10E6 esporas/mL del hongo sobre un
circulo de papel filtro estéril de 0.7 cm de didmetro, el cual se ubica opuesto al callo. El
cultivo se mantuvo por 7 dias, bajo condiciones de luz permanente y temperatura de 26
°C.

Se tomo registro de la medida de crecimiento del hongo en centimetros (cm) cada 2 dias
durante 12 dias, acompafiado de registro fotogréafico, que permitié construir la gréfica de
crecimiento del hongo, se hicieron 3 repeticiones por variedad mas el control del
crecimiento del hongo sin células (Soto et al., 2009). Se realiz6 un Andlisis de varianza y
una prueba de Tukey para determinar diferencias significativas y subconjuntos entre

variedades y control.

4.7. Extracciény cuantificacion de ADN de CIS

La extraccion de ADN se realizd segun la metodologia reportada por Soto y colaboradores
(2009). Se macer6 2 gr de células indiferenciadas para cada una de las variedades en
nitrégeno liquido, mezclando con 8 mL de buffer de extraccion precalentado [2% CTAB,
1.4 M de NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, 2-mercaptoetanol 0.2%, pH 8.0]. Se
incub6 a 60 °C durante 30 minutos con agitacion. Posteriormente se agregaron 7 mL de
cloroformo isoamil-alcohol (24:1, p/V), mezclando por inversién hasta tener una emulsion.
Se centrifugd a 6500 r.p.m. a temperatura ambiente durante 10 min, la fase acuosa se
recuperd en tubos nuevos y se adicionaron 2/3 del volumen de isopropanol frio y se dej6 a
4 °C durante 24 horas.

Se centrifugd a 6500 r.p.m. se elimind el sobrenadante y se agregé buffer de lavado
[etanol 76%, acetato de amonio 10 mM]. Luego de 20 minutos se centrifugd a 6500 r.p.m.

y se eliminé el sobrenadante. Luego que se secara el pellet, se adicion6 1 mL de TE [Tris-



HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0] se incubd a 37 °C durante 30 min, con Ribonucleasa A

de pancreas bovino [10 pug/ml].

Para precipitar el ADN, se adicionaron dos volimenes acetato de amonio (concentracion
final 2.5M) y etanol absoluto 2.5 volumenes. Finalmente se centrifugd a 10000 r.p.m. a 4
°C por 10 min, descartando el sobrenadante y re-suspendiendo el pellet en TE.

Se mididé la concentracion del ADN gendmico utilizando el Kit Qubit™ dsDNA HS. La
calidad del ADN se evalué mediante electroforesis en gel agarosa 1% se corrié utilizando
como buffer TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM &acido bérico, 2 mM EDTA), por 1 hora a 50
V en camara de electroforesis y fuente de poder BioRad ®. La tinciébn de ADN se realizé
con bromuro de etidio (Sigma) concentracion final 0.5 mg/ml y la visualizacion del gel se

realizé en transiluminador UV (Filgueira, 2011).

4.8 Extraccion y cuantificacién de ARN total de CIS.

Se utilizaron CIS elicitadas y no elicitadas, resistentes y susceptibles, siguiendo el
montaje de ensayo de elicitacion, para la activacion de mecanismos de respuesta en
clavel (Filgueira 2011). Previamente se trataron los morteros, pistilos, pinzas con Dietil
Pirocarbonato (DEPC). Usando puntas de 10, 200, 1000 filtradas libres de RNAsas.

Las células estuvieron enfrentadas al crecimiento de Fod durante 5 dias. La extraccion de
ARN de CIS elicitadas y no elicitadas de cada variedad, se realiz6 siguiendo el protocolo
del Kit RNA isolation NucleoSpin® de MACHEREY-NAGEL, cuyo principio de separacién

de los ARN se hace por filtracién en columnas de silice.

Se cuantificd6 el RNA empleando el Kit Qubit™ RNA HS Assay Kit High Sensitivity de
Thermo Fisher Scientific. Se evalu6 calidad del ARN mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% se corri6 utilizando como buffer TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM acido
bérico, 2 mM EDTA) tratado con DEPC, por 1 hora a 50 V en camara de electroforesis, La
tincion de ARN se realizé con bromuro de etidio (Sigma) concentracion final 0.5 mg/mly la

visualizacién del gel se realiz6 en transiluminador UV.

4.9. Ampliacién por PCR



La amplificacién por PCR se llevo a cabo, a partir de ADN gendémico, empleando el kit de
PCR MyTaqg™ DNA Polymerase de Bioline® ajustado a volumen de 20 uL (Tabla 1), en el
termociclador Eppendorf ® 035735 Mastercycler Nexus Gradient, siguiendo el protocolo

de amplificacion (Tabla 1).

Tabla 1. Protocolo PCR utilizando MyTag™ DNA Polymerase, ajustado volumen oligos y
ADN.

Reactivo Volumen
5x MyTaq Reaction
W Bl(jffer Aul
Primer Forware 0,4uL
Primer Reverse 0,4uL
Muestra de ADN 1uL

MyTag DNA Polymerase| 0,4uL

Agua tratada con DEPC| 13.8uL
Volumen Final 20uL

Tabla 2. Programa utilizado en amplificacion por PCR de ADN en termociclador (* Tm

annealing primers).

Temper | _.
Paso P Tiempo
atura
Desna_tgrghzamon 95°C 1 min
inicial
40 ciclos
Desnaturalizacion | 95°C [ 15seg
Annealing * 20 seg
Extension 72°C 20
Final
Hold | 4c | =

4.10. RT-qPCR

La RT-gPCR se utilizé el Kit One step SYBR Green® RT-gPCR with MMLV & hot-start
Taq DNA Polymerase de Sigma-Aldrich®. Se utilizé la amplificacion de secuencias por el
método no especifico de RT -qgPCR en el termociclador Line-Gene 9600 Plus de BIOER

Techology® y el andlisis de gréficas en el software 9600 plus.



Tabla 3. Protocolo Kit SYBR® Green Quantitative RT-qPCR, ajustado volumen primer y

RNA.

Tabla 4. Programa utilizando RT-qPCR en termociclador

Reactivo Volumen
2xSYBR GreenTaq
ReadyMix for 10uL
Quantitative RT-PCR

Primer Forware 0,4uL
Primer Reverse 0,4uL
Muestra de RNA 1uL
M-MLV RT 0,1uL
Agua tratada con DEPC| 8,1uL
Volumen Final 20uL

termociclador (* Tm annealing primers).

4.10.1. Genes evaluados

Temper

Paso
atura

Tiempo

Retrotranscripcion | 43° C | 30 mins
Deantqrgllzauon 95°C | 15seg
inicial
40 ciclos
Desnaturalizacion | 95°C | 15 seg
Annealing * 20 seg
Extension 72°C 20
Final
Hold | 4C | =

Line-Gene 9600 Plus

Los genes putativos escogidos para este proyecto fueron identificados en trabajos previos

del grupo de investigacion Fitopatologia Molecular de la Universidad Militar Nueva

Granada, utilizando analisis de transcriptoma de las variedades de clavel elicitadas y no

elicitadas con Fod (datos no publicados), relacionando genes que estan cumplen un rol en

la respuesta al estrés involucrados con la interaccion con Fod.

Se disefiaron oligos a partir de las secuencias obtenidas en el transcriptoma y utilizando el

programa “Primer designing tool” del NCBI. Se realiz6 BLAST a las secuencias “Forward”



y “Reverse complement”, para los “Housekeeping” (Tabla 5) y Genes relacionados con la
resistencia a patégenos (tabla 6), dando como resultado secuencias génicas anotadas en
Dianthus caryophyllus, con porcentaje de identidad del 100% y E-value < 0,005.

Con respecto a los oligos de genes putativos de proteinas relacionadas con patogenicidad
(Tabla 7), a partir del transcriptoma de clavel, se escogieron secuencias de genes
involucrados a mecanismos de defensa contra fitopatégenos reportados ampliamente en
literatura, se validé en la base de datos NCBI con las secuencias que correspondian a la
expresion de genes putativos, cada una de las secuencias de la base de datos fue
confirmada mediante un andlisis de dominios en la plataforma NCBI en el software
(Conserved Domain Analysis Tool); se seleccion6é Unicamente una secuencia, tomando
como criterio la menor cantidad de gaps presentes en los dominios conservados y se
confirmé la presencia en el genoma de clavel construido por (Yagi et al., 2014) en la base

de datos Kazusa DNA Research Institute.

Tabla 5. Oligos de Housekeeping.

Expected

Housekeeping Gene Forward Primer Reverse Primer fragment
(pb)
Alcohol deshidrogenasa CLAbb AAGGAATGCGCTCACTGCAAATCC | ATGTCGATTTCAAGCGTCCATGCG 852
Arginina Decarboxilasa CLAdd AATTCCGCCGTCGTTTGCTTCTTC TATCGGTCCTGGTTGCACTTCACA 764
Tetrahidroxichalcona 2- CLAgy | GGGAACCCGATGAAGGCCATAGAG | CCTGTCGAAGGGTGGCCTAGTA 800

glucosiltransferasa
"Ethylene Insensitive 3-like 2" CLAhh GGATGAGGACTGTACTGCGATGGG CTGCAGCTGATCACCGGTTTCC 985
Tabla 6. Oligos de genes relacionados con la resistencia a parasitos.

) : Expected

Genes putativos relacionados e T EewersE B f t

alaresistencia a parasitos w : vers : ra?rg)en

p

Antranilato-Hidroxicinamoil

. AMB4 GTGCCCTACTATCCAATGGCGGGTA | AAGGGGTTGCAGGAAAGGTCTCCAA 767
Benzoiltransferasa

Gen del receptor de etileno Ers2 TGTTGTCGCAGTTCGGGTCCC ACGTGTCGCTTGAACCTTTGCATG 1034
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa DicGT1 AGACATCGAGCTCTTCATGCTGGCT | ACCGATACACCACTTGGCTTCCACT 922
Fenilalanina amonioliasa Phel CTTGCCTTCCTCTGCGCGGA ATGGGGACTCAA GGCGGC 165

Antocianidina sintasa Antl GAAAATCGCTCCGTCGAGGGTTGAG | CCATAGCGGCCTTCTTCAGCTCATG 227




Tabla 7. Oligos de genes putativos de proteinas relacionadas con

patogenicidad.

Genes putativos de proteinas Expected
relacionadas con la Gene Forward Primer Reverse Primer fragment
patogénesis (pb)
B-1,3-Glucanasa AtBG pap GGCTTGTTACTGAAGGCTGGA GCTACAACACCTGAACTGCC 282
"Chitinasa 4 - like" ScChil TCGGTACTGGCACGAATGTC GTAACACCGAATTTGGCGCA 455
B-glucosidasa glucésido hidrolasas GHs CCGCATTGGCTGATGGATTG GCGATGGTCCAGGTTTGGTA 483
Aldoseal-epimerasa NbAELP CCTGCAAGGAGCTGGATCAT CGTAAACGCAAGTACGACGC 1004
Thaumatin like protein TLP TGCCTACAAATGCCGTGACA TGGCATCAATCATCGCAACG 276
B Amilasa BAM GGCTACTCAAGAGGCTCAGG CCAAACAACCGTCCCAGGAA 449
Homoblogo a peroxidasas AtPrxs TCGCAGACGTGGGTTTAACA CGGCATCAGACTGGAAGAGG 291
Catalasa CAT ACCGACACATGATTGGGTCC CTCAGCTTCACGAACAGGGT 617
Malato deshidrogenasa GhmMDH TCACAACCCGACTTACCGTC ACCTGTTTGACAGGCACTCC 879
Via de sefializacion mediada por | ipep, AGAGCGACAGTGCTCGTAAT AAGTCAACAGCTGCAGGAGA 100
acido jasmonico
Proteina inhibid del
oteina mhibidora de fa PGIP AAAACCGGTCTCACTTGGCT TGCTGGCAAAAGAGTCAGCC 313
poligalacturonasa
Via de sefializacion mediada por SA ATCGAATTTGCAGGACGGGT TCCCCTCGTAGGTCGTGATT 836
acido salicilico
"Receptor-Like Kinase" RLK TGGACCCAGATGGAGGAGTT ATCTCCTACTCATAACGCGGC 240

4.11. Andlisis de resultados de expression

En la observacién de las curvas de fluorescencia de RT-qPCR, se utilizé el Software
9600Plus propio del termociclador LineGene 9600 Plus Fluorescent Quantitative Detection
System de BIioER ®, se seleccionaron exportaron los datos crudos (Quantitative Raw
Data, Quantitative Result y Quiantitation Amplification Results) en formato .XLSX y

procesados en el Software Excel de Microsoft ®.

Los datos “Quantitative Raw Data”, fueron ordenados segun la posicién en la bandeja
porta muestras y el correspondiente resultado de fluorescencia en cada ciclo. Para cada

una de las muestras procesadas, se realiz6 la grafica de fluorescencia — nimero de ciclo.

A partir de la curva de fluorescencia construida, se obtuvo la linea de tendencia y la
(Y=mx+b).

comportamiento de la recta de un gen en las 4 variedades elicitadas y no elicitadas.

ecuacion lineal Se graficola linea de tendencia para comparar el

Se tom¢ la pendiente de la recta (m) como una medida diferencial de la expresion, al ser
la tangente del angulo que forma la recta con direccion positiva del eje de las abscisas,
que relaciona entre el cambio vertical y horizontal de una recta, siendo la razén de cambio

de la ecuacion



Las gréficas de comportamiento de la recta y la comparacion entre pendientes se
organizaron con respecto a los oligos en las tablas 5, 6 y 7. Se presentd la comparacion
entre variedades resistentes, susceptibles, elicitadas y no elicitadas por cada gen para el

analisis de expresion.

CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencién material biolégico

1.1. Propagacion in vitro de células indiferenciadas (CIS) de variedades resistentes
y susceptible

La propagacion de células indiferenciadas a partir de hojas de clavel, utilizando la auxina
sintética (2,4-D), que favorece la desdiferenciacién celular de los tejidos y alta tasa de

division celular (Tirado y Perea, 2011).

El proceso de desdiferenciacién celular tardo aproximadamente 4 semanas en la
formacion de los primeros callos. Estos fueron llevados a medio fresco, donde se les
permitio crecer durante 4 semanas. Se realizaba cambio de medio cada 4 semanas, para
garantizar los nutrientes y condiciones necesarias para el correcto desarrollo de callos. En
la propagacion se mantuvo la asepsia, evitando la contaminacién con microorganismos

ambientales.

De esta forma se mantuvieron células indiferenciadas, creciendo en una masa amorfa de
color amarillo verdoso, evitando la oxidacion de los tejidos por compuesto fendlicos

catalizados por la enzima polifenol oxidada (PPO) inductor de la produccién de quinonas,



las cuales son especies quimicas muy reactivas, que pueden llegar a generar dafio e

incluso muerte celular (Azofeifa, 2009) y siendo causa de pérdida de material vegetal in

vitro mas habitual.

Figura 2. Induccion in vitro de células de clavel correspondientes a las variedades
F1B2(A), 6515 (B), 395(C) y SH2 (D) en frascos de vidrio con medio MS modificado con
2,4-D para cultivo de tejido vegetal.

1.2 Obtencion de Fusarium oxysporum a partir de muestras de plantas infectadas

A partir de plantas con sintomas de muerte vascular, en la figura 3 se observa plantas las
cuales en condiciones de invernadero presentaron retraso en el crecimiento y clorosis en
hojas. El patron de clorosis fue uniforme en toda la hoja y por el avance de la infeccion los

tallos se marchitaron y los haces vasculares se decoloraron.



Figura 3. Planta de clavel en condiciones de invernadero con sintomas de muerte

vascular.

1.3. Caracterizacion morfologica
Se presentan las estructuras morfologicas descritas para la identificacion de Fusarium
oxysporum. Como se puede observar en la tabla 8, las estructuras corresponden al

tamafio y forma descrita segun Leslie y Summerell (2006).

Tabla 8. Descripcién morfolégica microscépica y macroscoépica de Fod.

FIGURA

DESCRIPCION




Las clamidosporas (A), se originan por la
modificacion de un segmento de hifas,
poseen una pared gruesa y lisa. Cumplen
una funcién de resistencia ambiental que
garantiza la propagacion y supervivencia

del hongo.

Observacion en 100x

Las Macroconidias (B), son caracteristicas
del género Fusarium en forma de canoa,

hialinas y divididas en 4 septos.

Observacion en 100x

Las microconidias (C) Son pequeiias,
generalmente unicelulares y con forma

ovoide con base redondeada.

Observacion en 100x

Las Esporodoquia (D) es una masa de
conidi6éforos cortos 'y estrechamente

ramificados que nacen de hifas.

Observacion en 40x

La estructura Macroscopica (F) en medio
PDA, una colonia lisa y algodonosa, de
color blanco — salmén palido, tefiida de
parpura en la zona central claramente
demostrado en el revés de la caja, este
resultado a partir de 20 dias de

incubacion.

1.4.

Obtencién de cultivos monospoéricos de Fusarium oxysporum




A partir del crecimiento de la dilucibn 10e-4 de esporas sembradas en medio PDA,
utilizando el microscopio invertido se permitié seleccionar una Unica espora germinada,
gue se llevo a caja de Petri con medio PDA como se observa en la figura 4. Luego de 3
semanas de crecimiento del cultivo monospdrico se evidencia desarrollo concéntrico del
micelio algodonoso de color salmén pélido, pigmentado en el centro de la caja,

confirmando exitosamente la pureza del aislamiento de Fusarium oxysporum.

Figura 4. Fusarium oxysporum en PDA aislado a partir de una sola espora (Monosparico).

1.5. Ensayo de reinfecciéon y aislamiento de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi (Fod)

Como se observa en la figura 5, se sembraron 4 cortes del tallo de la variedad SH2
infectada con Fod, que fueron tratados para eliminar posibles microorganismos epifitos,
asegurando la pureza del cultivo en medio PDA. Se evidencia que el hongo sale por los
extremos del segmento donde se corto el tallo, nuevamente la observacion macroscopica
corresponde a las caracteristicas descritas para Fusarium oxysporum, al realizarse el
ensayo en microplantas se manifestd la enfermedad con sintomas de pérdida de
turgencia, clorosis asimétrica del tallo y hojas, se considerd correspondiente a lo descrito

como Fusariosis causada por Fusarium oxysporum (Arbelaez, 1993; Filgueira, 2007).



Figura 5. Fusarium oxysporum en PDA aislado a partir de ensayo de reinfeccion en

variedad susceptible SH2.

1.6 Ensayo de Elicitacion

El ensayo de elicitacion por cultivo dual presentado en la figura 6, permitié validar el

comportamiento del modelo CIS - Fod.

Figura 6. Evaluacion de resistencia por Cultivo dual de células indiferenciadas en las
variedades resistentes F1B2 (verde) — 395 (Azul) y susceptibles 6515 (naranja) — SH2
(amarillo) de clavel enfrentado a Fusarium oxysporum y control de crecimiento del hongo

sin células de clavel (rojo) durante 11 dias.

Como se observa en la gréafica 1 el desarrollo de Fod a partir del dia 5 las células de las
variedades F1B2 y 395 inhiben el crecimiento, por el contrario, las variedades 6515 y SH2
no inhiben el crecimiento del patdgeno, comparado con el control de crecimiento del
hongo sin células. En el dia 11 en la grafica 2, permite evidenciar la diferencia
significativa entre medias de variedades y control, en las variedades 6515 y SH2 tienen



una diferencia promedio con el control de 0,2 — 0,4 cm, mientras que las variedades F1B2
y 395 no permitieron el avance del hongo mas all4 de los 3 cm, diferencia de 1,0 — 1,1 cm

comparada con el control sin células.

Evaluacion resistencia por cultivo dual
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00

1,50

Crecimiento Fod (cm)

1,00
0,50

0,00
DIAS

=0=—=F1B2 —@—06515 =—0=—395 SH2 =—@=Control

Grafica 1. Crecimiento de Fod (eje Y) durante 11 dias (eje X) enfrentado células
resistentes F1B2 (verde) — 395 (Azul) y susceptibles 6515 (naranja) — SH2 (amarillo) y

control sin células (rojo).
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Gréfica 2. Simetria de la distribucion de datos correspondientes a 3 repeticiones del

crecimiento de Fod sin células y con células de variedades resistentes y susceptibles de

clavel.

Se realizé la prueba de Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad del conjunto de datos

de crecimiento del halo fungico, enfrentado las células de las variedades de clavel y el

crecimiento de Fod sin células de clavel (control). Dando como resultado un valor de p >

0.05 que no rechaza la hip6tesis nula, confirmando que los datos tienen una distribucién

normal del crecimiento del hongo, utilizando el analisis de varianza (ANOVA) dando un

valor de (Pr (>F) < 0,05), explica estadisticamente que existen diferencias significativas en

el crecimiento de Fod en presencia variedades CIS y el control.

Tabla 9. Resultado prueba de normalidad Shapiro — Wilk y prueba estadistica de Tukey.

0.1581

Pr(>F) 5.71E-05

Variedad | Crecimiento final| Grupo
F1B2 2.9 B
6515 3.5 A
395 2.8 B
SH2 3.7 A

Control 3.9 A




La prueba estadistica de Tukey presentada en la tabla 9, permitié validar si la diferencia
de inhibicion entre las variedades y el control es significativa. La variedad F1B2 tuvo
diferencias significativas < 0,05 con el control (p= 0,0003), la variedad 6515 (p= 0,012),
SH2 (p= 0,002) y no significativa con 395 (p= 0,955). La variedad 395, fue significativa la
diferencia con el control (p=0,0001), la variedad 6515 (p= 0,005) y SH2 (p= 0,0007). La
variedad 6515 no tuvo diferencias significativas con el control (p= 0,116) y la variedad
SH2 (p= 0,658) y la variedad SH2 no tuvo diferencia significativa con el control (p= 0,658).

Se formo el grupo (A) de las variedades susceptibles y (B) variedades resistentes.

2. Evaluacion material genético

2.1. Extraccion y cuantificacién de ADN de CIS.

La calidad del ADN se puede observar en la figura 7, en la electroforesis en gel de
agarosa al 1%, la migracién de la molécula de ADN en una banda gruesa y uniforme. No
presenta degradacion, ya que aparece como una Unica banda intacta, sin presencia de

“smearing” en ninguno de los pozos.

En la tabla 10 se observa el rendimiento de extraccion de 130 a 190 ng/mL, siendo F1B2
la variedad con menor concentracion. La variacion en la concentracién del extracto se
asume como la perdida de material vegetal en el momento de la maceraciéon. Sin

embargo, esta variacion no afecta el uso del ADN para la PCR

Tabla 10. Cuantificacion de la concentraciéon de ADN gendmico de variedades de clavel
por Kit Qubit™ dsDNA HS.

. Concentracion
Variedad ADNg (ng/mL)
F1B2 138,0
6515 172,7
395 165,9
SH2 188
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Figura 7. Electroforesis en Agarosa 1% de ADN de variedades de clavel F1B2 (A); 6515
(B); 395 (C); SH2 (D).

2.2. Amplificacién por PCR de secuencias génicas

Fueron utilizadas 22 parejas de primers mediante PCR en las variedades F1B2 y 395

resistentes y 6515 y SH2 susceptibles.

2.2.1. PCR de genes “Housekeeping”

La amplificacion por PCR de los genes “Housekeeping” observada en la figura 9, no
coinciden los pesos moleculares esperados a partir de los oligos disefiados, esto se debe
a que, la amplificacion por PCR se realiz6 en ADN gendmico y el valor esperado de la
amplificacién, que es dado en todos los casos por ADN complementario (ADNc). Se
explica, con la presencia de intrones en la secuencia génica, estas regiones no
codificantes, que en el proceso de transcripcion son eliminados por splicing al sintetizar la

molécula de ARNm, por ende, el peso molecular es diferente (Alberts et al., 2002).

La pareja de oligos Clabb en la figura 8 carril 1 en las variedades F1B2, 6515, 395y SH2,
con peso del producto de PCR esperado de 852 pb, reporta en el gel una banda clara y
uniforme de peso molecular superior a las 1500 pb. Se realizé BLAST sobre la secuencia
de oligos en la base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos con un
alcohol deshidrogenasa (#AY263389) anotada por Owen y colaboradores (2004), con %
de identidad del 100%, E-value = 0,005, peso molecular de la secuencia de ADN
gendmico de 1522 pb.

La pareja de oligos Cladd en la figura 8, en el carril 2 en las variedades F1B2, 6515, 395 y
SH2, con peso del producto de PCR esperado de 764 pb, reporta en el gel una banda
clara y uniforme de peso molecular superior a las 1700 pb. Se realiz6 BLAST sobre la
secuencia de oligos en la base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos

con Arginina descarboxilasa (#U63832) anotada por Lee y Park en 1998, con % de



identidad del 100%, E-value = 0,005, peso molecular de la secuencia de ADN gendmico
de 2500 pb.

La pareja de oligos Clagg en la figura 8, en el carril 3 en las variedades F1B2, 6515, 395y
SH2, con peso del producto de PCR esperado de 800 pb, reporta en el gel una banda
clara y uniforme de peso molecular superior a las 1600 pb. Se realiz6 BLAST sobre la
secuencia de oligos en la base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos
con Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa (#AB191247) anotada por Togami y
colaboradores (2011), con % de identidad del 100%, E-value = 0,005, peso molecular de

la secuencia de ADN gendmico de 1594 pb.

La pareja de oligos Clahh en la figura 8, en el carril 4 en las variedades F1B2, 6515, 395y
SH2, con peso del producto de PCR esperado de 985 pb, reporta en el gel una banda
clara y uniforme de peso molecular superior a las 1000 pb. Se realizO BLAST sobre la
secuencia de oligos en la base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos
con “Ethylene Insensitive 3-like 2” (#AB191247) anotada por Lordachescu y Verlinden
(2005), con % de identidad del 100%, E-value = 0,005, peso molecular de la secuencia de
ADN gendémico de 2758 pb.
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Figura 8. Electroforesis de ADN en agarosa al 1% confirmatoria por la amplificacién de
genes “Housekeeping”. El carril 1 de cada variedad corresponde la amplificacion de
Clabb: Alcohol deshidrogenase; El carrii 2 en cada variedad corresponde a la
amplificacion de Cladd: Arginina descarboxilasa; El carril 3 en cada variedad corresponde
a la amplificacion de Clagg: Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; El carril 4 en cada
variedad corresponde a la amplificaciéon Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”: En el carril
5 en cada variedad se utiliz6 como control de amplificacion de PCR la pareja de oligos
RPS; M: Marcador de peso molecular “Hyperlader 11®”, 1000 pb (Rojo) y 300 pb (verde).



2.2.2 PCR de genes asociados alaresistencia a parasitos
Se amplificaron por PCR los genes asociados con la resistencia a parasitos figura 9
observando la electroforesis, esta coincide con los pesos moleculares a partir de los

primeros disefados.

La pareja de oligos ANB4 en la figura 9, en el carril 1 en las variedades F1B2, 6515, 395 y
SH2, con peso del producto de PCR esperado de 767 pb, reporta en el gel una banda de
peso molecular superior a las entre 700 y 800 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de
oligos en la base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos con Antranilato
N-hidroxicinamoil / Benzoiltransferasa (#284571) anotada por Yang y colaboradores
(1997), con % de identidad del 100%, E-value = 0,002, peso molecular de la secuencia de
ADN gendmico de 1735 pb.

La pareja de oligos Ers2 en la figura 9, en el carril 2 en las variedades F1B2, 6515, 395y
SH2, con peso del producto de PCR esperado de 1034 pb, reporta en el gel una banda de
peso molecular superior a las 2000 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en
la base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos con gen receptor de
etileno (#AF034770.1) anotada por Shibuya (1998), con % de identidad del 100%, E-value
= 0,21, peso molecular de la secuencia de ADN genémico de 2353 pb.

La pareja de oligos DicGT en la figura 9, en el carril 3 en las variedades F1B2, 6515, 395
y SH2, con peso del producto de PCR esperado de 922 pb, reporta en el gel una banda
de peso molecular superior a las 1400 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos
en la base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos con una
Glucosiltransferasa (#AB294392) anotada por Ogata (2004), con % de identidad del

100%, E-value = 0,002, peso molecular de la secuencia de ADN genémico de 1492 pb.

La pareja de oligos Phel en la figura 9, en el carril 4 en las variedades F1B2, 6515, 395 y
SH2, con peso del producto de PCR esperado de 165 pb, reporta en el gel una banda de
peso molecular entre 100 — 200 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la
base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos con una Fenilalanina amonio
liasa (#LC377188.1) anotada por Morimoto y colaboradores (2018), con % de identidad

del 100%, E-value = 0,8, peso molecular de la secuencia de ADN genémico de 2281 pb.

La pareja de oligos Antl en la figura 9, en el carril 5 en las variedades F1B2, 6515, 395y
SH2, con peso del producto de PCR esperado de 227pb, reporta en el gel una banda de

peso molecular entre 200 — 300 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la



base de datos NCBI, relacionando la secuencia de los oligos con Antocianidina sintasa (#
U82432.1) anotada por Mato y colaboradores (2001), con % de identidad del 100%, E-

value = 0,002, peso molecular de la secuencia de ADN gendmico de 1333 pb.
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Figura 9. Electroforesis ADN en agarosa al 1% confirmatoria por amplificacién de genes
relacionados con la resistencia a parasitos. El carril 1 de cada variedad corresponde la
amplificacién de ANB4: Antranilato N-hidroxicinamoil / Benzoiltransferasa; el carril 2 de
cada variedad corresponde a la amplificacién Ers2: Gen receptor del etileno; el carril 3 en
cada variedad corresponde a la amplificacion de DicGT: Flavonol 3-O-Glucosyl
Transferasa; el carril 4 en cada variedad corresponde a la amplificacion de Phel:
Fenilalanina amonio liasa; en el carril 5 en cada variedad corresponde a la amplificacion
de Antl: Antocianidina sintasa. y M: Marcador de peso molecular “Hyperlader 11®”, 1000
pb (Rojo) y 300 pb (verde).

2.2.3. PCR de genes asociados con proteinas relacionadas con patogenicidad
Se amplificaron por PCR los genes asociados con proteinas relacionadas con
patogenicidad en la figura 10 y 11, de los primeros disefios en trabajos previos del grupo

de investigacion.

La pareja de oligos AtBG-pap en la figura 10, en el carril 1 en las variedades F1B2 y 6515
con peso del producto de PCR esperado de 282 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular por debajo de 300 pb. Se realizO BLAST sobre la secuencia de oligos en la
base de datos NCBI, no se relacion6 con la secuencia de los oligos con gen putativo -
1,3-Glucanasa en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa (scaffold3518) con %
de identidad del 100%, E-value = 0,0006, se reporta que la secuencia de los oligos esta

presente en el genoma del clavel.



La pareja de oligos ScChil en la figura 10, en el carril 2 en las variedades F1B2 y 6515
con peso del producto de PCR esperado de 455 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular entre 400 — 600 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos, reporta en
la base de datos NCBI (# XM_004309786.2) “Chitinase 4 — like” con % de identidad del
75,66%, E-value de 2e-12 una secuencia con la secuencia de los oligos y un peso
molecular de 969 pb. Ademas, en la base de datos Kazusa (scaffold322) con % identidad
del 100%, E-value = 0.002, se reporta la secuencia de los oligos presente en el genoma
del clavel.

La pareja de oligos GHs en la figura 10, en el carril 3 en las variedades F1B2 y 6515 con
peso del producto de PCR esperado de 483 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular por debajo de 1000 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la
base de datos NCBI, no se relacion6 con la secuencia de los oligos con gen putativo
hidrolasas de glucésido de B-glicosidasa en clavel. Por otro lado, en la base de datos
Kazusa (scaffold22) con % de identidad del 100%, E-value = 0,002, se reporta que la

secuencia de los oligos esta presente en el genoma del clavel.

La pareja de oligos NbAELP en la figura 10, en el carril 4 en las variedades F1B2 y 6515
con peso del producto de PCR esperado de 483 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular por debajo de 1034 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos, reporta
en la base de datos NCBI (#XM_021915156.1) Aldosa 1l-epimerasa con % de identidad
del 100%, E-value 0,078 una secuencia con la secuencia de los oligos y un peso
molecular de 969 pb. Ademas, en la base de datos Kazusa (scaffold1002) con %
identidad del 100%, E-value = 0.002, se reporta la secuencia de los oligos presente en el

genoma del clavel.

La pareja de oligos TLP en la figura 10, en el carril 5 en las variedades F1B2 y 6515 con
peso del producto de PCR esperado de 276 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular por debajo de 700 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la
base de datos NCBI, no se relacion6 con la secuencia de los oligos con gen putativo de
“thaumatin like protein” en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa (scaffold3)
con % de identidad del 100%, E-value = 0,002, se reporta que la secuencia de los oligos

esta presente en el genoma del clavel.

La pareja de oligos BAM en la figura 10, en el carril 6 en las variedades F1B2 y 6515 con

peso del producto de PCR esperado de 449 pb, reporta en el gel una banda de peso



molecular por debajo de 500 pb. Se realizé BLAST sobre la secuencia de oligos en la
base de datos NCBI, no se relaciono con la secuencia de los oligos con gen putativo de
Amilasa en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa (scaffold1606) con % de
identidad del 100%, E-value = 0,002, se reporta que la secuencia de los oligos esta

presente en el genoma del clavel.

La pareja de oligos AtPrxs en la figura 10, en el carril 7 en las variedades F1B2 y 6515
con peso del producto de PCR esperado de 291 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular por debajo de 500 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la
base de datos NCBI, no se relaciond con la secuencia de los oligos con gen putativo de
Homélogo a peroxidasas en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa
(scaffold1905) con % de identidad del 100%, E-value = 0,002, se reporta que la secuencia

de los oligos esta presente en el genoma del clavel.
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Figura 10. Electroforesis ADN en agarosa al 1% confirmatoria por amplificacion de genes
relacionados con patogenicidad. El carrii 1 de cada variedad corresponde a la
amplificacion de AtBG-pap: B-1,3-Glucanasa; en el carril 2 de cada variedad corresponde
a la amplificacion de ScChil: “Chitinase 4-like glycosyl hydrolases”; en el carril 3 de cada
variedad correspondiente a la amplificacion de GHs: B-glicosidasa; en el carril 4 de cada
variedad la amplificacion de NbAELP: Aldose 1-epimerasa; en el carril 5 de cada variedad
corresponde a amplificacién TLP: “Thaumatin like Protein”; en el carril 6 de cada variedad
corresponde a amplificacion BAM: B Amylase; en el carril 7 de cada variedad corresponde
a amplificacion AtPrxs: Homologo de peroxidasas y M: Marcador de peso molecular
“Hyperlader II®”, 1000 pb (Rojo) y 300 pb (verde).

La pareja de oligos CAT en la figura 11, en el carril 1 en las variedades 395 y SH2 con
peso del producto de PCR esperado de 617 pb, reporta en el gel una banda de peso

molecular por debajo de 700 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos, reporta



en la base de datos NCBI (#XM_021898771.1) Catalasa — like con % de identidad del
78,74%, E-value 0,02 una secuencia con la secuencia de los oligos y un peso molecular
de 2099 pb. Ademas, en la base de datos Kazusa (scaffold6) con % identidad del 100%,

E-value = 0.002, se reporta la secuencia de los oligos presente en el genoma del clavel.

La pareja de oligos GhmMDH en la figura 11, en el carril 2 en las variedades 395 y SH2
con peso del producto de PCR esperado de 879 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular por debajo de 1000 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la
base de datos NCBI, no se relacioné con la secuencia de los oligos con gen putativo de
Malato deshidrogenasa en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa (scaffold521)
con 100% de identidad del 100%, E-value = 0,029, se reporta que la secuencia de los

oligos esta presente en el genoma del clavel.

La pareja de oligos AtPEP en la figura 11, en el carril 3 en las variedades 395 y SH2 con
peso del producto de PCR esperado de 100 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular de 100 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la base de datos
NCBI, no se relacion6 con la secuencia de los oligos con gen putativo de “Jasmonic acid
signal pathway” en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa (scaffold100) con %
de identidad del 100%, E-value = 0,002, se reporta que la secuencia de los oligos esta

presente en el genoma del clavel.

La pareja de oligos PGIP en la figura 11, en el carril 4 en las variedades 395 y SH2 con
peso del producto de PCR esperado de 313 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular cercano a 300 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la base de
datos NCBI, no se relacion6é con la secuencia de los oligos con gen putativo de Proteina
inhibidora de poligalacturonasas en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa
(scaffold3196) % de identidad del 100%, E-value = 0,002, se reporta que la secuencia de

los oligos esta presente en el genoma del clavel.

La pareja de oligos SA en la figura 11, en el carril 5 en las variedades 395 y SH2 con peso
del producto de PCR esperado de 836 pb, reporta en el gel una banda de peso molecular
menor a 900 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la base de datos
NCBI, no se relacioné con la secuencia de los oligos con gen putativo de Via de
sefializacidbn mediada por acido salicilico, relacionados con el factor de transcripcion

WRKY en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa (scaffold45337) % de



identidad del 100%, E-value = 0,002, se reporta que la secuencia de los oligos esta

presente en el genoma del clavel.

La pareja de oligos RLK en la figura 11, en el carril 6 en las variedades 395 y SH2 con
peso del producto de PCR esperado de 240 pb, reporta en el gel una banda de peso
molecular menor a 300 pb. Se realiz6 BLAST sobre la secuencia de oligos en la base de
datos NCBI, no se relacion6 con la secuencia de los oligos con gen putativo “Receptor-
Like Kinase” en clavel. Por otro lado, en la base de datos Kazusa (scaffold1515) % de
identidad del 100%, E-value = 0,002, se reporta que la secuencia de los oligos esta

presente en el genoma del clavel.

Figura 11. Electroforesis ADN en agarosa al 1% confirmatoria por amplificacion de genes
relacionados con patogenicidad. El carrii 1 de cada variedad corresponde a la
amplificacion de CAT: Catalase; El carril 2 de cada variedad corresponde a la
amplificacibon de GhmMDH: Malate dehydrogenase; El carrii 3 de cada variedad
corresponde a la amplificacion de AtPEP: Jasmonic acid signal pathway; El carril 4 de
cada variedad corresponde a la amplificacion de PGIP: Polygalacturonase inhibiting
Protein; El carril 5 de cada variedad corresponde a la amplificacion de SA: Salicylic acid
mediated signaling pathway; El carril 6 de cada variedad corresponde a la amplificacion
de RLK: Receptor-Like Kinase Y M: Marcador de peso molecular “Hyperlader [I®”, 1000
pb (Rojo) y 300 pb (verde). Variedades 395 y SH2.

2.3. Extraccién y cuantificacion de ARN total de CIS

El ARN extraido y purificado a partir de células indiferenciadas, se observo en
electroforesis en gel de agarosa al 1% en la figura 12, se pueden evidencia 2 bandas
uniformes e intactas en cada uno de los pozos de cada variedad, correspondientes a los

rRNA de las subunidades mayor (28S) y menor (18S) en la extraccion del material no



elicitadas con Fod, caracteristico de un ARN optimo y purificado (Michel-Lépez et al.,
2018).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, con 1 yL de ARN sembrado en los
pozos de las 4 variedades de clavel no elicitadas (NoE) clavel F1B2 (A); 6515 (B); 395

(C); SH2 (D).

(A) (B) (C) (D)

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, con 1 yL de ARN sembrado en los
pozos de las 4 variedades de clavel elicitadas (E) clavel F1B2 (A); 6515 (B); 395 (C); SH2
(D).

Tabla 11. Cuantificacion de la concentracién de 1 yL ARN de variedades de clavel
elicitadas (E) y no elicitadas (NoE) utilizando el Kit Qubit™ RNA HS.

. Concentracion
Variedad ARN (ng/mL)
F2B2 (E) 291
F1B2 (NoE) 80
6515 (E) 366
6515 (NoE) 60

395 (E) 367
395 (NoE) a0

SH2 (E) 590
SHZ (NoE) 180

En el caso del material elicitado (E), se observa en la electroforesis en la figura 14 no se
puede observar las 2 bandas uniformes presentes en el material no elicitado, esto indica
cualitativamente, que la concentracion del ARN es mayor en las variedades elicitadas que

en las que no estan elicitadas. Cuantitativamente en la tabla 10, a concentracion de la



muestra de ARN para cada una de las muestras es en las variedades elicitadas
considerablemente mayor que en las variedades no elicitadas en relacion F1B2(4:1), 6515
(6:1), 395 (4:1), SH2 (3:1).

3. Andlisis de expresion
A continuacién, se presenta el resultado y analisis de expresién génica de los genes

evaluados en este proyecto.

3.1. Genes “Housekeeping”
Andlisis de expresion génica mediante la técnica de RT-qPCR, en los genes nombrados
“Housekeeping”, se presentan curvas de fluorescencia en las graficas 3 — 10 (anexos) y
medida de la expresion entre variedades resistentes, susceptibles, elicitadas y no

elicitadas en la figura 14.
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Figura 14. Analisis de Expresion génica (M) de “Housekeeping” A: Clabb, B: Cladd, C:
Clagg, D: Clahh en variedades de clavel resistentes F1B2-395 y susceptibles 6515 — SH2,
elicitadas (naranja) y no elicitadas (naranja).

3.1.1. Alcohol deshidrogenasa

Las curvas de fluorescencia graficas 3 — 10 y la grafica 35 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen Clabb en las variedades
resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

Se observa en las variedades elicitadas aumento en la expresion del gen, debido a que en
el ensayo de elicitacion, se induce la expresiéon de mayor numero de copias de ARNm
correspondientes al gen en respuesta al Fod (Watson et al., 2004). Siendo las variedades
F1B2, 395 y SH2, las cuales aumentan el nimero de copias de ARNm en comparacion
con la expresion de las variedades no elicitadas, mientras que la variedad 6515 la



diferencia del aumento de la expresion es menor en comparaciéon con las otras

variedades.

Es bien sabido que la alcohol deshidrogenasa participa en procesos de estrés abidtico
como apoxia / hipoxia siendo el metabolismo fermentativo la respuesta adaptativa para
compensar la crisis energética, a partir de actividad enzimatica secuencial, donde el
piruvato se transforma en etanol y la regeneracién de NAD (+) para mantener la glucolisis
y la produccion de ATP (Owen et al., 2004).

La infeccion por patdgenos causa una reduccion progresiva de las tasas fotosintéticas, lo
que da cabida a una presion de oxigeno reducida, que aumenta el metabolismo
fermentativo en la planta (Swarbrick et al., 2006). En la interaccion planta — patégeno en
Arabidopsis thaliana se demostr6 que el metabolismo fermentativo es fundamental, siendo
la glucolisis, respiracion y fermentacion reguladores en el sitio de infeccion por Mildeo
polvoroso, muestra que la fermentacion favorece las condiciones celulares en la

adquisicion de nutrientes por el patégeno (Chandran et al., 2010).

Pathuri y colaboradores en 2011 demostraron que la alcohol deshidrogenasa es un factor
de susceptibilidad potencial en el pato-sistema cebada (Hordeum vulgare L.) - Blumeria
graminis f.sp. hordei (BGH), puesto que, la sobreexpresion de esta enzima da como
resultado susceptibilidad a BGH y el silenciamiento del gen da como resultado menor

susceptibilidad.

En la figura 14a se puede observar la diferencia en la variacion de la expresion génica
entre variedades resistentes, susceptibles, elicitadas y no elicitadas, demostrando que la
actividad de alcohol deshidrogenasa en respuesta al estrés metabdlico, aumenta la
expresion, ya que, cumple la funcibn en el mantenimiento de la via glucolitica /
fermentativa de las células estresadas por patégenos. En las variedades F1B2,6515 y
SH2 la respuesta del material no elicitado es alta, comparada con 395, demostrando que

hay diferencias en la expresion del gen sobre el metabolismo basal.

En la elicitacion con Fod, es clara la sobreexpresién del gen en todas las variedades,
demostrando que la respiracion celular es una de las primeras funciones que se ven
afectadas cuando las células son atacadas por patégenos, el metabolismo fermentativo es
mayor en respuesta al patégeno, debido a la necesidad de energia en la planta, ya que el

metabolismo aerobio no puede proporcionar la energia suficiente para la defensa contra el



patdgeno, siendo una via alternativa de produccién de energia que las células recurren

por las condiciones de estrés.

3.1.2. Arginina descarboxilasa

Las curvas de fluorescencia graficas 3 — 10 y la gréfica 36 de regresién lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen Cladd en las variedades
resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

Se observa en las variedades elicitadas F1B2, 395 y SH2 aumento en la expresion del
gen en el ensayo de elicitacion, mientras que la variedad 6515 no cambio la expresion del
gen a pesar de la interaccion con Fod que en las demas variedades indujo el aumento del
namero de copias de ARNm en comparacion con las variedades no elicitadas.

Se reconoce el papel de la Arginina descarboxilasa, como una enzima fundamental,
descarboxilando la arginina, produciendo agmatina, y transformandose posteriormente en

putrescina, iniciador en el metabolismo de poliaminas (PA) (Chen,2019).

Las PA son metabolitos nitrogenados de bajo peso molecular, por su caracter catiénico,
pueden unirse y formar complejos con moléculas anibnicas, proteinas, pectinas, ADN y
ARN. Ademas, estan implicadas en procesos fisiolégicos tales como: crecimiento,
desarrollo, senescencia, respuesta a estrés bidtico y abidtico, que participan en la
sefalizacibn en mecanismos de interacciéon planta — patégeno (Gonzalez et al., 2021;
Luna-Esquivel et al., 2014).

Durante la respuesta al patdgeno por parte de la planta, la biosintesis de PA de formas
libres y conjugadas, participa en la respuesta temprana al ataque de patdégenos (Singh y
Farsodia; 2018; Seifi y Shelp, 2019). Se acepta que la acumulacién de PA por estrés
bidtico es resultado de la regulacién transcripcional y traslacional de genes que participan
en la biosintesis de PA. La concentracion de putrescina libre y conjugada, aumento en los

tejidos vegetales infectados por hongos s (Wojtasik et al., 2015).

Un estudio de Arabidopsis, mostro que la sobreexpresion del gen ADC que codifica para
la Arginina descarboxilasa, provoco la expresion de genes relacionados con defensa de
las plantas que estimula la biosintesis local de acido salicilico (Rossi et al., 2015). A pesar

de los pocos estudios para definir las funciones de PA en la defensa de plantas, se ha


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/aab.12670#aab12670-bib-0105

demostrado que PA libres pueden restringir el crecimiento de algunos patégenos fangicos

in vitro como Fusarium (Wojtasik et al., 2015).

La espermina (Spm) es una PA, que participa en la sefializacion que regula la expresion
de genes relacionados con la defensa, modulando la biosintesis de las fitoalexinas, que
pueden llegar a inducir una respuesta hipersensible (HR) independientemente de la via
del &cido salicilico (Seifi y Shelp, 2019).

Varios trabajos ha descrito como diferentes PA estan involucradas en la biosintesis de las
amidas del acido hidroxicinaAmico (HCAA), donde su acumulacion en diferentes
patosistema lo ha considerado biomarcador a estrés bidtico durante la respuesta de la
planta a patégenos (Legaz et al., 1998; Cowley y Walters, 2008; Zeiss et al., 2020).

En general, se ha atribuido a las PA un papel fundamental en respuesta a estrés biético o
abidtico, fortaleciendo la pared celular mediante reacciones que confiere a las plantas
resistencia a la hidroélisis enzimatica de la pared durante el ataque de patégenos (Zeiss et
al., 2020).

En la figura 14b, se observa la diferencia en la expresion del gen Cladd en el ensayo no
elicitado en las variedades de clavel. Las variedades resistentes F1B2 y 395 presentan
diferencia en la expresion del gen en el ensayo no elicitado, al igual que las variedades
6515y SH2.

Se puede relacionar la elicitacién con Fod, al aumento de la expresion del gen en las
variedades F1B2, 395 y SH2, resaltando la variedad 395, que en el estado basal la
expresion es baja, luego en presencia del patégeno se sobre expresa el gen.
Demostrando que la expresion de la arginina descarboxilasa actla en respuesta al estrés
causado por el patdgeno. Mientras que la variedad 6515 no cambio la expresién en el
estado elicitado, siendo esta una variedad susceptible, el no tener actividad diferencial del
gen, podria indicar que no hay reconocimiento de las sefiales de estrés por la via de la

biosintesis de PA en el momento de la interaccion planta — patégeno.

3.1.3 Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa
Las curvas de fluorescencia graficas 3 — 10 y la grafica 37 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen Clagg en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.
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Se observa en las variedades elicitadas aumento en la expresion del gen en el ensayo de
elicitacion, en comparacién con las células no elicitadas con Fod. Es decir que la
interaccion con el patégeno indujo el aumento del nimero de copias de ARNm del gen en

comparacion con las variedades no elicitadas.

Existe poca informacién sobre esta enzima, sin embargo, en clavel ha sido estudiada
debido a su relacién con senescencia floral, puesto que la tetrahidroxichalcona imparte el
color amarillo pélido, que se isomeriza rdpidamente a naringenina incolora mediante la
catdlisis de la chalcona isomerasa. Sin embargo, el color amarillo en los pétalos se
mantiene mediante la actividad de la 2-glicosidasa en Clavel (Dianthus caryophyllus),
Ciclamen (Cyclamen persicum), Catarantus (Catharanthus roseus) y Aster de China
(Callistephus chinensis), (Ono et al., 2006; Togami et al., 2011).

No obstante, siendo un gen relacionado con la senescencia floral, bibliograficamente no
se encuentra ligado a resistencia a patdégenos. Pero, como se observa en la figura 14c, el
cambio en la variacion de la expresion del gen en la elicitacion con Fod en todas las

variedades estudiadas comparadas con la expresién basal del gen.

Al ser una enzima, la glucosiltransferasa tiene el potencial en el control del desarrollo y
mantenimiento del metabolismo, participa en la transferencia de glucosa desde un
donador a una molécula aceptora, que brinda estabilidad a la molécula (Offen et al.,
2006).

Al tratarse de una tetrahidroxichalcona, es rapidamente isomerizada en naringenina
chalcona por la catalisis de la chalcona isomerasa, en la biosintesis de Chalconas. Estas
se caracterizan por su gran actividad biolégica, como actividad antimicrobiana,
antioxidante y antifangica, que son intermediarios en la biosintesis de moléculas como
flavonoides e isoflavonoides (Dao et al., 2011). Moléculas que desempefian un papel
ecoldgico importante como moléculas de sefializacion en la relacién planta — patégeno,

siendo esenciales para garantizar la supervivencia de las plantas.

Se podria relacionar la actividad en respuesta a Fod, con el aumento en la expresion
génica de Clagg en las variedades de clavel, debido a la relacién con la biosintesis de
chalconas, ya que la Tetrahidroxichalcona participa en procesos de sefalizacion en la
respuesta inducida por el patégeno. En las variedades resistentes F1B2 — 395, la
expresion del gen en el ensayo elicitado y no elicitado, se observa en la figura 14 c que la

medida de expresion es cercana en ambas variedades en los 2 ensayos. Por otro lado,



las variedades susceptibles 6515 — SH2, presentan diferencias en la medida de expresion
del gen, en el ensayo de elicitacion la variedad SH2 sobre expresa el gen en comparacion
con las demas variedades.

En la respuesta al patégeno, el gen Clagg no podria relacionarse a un fenotipo de
resistencia o susceptibilidad, puesto que tanto en variedades resistentes y susceptibles
aumenta la expresion del gen. A pesar de esto, se puede encontrar relacion con la

respuesta que tiene en general las células de clavel en la interaccion planta-patégeno.

Debido al carente soporte bibliografico del rol de la Tetrahidroxichalcona 2-
glucosiltransferasa, no se puede concluir sobre la actividad de este gen en la respuesta a
Fod, se recomienda validar el amplicon por secuenciacion y analisis bioinformatico, con el

fin de reportar la actividad de este gen en respuesta a Fusarium.

3.1.4. “Ethylene Insensitive 3-like 2”
Las curvas de fluorescencia graficas 3 — 10 y la gréfica 38 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen Clahh en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

La hormona vegetal etileno, regula gran variedad de respuestas al estrés y adaptaciones
del desarrollo en las plantas superiores, dependiendo del tipo de tejido o tiempo de
desarrollo, afecta procesos que incluyen germinacion, desarrollo, crecimiento, maduraciéon
y senescencia (Taiz et al., 2015). La biosintesis del etileno puede ser inducida por
factores externos como heridas o estrés ambiental y juega un papel importante en la
activacion sistémica de genes de defensa inducida por patégenos. El control de los
procesos en los que participa estar hormona, implican una regulacién compleja en la
biosintesis como en la capacidad de las células para percibir y responder a la hormona de

manera apropiada a partir de la cascada de sefializacién (Wang et al., 2002)

El gen “Ethylene Insensitive 3-like 2”, codifica a la proteina EIL3, factor de transcripcion
clave que actla como regulador positivo en la via de sefalizacion del etileno (Chao et al.,
1997), en Oryza sativa (Yang et al., 2015). La EIL3 regula la expresion de los factores de
transcripcién que se unen a la secuencia de ADN 5-ATGTACCT-3 promotora de algunos

genes inducibles por heridas.



En Arabidopsis (Lingam et al., 2011) reporto que EIL3 regula la transcripcién uniéndose a
la secuencia GCC. Proteinas relacionadas con la secuencia actian como activadores o
represores de genes que responden al etileno, como los genes relacionados con la
resistencia a patdégenos (PR), que contienen GCC “box”, al igual que en Nicotiana
tabacum (Kosugi y Ohashi, 2000). En un Mutante de Arabidopsis, al silenciar el gen que
codifica para la EIL3 se redujo la expresion de genes del tipo factores de regulacion de
etileno y el gen que codifica para quitinasa, por otro lado, la sobreexpresion del gen dio
como resultado la expresion del gen que codifica para la quitinasa (Solano et al., 1998).
En tabaco, se encontrd que la expresion de EIL3 fue regulada por heridas, en relacion con
el acido jasmonico, que incremento la expresion génica de genes tipo PR (Hibi et al.,
2007).

Se ha reportado en Clavel, que la actividad de EIL3 es esencial en la senescencia, puesto
gque responde a un aumento de expresion del gen en el momento de aplicacion de etileno
exogeno, para favorecer el desarrollo floral (Lordachescu y Verlinden, 2005). Causando
heridas en las hojas de clavel, en el momento maximo de produccién de etileno, hubo una
disminucion temporal en la acumulacion de ARNm de EIL3, que parece estar
correlacionado negativamente con la produccion de etileno, demostrando que este gen
puede desempefiar un papel complejo, pero importante en la via de sefializaciéon del
etileno, esta disminucion en la expresion de EIL3 dio origen a la sefial que da lugar a la

expresion de genes relacionados con la defensa de la planta (Waki et al., 2001).

En la figura 14d se puede observar un claro ejemplo de la regulaciéon de la via de
sefalizaciéon del etileno por la actividad de la EIL3, puesto que en las variedades
elicitadas F1B2, 6515 y 395 hubo una disminucién en la expresion de EIL3, que actla
como respuesta a la presencia de Fod, causando una disminucién en la produccion de
etileno, como sefial para la activacion de genes PR. En la variedad susceptible SH2 se
observa el aumento en la expresion del gen, para el momento en el cual se realiz6 la
extraccion de ARN es posible que haya ocurrido una respuesta temprana al
reconocimiento de Fod y que se haya activado antes la sefial de EIL3 y por ende la
expresion del gen es mayor. De esa forma, el tiempo de respuesta en la via de
sefializacién del etileno podria afectar el fenotipo de susceptibilidad, ya que SH2 es

parental susceptible de las demés variedades.



3.2. Genes relacionados con laresistencia a parasitos
Se presentan los resultados y andlisis de expresion de genes relacionados con resistencia
a parésitos, las curvas de fluorescencia en las graficas 11 — 18 (anexos) asi como la
medida de la expresion entre variedades resistentes, susceptibles, elicitadas y no
elicitadas en figura 15.
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Figura 15. Andlisis de Expresion génica (M) de genes relacionados con la resistencia a
parasitos A: ANB4, B: Ers2, C: DicGT, D: Phel, E: Antl en variedades de clavel
resistentes F1B2-395 y susceptibles 6515 — SH2, elicitadas (nharanja) y no elicitadas
(naranja).



3.2.1. Antranilato N-hidroxicinamoil / Benzoiltransferasa
Las curvas de fluorescencia graficas 11— 18 y la grafica 39 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen ANB4 en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen ANB4, en las variedades F1B2, 395 y 6515 la expresién del gen un poco mayor en
el ensayo de elicitacion con Fod, en comparacién con las células en el ensayo no
elicitado. La variedad SH2, presenta mayor expresion del gen en el ensayo no elicitado,

gque disminuye en el momento de la interaccién con el patdégeno.

Esta enzima fue caracterizada por Yang y colaboradores en 1997, a partir de cultivos
celulares que habian sido inducidos por un elicitor fingico, catalizando la primera reaccién

involucrada en la biosintesis de fitoalexinas.

Las fitoalexinas, son compuestos de bajo peso molecular, sintetizados en respuesta a
estrés, se producen en respuesta a infecciébn causada por parasitos y son esenciales para
la expresion de genes asociados a resistencia, estas actian como toxinas para el
atacante, retrasando la maduracién, afectando el metabolismo o impidiendo la
reproduccion del patégeno (Romero - Rincén, 2020). En Arabidopsis, Glazebrook y
Ausubel en 1994, desarrollaron mutantes los cuales eran incapaces de producir
fitoalexinas. Estos mutantes se vieron colonizados rapidamente en comparacién a plantas

del tipo silvestre. Demostrando la importancia de las fitoalexinas en respuesta a parasitos.

En Clavel responde a infecciones causadas por Fod por la acumulacién de fitoalexinas
dnicas, que comprenden un conjunto de derivados del &cido N Benzoniltranilico
(Diantramidas), Antranilato suministrado a partir de corismato por la via del &cido
shikimico, catalizado por la transferasa que cataliza la N-acilaciébn, metabolitos que
presentan un potencial antimicético o fungitoxica que se acumulan rapidamente en los
tejidos de la planta (Reinhard y Matern, 1989.; Matern,1994;).

Yang y colaboradores en 1998 demostraron que la induccién de la actividad de la
Antranilato N-hidroxicinamoil / Benzoiltransferasa en células de clavel cultivadas en
suspension en respuesta a un inductor fangico, alcanzo valores maximos de ARNm en
0,5h y completo actividad enzimética 4 - 6h después de aplicar el tratamiento, lo que
demuestra la cinética de activacion de genes relacionados con ANB4, pertenece al

metabolismo secundario, por lo tanto, sigue el orden de activacién de expresion de



factores de transcripcion relacionados con la biosintesis de fitoalexinas, demostrando que
estas pueden contribuir a la resistencia a enfermedades causadas por patégenos en
claveles (Yang et al., 1997).

Segun los resultados obtenidos en la figura 15a se observa un aumento minimo en la
expresion de ANB4 en las variedades F1B2, 6515 y 395 y disminucién en la variedad
SH2. Segun lo reportado en literatura, se puede entender que la respuesta de la enzima
Antranilato N-hidroxicinamoil / Benzoiltransferasa, es regulada y tiene una cinética de

reaccion muy corta, ya que es el primer paso en la biosintesis de fitoalexinas.

En las variedades que la medida de expresion fue baja con respecto a los otros genes
evaluados y en el ensayo de elicitacion sigue siendo bajo, aunque se evidencia un
aumento en la medida de expresion, debido a que la expresion de esta enzima tiene un
tiempo de activacion muy corto, y en el ensayo de elicitacion se mantuvo en interaccion el
hongo y las células durante 5 dias. Por ende, no se logra ver el aumento en la expresion

de este gen para el tiempo en el cual se extrajo el ARNm.

El gen ANB4 no puede asociarse a un fenotipo resistente o susceptible de células de
clavel, ya que es un gen iniciador de procesos de biosintesis de fitoalexinas, lo que podria
afectar, seria el tiempo de respuesta en cada una de las variedades evaluadas, que

permitiria comenzar la casaca de sefializacion.

3.2.2. Gen receptor de etileno
Las curvas de fluorescencia graficas 11— 18 y la grafica 40 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen Ers2 en las variedades resistentes,

susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen Ers2 muestra mayor expresion en las variedades de clavel elicitadas F1B2 — 6515 -
395, y en menor medida la variedad SH2 en comparacién con las células en el ensayo no
elicitado. Se presenta diferencia de expresion en las variedades elicitadas, mientras que
la expresién en las variedades no elicitadas no cambia, salvo en la variedad SH2

susceptible.

Anteriormente, se discutié la importancia del etileno y el rol que juega el factor de
transcripcion en la via de sefializacion del etileno (Clahh), este caso el gen Receptor de

etileno Ers2, es uno de los 5 receptores de etileno identificados en Arabidopsis (Lingam et



al., 2011), todos los receptores comparten una estructura de domino que consta de
dominios transmembrana N- terminal, seguido de domino GAF y un dominio de salida de

sefal C —terminal (Lin et al., 2009).

El aumento en la expresion receptores que participan en la via de sefializacion del etileno
es directamente proporcional a la cantidad de etileno que se esa produciendo por la
planta, y que es reconocido por los receptores de membrana, es bien sabido que esta
hormona participa en procesos de crecimiento y desarrollo. Sin embargo, cuando se
detecta un patdgeno, se sintetiza etileno en los tejidos que estan siendo afectados, que
permite la activacion sistémica de genes defensivos en tejidos que no estan siendo
atacados (Schaller, 2012). Se demostr6 en mutantes de tabaco insensibles al etileno
plantas susceptibles contra patégenos, en comparaciéon con fenotipos silvestres (Hibi et
al., 2007).

En la figura 15b se observa el comportamiento del gen Ers2, mostrando en el ensayo no
elicitado, hay diferencia en la expresion del gen en todas las variedades, debido a la

participacién de los receptores de etileno en el metabolismo primario.

En el ensayo con Fod, se observa diferencias en la expresion del gen que codifica a los
receptores de membrana. La variedad resistente F1B2 y susceptible 6515, sobre
expresan este gen en presencia del patdégeno, del mismo modo la variedad resistente 395
aumenta en menor medida la expresion del gen. Por ultimo, la variedad susceptible SH2
no muestra cambio en la expresion del gen asociado al receptor de etileno, lo que podria
indicar que esta variedad no aumenta la biosintesis de etileno en respuesta al patégeno,
lo que relaciona la diferencia de expresion de este gen con el fenotipo que presenta
mayor susceptibilidad al patégeno demostrado en el ensayo de elicitacion, siendo la

variedad que permitié el avance de Fod.

3.2.3. Flavonol 3-Glucosiltransferasa
Las curvas de fluorescencia graficas 11- 18 y la grafica 41 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen DicGT en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen DicGT, presenta en el ensayo no elicitado una medida de expresion cercana entre

las todas las variedades. En presencia de Fod, las variedades F1B2 — 395 — SH2, la



medida de expresién para este gen es semejante. Con respecto a la variedad 6515

elicitada, sobre expresa el gen en respuesta al patégeno.

La glicosilacion de flavonoides permite que las moléculas sean mas estables y aumenta la
solubilidad en agua para la compartimentalizacion y acumulacion de compuestos en la
vacuola, lo cual es un paso fundamental en la via biosintética de flavonoides, que en
plantas superiores produce una amplia gama de compuesto de importancia biolégica que
incluyen, polinizacion, pigmentacién, inhibicion del trasporte de auxinas, proteccién contra

la luz ultravioleta y demas mecanismos de defensa (Ogata et al., 2004).

La flavonoide 3- O -glucosiltransferasa (UF3GT), es una de las enzimas mas comunes
que podria catalizar la glicosilacion de los aglicones de flavonol y antocinidina, convierte
las antocianidinas en antocianinas como parte la ruta fenil-propanoide. En la defensa de
las plantas juega un papel muy importante debido a la participacion en la biosintesis de
flavonoides y de &cido salicilico (Stich, et al., 1992; Song, 2006).

En clavel, se puede considerar la biosintesis de flavonoides y su participacion en la
resistencia del clavel a Fod, si se considera que muchos metabolitos relacionados a esta
ruta pueden presentar actividad antioxidante, lo cual esta asociado con la resistencia a
patdgenos, esto se debe a que altos niveles de especies oxidantes, por el producto del
metabolismo de la planta, pueden generar apoptosis y favorecer la respuesta del

patégeno (Ardila-Barrantes, 2013).

En la Figura 15c, se observa el comportamiento del gen DicGT, demostrando en el
ensayo no elicitado, pocas variaciones en la medida de expresion de la flavonol 3
glucosiltransferasa en todas las variedades, esto se debe a la participacion en procesos

fisiologicos relacionados con la ruta biosintética de los flavonoides.

En presencia a Fod, las variedades F1B2-395-SH2 muestras cambios pequefios con
respecto a la expresion de este gen, sin embargo, la variedad 6515 susceptible, se
evidencia la sobreexpresién de este gen, se podria considerar que la respuesta es
diferencial en la expresion de este gen, ya que en comparaciéon con las otras variedades

la diferencia en la medida de expresion es baja.

Se debe considerar que este tipo de enzimas juega un papel importante en la biosintesis
de flavonoides y antocianinas, puede que la expresion del gen inducida por Fod, se vea
afectada por el tiempo en el cual la planta reconoce la sefial, sobre-expresando el gen en

un momento determinado, activando el mecanismo de respuesta antioxidante, luego de la



interaccion el aumento en la expresion baja. Por ende, la sobreexpresion del gen en la
variedad 6515, podria estar relacionada con la respuesta tardia con respecto a la
deteccién de sefiales que inducen el metabolismo de biosintesis de flavonoides, con un
estudio futuro, se podria realizar el seguimiento por tiempos de la interaccion clavel — Fod,
puesto que la actividad de este gen podria asociarse a un fenotipo de susceptibilidad al

patégeno.

3.2.4. Fenilalanina amonio liasa
Las curvas de fluorescencia graficas 11- 18 y la grafica 42 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen Phel en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen Phel, presenta en el ensayo no elicitado en todas las variedades, menor expresion
en comparacion con el ensayo elicitado con Fod, lo que indica que la interaccién del
patdgeno con las células induce al aumento de expresion de este gen en las células de

clavel.

La enzima Fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la primera reaccion de la ruta del
metabolismo fenilpropanoide, participando en la biosintesis de compuestos fendlicos,
como flavonoides, fenilpropanoides y lignina, que consiste en la formacion de acido
cinamico a partir de la fenilalanina y se ha propuesto como una enzima clave en la

regulacién del metabolismo secundario (Jun et al., 2018).

Esta enzima ha sido estudiada debido a su participacién en respuesta a varios estimulos
bidticos y abibticos, principalmente en mecanismos de defensa PAL, puesto que, participa
en 5 rutas metabdlicas, metabolismo de tirosina, metabolismo de fenilalanina,
metabolismo de nitrégeno, biosintesis de fenilpropanoides y biosintesis de alcaloides (Jun
et al., 2018).

Estudios realizados en clavel, determinaron que la interaccién del patégeno con Fod tiene
un efecto en los niveles de concentracion de la enzima PAL, se ha propuesto que el
proceso de elicitacién tiene el potencial de aumentar la defensa en clavel (Ardila et al.,
2011). Ya que este aumento en la expresion de PAL esta asociado en la respuesta
bioquimica y molecular en las plantas elicitadas. Un silenciamiento parcial de la expresion
génica de PAL, desarrollado por Shadle y colaboradores (2003), demostr6 una mayor

susceptibilidad a hongos fitopatdgenos.



En un ensayo de elicitacion espacio temporal, Ardila y colaboradores (2011) demostraron
que a las 96 horas post inoculacion, las variedades tolerantes a Fod, presentaron un
aumento significativo en la actividad enzimética de PAL, mientras que la variedad
susceptible, no tuvo cambio en la actividad enzimatica. En otras especies, el aumento de
la actividad de PAL esta completamente relacionado a la resistencia a diferentes

patdgenos del género Fusarium.

El aumento en la expresién de PAL muestra que la induccion de clavel es un fenémeno
asociado a elicitores provenientes de patdgenos y la activacion de estos mecanismos esta
asociada a la resistencia de la planta, como muestra Ardila y colaboradores (2007) con el
aumento de la actividad enziméatica luego de exponer la planta a elicitores provenientes de
Fod.

En plantas resistentes y susceptibles inoculadas con el patégeno, se observé que los
niveles de ARNm en variedades resistentes y susceptibles aumenta, siendo para la
variedad susceptible una respuesta temprana (Ardila, 2013), debido a que se generan
diferencias en la velocidad con la que la planta detecta los elicitores del patégeno en las

variedades resistentes y susceptibles (Ardila et al., 2011).

Como se observa en la figura 15d, el comportamiento del gen Phel, muestra que con
respecto al ensayo con células no elicitadas, el valor de la medida de expresién del gen
que codifica para PAL es semejante en todas las variedades, debido a la participacion de

esta enzima en el metabolismo primario y en las rutas ya mencionadas.

Por otro lado, en el ensayo de elicitacion, las variedades F1B2 — 6515 — 395 muestran un
aumento en la expresion del gen. Sin embargo, la variedad susceptible SH2 tiene un
aumento menor en comparacién con las demas para el dia 5, lo que se relaciona con
otros estudios donde se demostr6 espacio - temporalmente que las variedades
susceptibles tienen un tipo de respuesta diferencial con el tiempo de activacion y

regulacion del metabolismo, luego de la deteccién de elicitores del patégeno.

En este caso, podria asociarse que el aumento de la medida de expresion con respecto a
la respuesta temprana y posterior regulacion en la variedad SH2 en comparacion a las
otras variedades, podria relacionarlo como una caracteristica del fenotipo de

susceptibilidad a Fod.



3.2.5. Antocianidin sintasa
Las curvas de fluorescencia graficas 11- 18 y la grafica 43 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresidon del gen ANT1 en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen ANT1 presenta mayor medida de expresion en el ensayo de elicitacion con Fod en
comparacion con el ensayo de células no elicitadas en todas las variedades. Lo que
permite afirmar que el gen que codifica para la Antocianidina sintasa es inducido a un

aumento de expresion en la interaccion planta — patégeno.

La enzima Antocianidina sintasa (ANS) cataliza el penultimo paso en la biosintesis de
antocianinas, estas constituyen una gran clase de flavonoides que explican la
pigmentacion, sefializacién, dispersién de semillas y proteccion contra la luz UV (Angulo,
2012). Las antocianidinas son homaélogas a las antocianinas, pero sin un azlUcar asociado,
principalmente conocido por su funcién de pigmentacién hidrosoluble, que otorga colores

como rojo, purpura, azul en hojas, flores y frutos de diferentes especies vegetales.

Las antocianidinas provienen de las rutas del &cido shikimico y del malonil-CoA, la
acumulacién de antocianinas (3-deoxiantocianidinas) es una respuesta rapida en la
presencia de elicitores fungicos. Actian como fitoalexinas, compuestos antimicrobianos
de bajo peso molecular, relacionado a la respuesta de estrés o infeccion. Se Lo y
Nicholson (1998) demostraron que la acumulacion de estas antocianidinas en sorgo,

estan asociadas al ataque de patégenos.

Cumplen un rol en el metabolismo fenilpropanoide, ya que a partir de enzimas PAL y
CHS, los compuestos se forman a partir de la condensacién del acido p cumarico y
malonil CoA, formando narigenina chalcona, que se convierte en flavonona de narigenina,
de esta se derivan tanto las antocianidinas como las 3 — desoxiantocinidinas, por actividad
de la antocianin sintasa (Jun et al., 2018). Los productos de la sintesis de antocianidinas
para formar antocianinas, llegan a derivar compuestos quimicos que a nivel celular
permiten disminuir los niveles de compuestos altamente reactivos como las especies
reactivas de oxigeno “ROS”, puesto que pueden reaccionar con estos y disminuir los
niveles celulares que causan estrés oxidativo en respuesta a condiciones tanto bioticas
como abidticas (Ardila, 2013).

En la figura 15e, el comportamiento del gen ANT1, muestra que con respecto al ensayo

no elicitado en todas las variedades, a excepcién de SH2, el valor de la medida de



expresion es semejante, lo que muestra que la variedad SH2 estd expresando mayor
cantidad de ARNm que se traduce en la enzima ANS, en el momento de la elicitacién con
Fod. Se evidencia en la medida de expresion aumento en todas las variedades, puesto

que ANT1 forma parte del metabolismo fenilpropanoide.

Sin embargo, la expresion es diferencial con respecto a las variedades evaluadas, el
aumento en la expresion en la variedad resistente F1B2, es menor en relacion con las
variedades 6515 y 395, siendo la variedad 6515 susceptible y 395 resistente sobre
expresan el gen en respuesta a Fod. Lo que indica que puede incurrir en mayor actividad

enzimatica y en acumulacion de antocianidinas, en respuesta al patégeno.

Por otro lado, la variedad SH2 susceptible, en ensayo no elicitado presento mayor medida
de expresion en comparacion con las demas variedades. El aumento de la expresion en el
ensayo de elicitacibn es minimo comparando con la diferencia la expresién en otras
células. Se demuestra la expresion diferencial de este gen, podria asociarse al fenotipo de
susceptibilidad, donde la variedad SH2 no aumenta la expresion del gen en comparacion
con las otras células, podria afectar la sefializacion para la biosintesis de metabolitos

asociados a la respuesta a elicitores fungicos.



3.3. Genes relacionados con proteinas de patogenicidad

Andlisis de expresion génica mediante la técnica de RT-gPCR, en de los genes
relacionados con proteinas de patogenicidad, se presentan curvas de fluorescencia en las
graficas 18 — 34 (anexos) y medida de la expresion entre variedades resistentes,
susceptibles, elicitadas y no elicitadas en la figura 14.
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Figura 16. Andlisis de Expresion génica (M) genes de proteinas relacionadas con
patogenicidad (PRPs), A: AtBG-pap, B: ScChil, C: GHs, D: NbAELP, E: TLP, F: BAM, G:
AtPrxs de variedades clavel resistentes F1B2-395 y susceptibles 6515 — SH2, elicitadas
(naranja) y no elicitadas (azul).



3.3.1. B-(1 3)-D-Glucanasa

Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la gréfica 44 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen AtBG-pap en las variedades
resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen AtBG-pap, presenta una medida de expresion semejante en el ensayo no elicitado
entre las variedades evaluadas, salvo la variedad 6515 que sobre expresa el gen en
comparacion con las demas. En el ensayo de elicitacién la medida de expresion en todas
las variedades es cercana y aumenta en comparacion al ensayo no elicitado. Por ende, el
gen que codifica para la enzima B-(1 3)-D-Glucanasa aumenta la expresion en respuesta
a Fod.

Esta enzima, desempefia un papel clave en los procesos de divisién celular, trafico de
sustancias a través de plasmodesmos, desarrollo vegetal y respuesta a estrés abiético.
Ademas, el papel principal esta directamente relacionado con defensa vegetal (Kam et al.,
1991). Se ha categorizado en andlisis in vitro como proteina PRs, las cuales tienen alta
importancia por su actividad antifingica, esta en particular es capaz de hidrolizar las
paredes celulares de algunos hongos, en combinacion de isoenzimas de quitinasas, asi
como inducir una respuesta inmunoreguladora con la liberacion de elicitores y supresores

enddgenos (Balasubramanian et al., 2012).

Los B — 1,3 Glucanos, son polisacaridos que constituyen una gran variedad de paredes
celulares como la de los hongos filamentosos, la evidencia muestra que in vivo, las 8 — 1,3
glucanasa en combinaciéon con otras PRs como quitinasas, actlan directamente sobre
hongos fitopatégenos. Esta enzima actla inhibiendo el crecimiento de hifas fangicas
invasoras e indirectamente liberando inductores que pueden estimular la sintesis de

fitoalexinas (Balasubramanian et al., 2012).

Se ha demostrado que hay acumulacion de esta enzima en diferentes tejidos de tomate
gue han sido infectados por F. oxysporum f. sp lycoperci (Fol), entre variedades que
presentan diferentes niveles de resistencia, mostrando que esta enzima tiene actividad en
respuesta en el mecanismo de defensa vegetal a partir de elicitores fungicos de Fusarium
(Dmitriev et al., 2018). En un ensayo con Alternaria solani, genotipos resistentes y
susceptibles de tomate tuvieron respuestas diferenciales en la expresion delgen de la 8 —
1,3 Glucanasa, en las variedades resistentes la expresion de proteinas antifungicas fue a

las 6h antes, que las variedades susceptibles, con una expresion mayor de otras



proteinas antifingicas como peroxidasas (PO), polifenol oxidasa (PPO) y fenilalanina
Amonio Liasa (PAL) (Salim et al., 2011).

En la figura 16a el comportamiento del gen AtBG-pap muestra con respecto al ensayo de
células no elicitadas, se presentan diferencias en la medida de expresion. Se debe tener
en cuenta que las células se encuentran sobre medio MS con agente gelificante Phytagel
™ que es un tetrasacéarido lineal formado por — 4) -l-ramnopiranosil- (a-1 — 3) -d-
glucopiranosil- (3-1 — 4) -d-glucuronopiranosil- (B-1 — 4) -d -glucopiranosil- (-1 — con
sustituyentes O (2) 1-glicerilo y O (6 sustituyentes acetilo en la glucosa de 3 enlaces, las
células degradan el medio con enzimas glucanasa, explicando la medida de expresion de
este gen (Zhang et al., 2014).

Las variedades 395 — SH2 muestran una medida de expresion cercana, la variedad F1B2
la expresion fue baja con respecto a las demas y variedad susceptible 6515 sobre
expresa. La diferencia en la expresiéon podria asociarse al metabolismo basal, donde la
enzima que codifica este gen juega un papel clave en procesos del desarrollo vegetal o

estrés en las células.

Por otro lado, en el ensayo de elicitacibn con Fod, se evidencia el aumento en la
expresion del gen AtBG-pap, como se reportd en estudios mencionados, en todas las
variedades hay respuesta en la expresién, puesto que juega un papel importante como
enzima que hidroliza las paredes de las hifas del hongo atacante e inductor de la

respuesta inmune de la planta.

En las variedades elicitadas con el hongo hay un aumento en la expresion génica, mayor
en la variedad F1B2, en comparacion con su estado no elicitado, en la variedad 395 hubo
un aumento semejante con el ensayo no elicitado, al igual que la variedad SH2. Mientras
que la variedad susceptible 6515, en el estado elicitado, presenta una medida de
expresion cercana a las demas variedades. Sin embargo, la expresion disminuye en la
variedad 6515 en comparacion con el ensayo no elicitado, lo que podria indicar que las
células en ausencia del patdgeno estan expresando el gen en funcién del desarrollo

vegetal.

En la interaccion con Fod la expresion es regulada negativamente por 6515, esto podria
relacionarse con el tiempo en que la planta detecta la sefial enviada por el patégeno, que

en las otras variedades aumenta la expresion de este, pero en esta variedad en particular,



al estar ya sobre expresando el gen, al detectarse el hongo, la expresion de este gen

disminuye.

Debido a la importancia que tiene este gen, en respuesta a patégenos siendo una de las
PRs mas estudiada, podria asumirse que con una deteccion tardia de la sefial enviada
por Fod, se asociaria a un fenotipo de susceptibilidad.

3.3.2. Quitinasa
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 45 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen ScChil en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen ScChil presenta una medida de expresién en el ensayo no elicitado menor en
comparacion al ensayo de elicitacién con Fod. Las variedades resistentes F1B2 — 395, en
ausencia de Fod presentan menor expresion del gen que las variedades susceptibles
6515 — SH2. En general, la expresion de la quitinasa en todas las variedades aumenta en

presencia de Fod.

La enzima Quitinasa, es clasificada como PRs, puesto que es inducida en respuesta a
patdgenos aumentando la expresion y actividad enzimatica, por lo tanto, en plantas la
quitinasa actla principalmente en la defensa contra hongos, y se ha estudiado el papel de
esta enzima como agente de control biolégico seguro y biodegradable (Taiz et al., 2015).
En plantas sanas, algunas quitinasas, se expresan de forma constitutiva, que va
aumentando con la edad de la planta, este patrén de expresidbn esta regulado

especificamente por el desarrollo de tejidos y 6rganos (Dzhavakhiya et al., 2007).

La quitina es un polimero, que esta formado por amino azucares unidos entre si por
enlaces glicosidicos 3-(1—4), que forman una cadena lineal de unidades de N-acetil-2-
amino-2-desoxi-D-glucosa, desempefia un papel importante en su estructura molecular,
ya que permite formar tejidos presentes en gran parte organismos como los artrépodos e
incluso es la estructura principal de la pared celular de los hongos, que ademas es un
patrobn de reconocimiento molecular asociado a patégenos (MAMP/PAMP) para

desencadenar respuestas de defensa basal (Langner y Gohre, 2016).

Existen diferentes modelos donde se ha caracterizado esta enzima en respuesta a gran

variedad de hongos fitopatégenos como Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Verticilium, que



afectan cultivos de papa, pepino, arroz, mani, banano, soya, etc., donde se ha evaluado la
actividad que tienen la quitinasa y glucanasa en respuesta a los patdégenos (Jabeen et al.,
2015).

Sin embargo, en Tomate, el cultivo se ve afecto por una amplia gama de patégenos, entre
ellos Fusarium, debido a la carente actividad de genes que codifican las quitinasas, en un
estudio se probaron 17 accesiones de genes de arroz relacionados con quitinasas para la
respuesta a Fusarium, 3 accesiones presentaron respuesta al hongo en relacién con el
aumento en la expresion de quitinasas como mecanismo de defensa, los resultados
demostraron que todas las plantas transgénicas eran altamente resistentes al patégeno
por el método de inoculaciébn de raices y no observaron sintomas de marchitez,
concluyendo que el gen que codifica a una quitinasa expresaba su actividad antifangica
(Huang y Lindhout, 1997).

En la Figura 16b el comportamiento del gen ScChil muestra en el ensayo no elicitado, una
medida de expresion diferencial entre las variedades resistentes F1B2 - 395, con una
expresion baja en comparacion a las variedades susceptibles 6515 — SH2. Esta diferencia
puede estar relacionada una mayor actividad metabdlica primaria de desarrollo y

crecimiento.

En el ensayo de elicitaciébn con Fod, el comportamiento de la expresiéon en todas las
variedades aumenta, debido a que este gen esta relacionado principalmente en respuesta
a patogenos, siendo de los genes mas importantes documentados en interaccion con
hongos, puesto que al ser la pared de Fod principalmente de quitina, la planta expresa
genes que codifican la enzima quitinasa con el fin de hidrolizar las paredes de los hongos

y combatir la infeccion.

La expresién entre variedades es diferencial, puesto que para la variedad resistente F1B2,
sobre expresa este gen en comparacion con las otras variedades, lo que podria ralentizar
el avance de las hifas del patdégeno en el ensayo de elicitacion, al igual que en la variedad

resistente 395.

Por otro lado, las variedades susceptibles 6515 y SH2, en el ensayo no elicitado
presentan una expresion diferencial mayor en comparacion con las variedades resistentes
no elicitadas. Luego de la interaccion con el patégeno aumenta la respuesta de expresion

del gen, puesto que es un mecanismo de defensa principal. Sin embargo, estas 2



variedades susceptibles son las que permiten el mayor avance del hongo, como se

observa en el ensayo de elicitacion.

En el ensayo no elicitado al estar expresando el gen de forma constitutiva, podria hacer
que se genere una sefal de respuesta tardia, ya que el patdégeno llega a las células y
estas al estar expresando el gen, no reaccionan al ataque, puesto que no se revelan
estructuras fangicas de la planta, hasta que el hongo avanza lo suficiente para activar los
mecanismos de defensa contra el patdgeno, o que podria asociar la expresion de este
gen, con el fenotipo caracteristico de susceptibilidad.

3.3.3. Hidrolasas de glucésido de B-glicosidasa

Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 46 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen GHs en las variedades resistentes,
susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen GHs, presenta una medida de expresion en el ensayo no elicitado semejante en
todas las variedades, menor en comparacion con el ensayo de elicitacion con Fod. Las
variedades F1B2-6515-395 el valor de medida de expresion es cercano entre estas. Sin
embargo, la variedad SH2 muestra menor expresion de este gen en comparacion con las

otras variedades de clavel.

La enzima GH3, pertenece a una familia de proteinas sensibles a las fitohormonas que se
encuentran en muchas especies de plantas. En el estudio realizado por Zhang y
colaboradores (2018), se demostré la participacion en la regulacién por adenilacion de
fitohormonas que contribuyen en la actividad biolégica del acido indol acético (AlA), acido
jasmonico (AJ) y acido salicilico (AS). Las GH3 catalizan la conjugacion de aminoacidos
para formar el conjugado acido jasmonico / isoleucina (JA-ile), que aumenta la respuesta
del AJ, fitohormona reconocida por su papel en la defensa, se sintetiza rapidamente y

funciona como sefializador en respuesta mediada por AJ.

La fitohormona AIA es responsable del crecimiento y desarrollo de las plantas superiores,
influyen en la diferenciacion, divisién y expansiéon de células, ademas forma complejos
que son también son catalizados por conjugacion de otros aminoacidos. Y ocurre lo
mismo con respecto a la fitohormona SA (Jagadeeswaran et al., 2007; Westfall et al.,
2010).



En Arabidopsis Jagadeeswaran y colaboradores (2007) demostraron que mutantes del
gen GH3 presentaron defectos en la activacion de varias rutas relacionadas con la
respuesta de defensas, incluidas la induccion de genes PR y la resistencia contra cepas
virulentas y avirulentas del patégeno Pseudomonas syringae, evidenciando que la
acumulacién de SA en respuesta al patégeno se ve comprometida, o que sugiere que

este gen juega un papel importante en la regulacion de defensa contra patégenos.

En la figura 16c, se muestra el comportamiento del gen GHs muestra en el ensayo no
elicitado, valores de la medida de expresidbn semejantes en las variedades, con mayor
valor en la variedad 6515, la actividad metabdlica en el ensayo no elicitado, se presenta
puesto que este gen estd involucrado con vias de sefalizacién de fitohormonas. Estas

controlan aspectos del crecimiento y desarrollo de las células vegetales.

En respuesta a Fod, se evidencia aumento en la medida de expresion de este gen en
todas las variedades, ya que al ser parte de las vias de sefializacioén del JA, AIA y SA,
fitohormonas que estan relacionadas con la respuesta a patégenos, el aumento en la
expresion génica de GHSs, corresponde a la presencia de elicitores fungicos que activan
las cascadas de sefializacion correspondientes en las variedades F1B2-6515-395. El valor
cercano en la medida de expresion, indica que las vias de sefializacién estdn se estan
siendo activadas en las variedades aumentando el nimero de copias de ARNm, en
respuesta al patdgeno. Por otro lado, la variedad SH2, el aumento en la expresién del gen

es pequefio en relacién con las otras variedades.

Nuevamente, la variedad SH2, muestra una expresion diferencial en comparacion con las
otras variedades, podria ser el caso de una respuesta tardia, en la deteccion de elicitores
fungicos, que no permiten que ocurra de manera efectiva el aumento de la expresion
génica de GHs y por ende verse involucrada la respuesta de las hormonas vegetales JA,
AlA y SA. Como se demostr6 en Arabidopsis, defectos en la expresion de este gen, puede
caracterizar el fenotipo asociado con la susceptibilidad, como es demostrado en este caso

en presencia de Fod.

3.3.4. Aldosa 1-epimerasa
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 47 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen NbAELP en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.



El gen NbAELP presenta en el ensayo no elicitado un valor en la medida de expresion
cercano entre las variedades F1B2 — 6515 y 395 — SH2. En el ensayo de elicitacion con
Fod, se observa un aumento en la expresion del gen en todas las variedades, por ende, la
interaccion con el patégeno esta relacionada con el aumento en el numero de copias de

ARNmM de este gen.

La enzima Aldosa 1- epimerasa (AEP), esta involucrada en el metabolismo de
carbohidratos, cataliza la Inter conversion de anémeros alfa y beta de azlcares como la

glucosa y galactosa (Dorokhov et al., 2018).

Lee y colaboradores (2003) determinaron la participacion de un homoélogo de AEP, en la
infeccion del virus del mosaico del tabaco (TMV), lo que sugiere que AEP es una proteina
que podria estar involucrada en la regulacion de la respuesta del huésped y el transporte
intercelular, relacionada con la regulacién de la pectina metilesterasa (PME), enzima
involucrada en la degradacion de la pared celular que acompafian a una mayor
sensibilidad al TMV y resistencia a otros patdgenos, debido a que conduce a emision de
metanol y causa un efecto de sefalizacion de respuesta defensiva en las células que no

han sido afectadas por el patégeno.

Sheshukova y colaboradores (2017) demostraron que la AEP esta relacionada a el estrés
causado por patdgenos, por el aumento de niveles de ARNm de AEP en hojas infectadas.
Con el silenciamiento de AEP resulto en alta actividad de PME en la pared celular y
disminucién en la concentracién de glucosa, lo que genero condiciones desfavorables
para la reproduccién de Agrobacterium tumefaciens en hojas infectadas. Lo que
demuestra que existe un mecanismo subyacente de retroalimentacibn negativa
relacionada con la PME y AEP, mientras mas se exprese AEP, se afecta negativamente la

expresion de PME que conduce a mayor actividad de la respuesta del patégeno.

Zalepa-King y Citovsky (2013) sugieren que AEP puede afectar el transporte intercelular,
ya que durante la modificacion postraduccional y la adquisicion de N-glicanos, actia
indirectamente con la B-1,6-N-acetilglucosaminil transferasa, enzima fundamental en el
trasporte por plasmodesmos, que cataliza la union de las cadenas laterales de
oligosacéridos a las glicoproteinas, influyendo en la inmunidad de las plantas, al actuar
sobre el trafico nucleocitoplasmético de macromoléculas involucradas en la respuesta de

defensa.



En la figura 16d se presenta el comportamiento del gen NbAELP, en general es el valor
de la medida de expresion mas bajo del grupo de genes evaluados, en el ensayo no
elicitado muestra una medida de expresion diferencial, siendo la variedad SH2 con el
valor mas bajo, acompafado por la variedad 395 y finalmente 6515 y F1B2 con el valor

mayor en la medida de expresion.

En el ensayo de elicitacion con Fod, se evidencia el aumento en la expresion del gen que
codifica para la aldosa 1-epimerasa, en relacion con la respuesta a patdégenos, se asocia
la actividad de esta enzima en el transporte nucleo-citoplasmatico de macromoléculas
asociadas con la defensa y regula la expresion de PME evitando la degradacién de la

pared celular.

Al ser una enzima poco estudiada, participa en la complejidad de la relacién hospedero
parasito. Lo que se puede observar en los resultados, muestra que el aumento en la
expresion del gen que codifica a la enzima AEP, esté relacionado con la expresion en las
variedades susceptibles. Debido a que las células vegetales que aumentan la expresion
del gen, se ven afectadas por la degradacion de la pared celular y la acumulacién de
PME. En las variedades resistentes la expresion aumenta en respuesta al estrés causado
por Fod, pero regulado por el tipo de respuesta en el metabolismo de defensa.

En la variedad SH2, muestra una medida de expresibn mayor en comparacién con las
demas variedades. Esta enzima podria estar jugando el papel de contrarrestar la
degradacion de la pared celular a causa de mayor acumulacion de PME. El aumento en la
expresion de este gen en respuesta al patégeno se podria asociar a un mecanismo de
regulacion al estrés causado por el patégeno en un fenotipo susceptible como 6515 —
SH2.

3.3.5. “Thaumatin Like Protein”
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 48 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen TLP en las variedades resistentes,

susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen TLP en el ensayo no elicitado presenta una medida de expresién semejante en las
variedades 6515 — 395 — SH2, y menor en la variedad F1B2. En el ensayo de elicitacion
con Fod, aumenta la expresion del gen en todas las variedades, siendo la variedad SH2 la

que presenta mayor expresion del gen, seguido por 6515, F1B2 y finalmente 395. El gen



que codifica para la “Thaumatin Like Protein”, aumenta la expresion en el momento de la

elicitacion con Fod

Las proteinas de la familia PR5, también conocidas como proteinas altamente complejas
similares a la taumatina (TLP), relacionada con procesos de defensa y desarrollo en
plantas, se han encontrado proteinas homdlogas estrechamente relacionados con

Hordeum vulgare, Oryza sativa, Avena sativa, entre otros (Wang et al., 2010).

En Arabidopsis, Abad y colaboradores (1996), demostraron la actividad antifingica de
TLP en gran variedad de hongos patégenos, incluidos Fusarium oxysporum. En mutantes
de tabaco, trigo, cebada y arroz, se demostré la actividad que tiene esta familia de
proteinas en la inhibicion del crecimiento de hifas del atacante (de Jesus-Pires et al.,
2020). Cuando se induce la sobre expresion en especies que poseen actividad PR5,
presentan alta tolerancia y resistencia a patégenos como Alternaria alternaria,
Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani y otros. La interaccion con patégenos induce la
expresion de TLP en plantas que desempefian un papel desde la rigidez de la pared
celular hasta la transduccién de sefiales y actividades antimicrobianas (Wang et al.,
2010).

Otros estudios también han demostrado que estas proteinas participan en respuesta al
estrés osmotico, pH y estrés ambiental, debido a que todos los homélogos de TLP
reportados tienen de 10 a 16 residuos de cisteina conservados, que forman enlaces
disulfuro, lo que las hace estables a estas condiciones. Algunas TLP se fusionan con
proteinas quinasas y forman TLPK, que cuentan con un domino extracelular TLP que
reconoce elicitores del patégeno y desencadena la actividad de sefializacion mediada por

quinasas (Sharma et al., 2020).

Sin embargo, el mecanismo por el cual las TLP ejercen la actividad antifingica es auln
desconocido por completo. Aunque se sugiri6 que la actividad antifingica estaria
asociada con el aumento de la permeabilidad de las membranas flangicas por
mecanismos de formacién de poros, a partir de proteinas asociadas a la TLP (zeamatina 'y
osmotina), hace que las hifas se rompan al formar poros en la membrana plasmatica,
afectando la disipacion del gradiente de pH a través de la membrana (de Jesus-Pires et
al., 2020). Todas las proteinas PR5 tienen una hendidura superficial &cida, la superficie

polarizada electrostaticamente es el sitio de union del receptor de en membranas



plasméticas de los hongos siendo fundamental para la actividad antifingica de este grupo

de proteinas (de Jesus-Pires et al., 2020).

En la figura 16e el comportamiento del gen TLP muestra semejanza en la medida de
expresion en el ensayo no elicitado, siendo F1B2 la variedad que presenta menor
expresion del gen. La TLP esté sujeta a la funcion del desarrollo de la planta.

En el ensayo de elicitacion con Fod, aumenta la expresion del gen, puesto que esta
proteina estd relacionada estrechamente en el mecanismo de respuesta de defensa,
perteneciente a la familia de proteinas PR5 y reconocida en varios modelos vegetales por
su actividad antifingica. Se presenta expresion diferencial del gen que codifica para la

TLP en las variedades resistentes y susceptibles.

La variedad F1B2 muestra un aumento en la expresion en comparacion con el ensayo no
elicitado, que concuerda con lo esperado en la expresion del gen. En la variedad 395, el
aumento en la expresidon es menor, en comparacion al ensayo no elicitado y con variedad
F1B2. Con respecto a las variedades susceptibles, 6515 presenta un aumento en la
expresion del gen en respuesta al patdégeno, superior a las variedades resistentes. La
variedad SH2 sobre expresa el gen, siendo la variedad que mas aumenta la expresiéon de
TLP.

Al ser la familia PR5 tan compleja, actia en respuesta al patégeno. Con los datos
obtenidos, no se podria relacionar que entre mas copias del gen TLP se presente mayor
resistencia al patdgeno. Puesto que, como se evidencid en el ensayo de elicitacion, las
variedades que permitieron mayor avance del patégeno fueron las que mas estan

expresando el gen TLP.

Al ser una proteina relacionada con la sefializacién en respuesta de defensa, la expresion
en todas las variedades, no se puede explicar ni asociar esta proteina con el fenotipo
diferencial de resistencia o susceptibilidad en las células de clavel, ya que todas las

variedades elicitadas presentan aumento en la expresion en presencia del patégeno.

3.3.6. B- amilasa
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la gréfica 49 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen BAM en las variedades resistentes,

susceptibles elicitadas y no elicitadas.



El gen BAM en el ensayo no elicitado presenta diferencia en la expresion entre las
variedades, siendo las variedades susceptibles 6515 — SH2 las que menor presentan
expresion del gen en comparacion con las variedades resistentes F1B2 — 395. En el
ensayo de elicitacion aumenta el nimero de copias de ARNm del gen, lo que indica que

en presencia de Fod, se induce la expresion de este gen.

En las plantas superiores el almidon es uno de los principales metabolitos que se
almacena. Se acumula durante el dia en los cloroplastos y se degrada durante la noche,
siendo la maltosa el principal producto de la degradacion del almidén dentro del
cloroplasto. Ya se ha demostrado que la B- amilasa (BAM) juega un papel clave en la

degradacion del almidén (Stitt y Zeeman, 2012).

En la interaccion planta patdégeno, BAM participa de forma activa en este proceso. En
Arabidopsis, se detectd la sobreexpresion de este gen en presencia del patdgeno
Plasmodiophora brassicae, y en mutantes que no acumulaban almidén eran mas
resistentes al patégeno Erysiphe cruciferarumy mas susceptibles al Colletotrichum
higginsianum. A partir de lo anterior surgio la hipétesis que la disponibilidad reducida de
carbohidratos influye en la susceptibilidad de manera diferencial en la interaccion con
hongos patégenos (Dauleux, 2013).

Un estudio por Goicoechea y colaboradores (2000) realizado en hojas de pimiento
infectadas con Verticilium dahliae, mostro que habia una fuerte acumulacion de prolina y
azUcares totales, mientras que la concentracion de almidén era muy baja en comparacion
con el control. Lo que relaciona la alta actividad de BAM con susceptibilidad al patégeno

en plantas superiores.

En el estudio mas reciente sobre la actividad de BAM, Gkizi y colaboradores (2016) la
catalogaron como un regulador negativo de la resistencia a enfermedades causadas por
el hongo Verticilium dahliae. Gracias al silenciamiento de BAM en variedades
susceptibles, lograron correlacionar con una disminucion en la gravedad de los sintomas.
Sin embargo, no se ha podido determinar que la susceptibilidad reducida en los mutantes
bam se debe a la falta de suministro de nutrientes degradados por la 8 - amilasa para
promover el desarrollo del patégeno o si los mecanismos de defensa se activan de

manera mas eficiente en respuesta a la infeccion.

En la figura 16f el comportamiento del gen BAM muestra una medida de expresion

diferencial entre las variedades resistentes y susceptibles en el ensayo no elicitado, se



observa semejanza en la expresion en variedades F1B2 y 6515, mayor a lo que presentan
395 y SH2. Esta diferencia de expresion se puede entender como la acumulacién de

maltosa o glucosa en el metabolismo basal de las células.

Por otro lado, en el ensayo de elicitacion con Fod, se evidencia aumento en la expresion
del gen, en todas las variedades. Sin embargo, en este caso es claro que el conjunto de
variedades resistentes F1B2 y 395, presenta menor expresion del gen que codifica la
enzima - amilasa en comparacién con el conjunto de variedades susceptibles 6515 —

SH2 que sobre expresan este gen.

Con lo reportado en bibliografia, se puede evidenciar la correlacion que existe entre
fenotipos asociados con la susceptibilidad y mayor expresion del gen, puesto que, al
degradarse el almidén, facilita la obtencion de nutrientes por parte del patégeno, que

promueve el desarrollo de este al interactuar con la planta.

En el conjunto de variedades resistentes ocurre que hay menor expresion del gen B-
amilasa, por ende, no se estan generando las condiciones para favorecer el desarrollo del
hongo, debido a la disponibilidad reducida de carbohidratos. La investigacién muestra el
papel negativo que tiene la sobreexpresién de BAM en la resistencia parcial de plantas de
clavel elicitadas con Fod. Informacion que ha sido soportada por bibliografia, demostrando
y proponiendo que la actividad de la B- amilasa podria ser un marcador en los fenotipos

resistentes o susceptibles de clavel a Fod.

3.3.7. Homdlogo a peroxidasas
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 50 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen AtPrxs en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen AtPrxs, presenta en el ensayo no elicitado mayor medida de expresion del gen en
la variedad F1B2, seguido por la variedad SH2 y 395 conjuntamente, por ultimo, la
variedad 6515. En el ensayo de elicitaciobn con Fod, aumenta la expresion de este gen
principalmente en la variedad F1B2, seguido por el aumento en las variedades SH2 y 395.
La variedad 6515 no aumento la expresion del gen. Lo que indica que el gen que codifica

para el homélogo de peroxidasa es inducido en presencia de Fod.



Entre las proteinas inducidas durante la respuesta de plantas a patdégenos, las
peroxidasas clase lll, son glicoproteinas monoméricas con tamafio entre 28 — 60 KDa,
que se encuentran en vacuolas o pared celular (Jovanovi¢ et al., 2018). Estas estan
involucradas en una amplia gama de procesos fisiolégicos en el ciclo de vida de la planta,
debido a que existe un numero elevado de isoformas enziméticas (isoenzimas), por ende,

existen muchas reacciones catalizadas por estas (Shivakumar et al., 2003).

Las Peroxidasas (Prxs) estan implicadas en el metabolismo de auxinas, formacion de
lignina, suberizacion, reticulacibn de componentes de la pared celular, sintesis de
fitoalexinas, regulacién de especies reactivas de oxigeno (“ROS”) y especies reactivas de
nitrégeno (“RNS”) (Pandey et al., 2017).

Las peroxidasas implicadas en la interaccion planta — patégeno, catalizan la oxidacion
muchos sustratos para reducir el peroxido de hidrogeno (H20.), oxidan compuestos
fendlicos que inhiben la actividad enziméatica, como las pectinasas y enzimas proteoliticas
de patdgenos (Almagro et al.,2009). Estas también estan involucradas en la respuesta
hipersensible (HR), sintesis de lignina, produccién de etileno y suberizacion. Son
inducidas en los tejidos elicitados por patégenos, se expresan para limitar la propagacion
celular, mediante el establecimiento de barreras estructurales o la generacién de
ambientes celulares altamente téxicos por la produccién de ROS y RNS, que ademas
desencadenan vias de sefalizacion del Acido salicilico, Acido jasmonico y etileno (Durrant
y Dong, 2004; Seo et al., 2008; Almagro et al., 2009; Mhamdi et al., 2012).

Utilizando plantas de tabaco mutantes deficientes en Prxs, Mittler y colaboradores (1999)
demostraron que eran hipersensibles a la exposicion de patégenos, debido a la
acumulacion de peroxido de hidrogeno (H:02 causaba rapidamente muerte celular,
siendo H,O, una molécula de sefializacion generada en condiciones de estrés para
desencadenar la expresion génica de genes relacionados con la defensa (Mittler et al.,
1999). En Pennisetum glaucum elicitado con Sclerospora graminicola, se demostré la
participacion de las Prxs con enzimas relacionadas con la defensa, como la f— 1,3 —
glucanasa, fenilalanina amonio liasa (PAL) y ribonucleasas. Ademas, se propuso la
actividad de la peroxidasa en respuesta a patdégenos, como un marcador bioquimico de
resistencia contra enfermedades causadas por hongos (Mahesha et al., 2017). La
actividad de Prxs es un sistema complejo de regulacion y sefializacion, pero desempefia

un papel muy importante en la defensa de plantas a patégenos.



En la figura 169, se presenta comportamiento del gen AtPrxs, en el ensayo no elicitado, la
variedad F1B2 la variedad F1B2, la cual presenta una medida de expresion mas alta,
seguido de SH2 en conjunto con 395 y por ultimo 6515, esto debido a que la enzima Prxs,

participa activamente en diferentes procesos del metabolismo basal.

Con respecto al ensayo de elicitaciébn con Fod, la diferencia en la medida de expresién
muestra que en las variedades F1B2, 395 y SH2 aumentan la expresion del gen en
presencia del patdgeno en comparacion al ensayo no elicitado, puesto que al detectarse
el patdgeno se desencadena una respuesta mediada en la oxidacion de compuestos
fendlicos, sintesis de lignina y suberina, aumento regulado del estrés oxidativo para la
activacion de rutas de sefializaciéon relacionada con &cido salicilico, acido jasmonico y
etileno. Sin embargo, la variedad 6515, no tuvo cambio en la medida de expresién del gen

en comparacion con el ensayo de elicitacion y las otras variedades.

La variedad F1B2 que sobre expresa este gen, se podria asociar a un fenotipo que
responde a la presencia del patégeno con el aumento en la expresion de peroxidasas. La
sobre expresion del gen, aumenta la biosintesis de lignina y suberizacion. Ademas,
aumento en la respuesta quimica con el estrés oxidativo, que desencadena sefiales tras
el reconocimiento de elicitores provenientes del patégeno, lo que podria asociarse con el
éxito que tienen estas células en retrasar el desarrollo de Fod como se evidencié en el

ensayo de elicitacion.

Las variedades 395 y SH2 aumentaron la expresion del gen en respuesta a Fod, lo que
indica que tienen la capacidad de respuesta a la interaccion con el patégeno. No obstante,
al ser una variedad resistente y susceptible, determina que la via de las peroxidasas no es
la responsable directamente de la resistencia al patégeno. Sin embargo, permite la
sefializaciéon en respuesta al patdégeno en la activacion de rutas metabdlicas relacionadas

con la defensa.

Por otro lado, la variedad 6515 no presento cambios en la expresion del gen, lo que causa
que no haya presencia de estrés oxidativo que desencadene la expresion de genes
relacionados con a la resistencia a patégenos y que la respuesta de aumento de lignina
como berrera fisica sea deficiente. Por inactividad de AtPrxs en respuesta a Fod esta
variedad podria relacionarse con la sensibilidad por acumulacion de H202 que llega a

causar problemas en la sefializacion de respuesta y por ultimo, muerte celular.
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Figura 17. Analisis de Expresion génica (M) genes de proteinas relacionadas con
patogenicidad (PRPs), H: CAT, I: GhmMDH, J: AtPEP, K: PGIP, L: SA, M: RLK de
variedades clavel resistentes F1B2-395 y susceptibles 6515 — SH2, elicitadas (naranja) y

no elicitadas (azul).

3.3.8. Catalasa
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 51 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen CAT en las variedades resistentes,

susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen CAT, en el ensayo no elicitado la medida de expresion del gen es cercana entre las
variedades estudiadas, siendo F1B2 la que presenta menor expresion, seguida de 395 y
6515 y SH2 conjuntamente. En el ensayo de elicitacion con Fod, se observa aumento en
la medida de expresion del gen en todas las variedades. Indicando que el gen que

codifica a la enzima Catalasa es inducido en respuesta al patégeno.

La catalasa es una enzima oxidorreductasa, que cataliza la descomposicion de peréxido
de hidrégeno (H202) en H,O y O (Kaur et al., 2009). Esta enzima es fundamental en la
ruta metabdlica encargada de la protecciéon de células eucariotas y procariotas, al dafio
oxidativo por especias reactivas de oxigeno (“ROS”), el H.0O; es toxico para la planta, pero



en bajas concentraciones es un importante sefializador intracelular (Sharma y Ahmad,
2014).

Esta es una las enzimas fundamentales para el desarrollo y respuesta bajo condiciones
de estrés relacionada estrechamente con las peroxidasas ayudan a modular la

concentracion de peroxido de hidrégeno dentro de la célula (Pandey et al., 2017).

La expresion de catalasa es fundamental en respuesta de defensa, debido a que la
interaccion con patégenos implica aumento del estrés oxidativo apoplastico, que conduce
a la célula a la activacion de sefiales relacionadas metabolismo defensa (Mhamdi et al.,
2012).

En plantas de Arabidopsis mutantes con el gen silenciado (cat), Bueso y colaboradores
(2007) demostraron un aumento del doble en la acumulacién de ROS, con relacién a la
sefalizacién de fitohormonas. Las plantas con el gen silenciado presentaron diferencias
en la deteccién de eventos tempranos y tardios en la via de sefalizaciéon oxidativa,
demostrando que la acumulacion de perdoxido de hidrégeno afecta la cascada de
sefalizaciéon de fitohormonas involucradas en respuesta al estrés oxidativo, como la

modulacion de la via de sefializacién del etileno y la sintesis de auxinas.

En un estudio de transcriptoma, Mhamdi y colaboradores (2010) compararon la expresion
de plantas silvestres de Arabidopsis y mutantes con el gen silenciado. Demostrando que
la via de sefializacion del acido jasmonico en ambos ensayos fue regulada, inclusive al
tener silenciado el gen que codifica para la catalasa. Incluso al perder la actividad
enzimatica de la catalasa en el mutante, se acumula peréxido de hidrégeno que afecta a

la célula bloqueando la ruta de sefializacion del acido salicilico.

En general, la actividad de CAT modula el metabolismo primario de la célula, como
procesos relacionados con la interaccién por patdgenos. Demostrando que, en mutantes
con el gen silenciado, aumenta la respuesta hipersensible, afectando ruta de sefializacion
de fitohormonas relacionadas con la respuesta de defensa, puesto que sin la actividad de
la catalasa se pierde la regulaciéon del estrés oxidativo, lo que lleva a la muerte celular
temprana (Mhamdi et al., 2010).

En la figura 17h, se presenta el comportamiento del gen CAT, la medida de expresion en
las variedades no elicitadas, con menor expresion en la variedad F1B2, seguida por 395,
y 6515 y SH2. En lo que concierne a la actividad de la expresion del gen CAT en

presencia del patégeno, se observa el aumento de la medida de expresion en todas las



variedades, lo que indica el gen responde al patégeno, participando en la regulacién del
estrés oxidativo, que causa un aumento en la concentracion de H,O,, que desencadena
en el comienzo de una cascada de sefializacion para la activacion de respuesta de

defensa, como las fitohormonas acido salicilico, acido jasmonico y etileno.

La expresion en todas las variedades elicitadas en relacién con el ensayo, sobre expresa
el gen CAT, como estrategia de respuesta al estrés oxidativo. Sin embargo, hay
diferencias entre la medida de expresion del gen en todas las variedades. Por ende, no se
puede relacionar este gen Unicamente a fenotipos resistentes o susceptibles, todas las
variedades estan respondiendo con la sobreexpresion de este gen, regulando el estrés
oxidativo causado por Fod.

3.3.9. Malato deshidrogenasa
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 52 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen GhmMDH en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen GhmMDH, se evalu6 uUnicamente en el ensayo no elicitado, presentando
diferencias en la medida de expresion entre las variedades estudiadas, siendo la variedad

6515 la que mas expresa este gen, en comparacion con las demas variedades.

La malato deshidrogenasa (MDH) cataliza la conversion reversible de oxalacetato en
malato utilizando NAD/H o NADP/H como oxidante/ reductor (Wang et al., 2015). En el
ciclo del acido citrico, esta enzima es la encargada de catalizar la regeneracién de
oxalacetato, esta reaccion se produce mediante la oxidacion del grupo hidroxilo del malato
y la reduccion de NAD®). Ademas, también participa en la gluconeogénesis, la sintesis de

glucosa a partir de moléculas de bajo peso molecular (Imran et al., 2016).

La piruvato carboxilasa actia sobre le piruvato en las mitocondrias para formar el
oxalacetato, para retirar el oxalacetato de las mitocondrias, la malato deshidrogenasa lo
reduce a malato y atraviesa la membrana mitocondrial interna, en el citosol, el malato se
oxida a oxalacetato por la malato deshidrogenasa citosélica y finalmente, la fosfoenol
piruvato carboxiquinasa convierte el oxalacetato en fosfoenolpiruvato (PEP) (Journet et
al., 1981).



Esta funcion enzimatica del metabolismo primario da via la activacion del metabolismo
secundario de la planta, ya que de (PEP) parte la ruta del &cido shikimico, para la
biosintesis de productos secundarios nitrogenados (Alcaloides) y compuestos fendlicos
(Taiz et al., 2015).

Diferentes estudios han propuesto funciones complejas para MDH, como la
sobreexpresion en plantas de Medicago sativa condujo a la acumulacién de &cidos

organicos cuatro veces mayor en comparacion con el tipo silvestre (Tesfaye et al., 2001).

Yao y colaboradores (2011) estudiaron sobreexpresion de MDH en Arabidopsis en nivel
de sintesis de matalo, en callos de manzana donde se demostro que la sobreexpresion de
MDH, aumento la degradacién y transporte de malato, la gluconeogénesis y la actividad
del ciclo de Krebs, en general se sugiere que cambios en las cantidades de isoformas de
MDH puede afectar el fluyjo metabdlico de varios &cidos organicos, la produccion de
energia en forma de ATP o GTP, la liberacién de grandes cantidades de electrones y
protones involucrados en la cadena transportadora de electrones, que llega causar un

efecto sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas (Yao et al., 2011).

En mutantes mdh se presenta un crecimiento lento y una tasa de respiracion elevada sin
pérdida de capacidad fotosintética, lo que indica que hay perdida en la asimilacion neta

con CO., que afecta el desarrollo de las plantas (Wang et al., 2010).

En la figura 17i se muestra el comportamiento de la expresion del gen que codifica para la
malato deshidrogenasa (MDH) en el ensayo no elicitado de la planta. Se puede evidenciar
la expresion diferencial que existe entre las variedades evaluadas, es notable que la
expresion en general de este gen es baja. Sin embargo, juega un papel fundamental para

la via de desarrollo del metabolismo primario y secundario de la planta.

La variedad 6515, tiene un valor en la medida de expresién mayor en comparacioén con
las otras variedades, en las cuales la medida es cercana. La diferencia en la expresion de
este gen podria indicar que esta variedad tiene una actividad metabdlica mayor, desde la
gluconeogénesis, la produccion de ATP o GTP, la sintesis de aminoacidos, la beta

oxidacion de acidos grasos, todo por el papel que juega en la via del &cido citrico.

Al no compararse con el estado elicitado con Fod, solo queda suponer que la mayor
actividad metabdlica en esta variedad susceptible juega un papel en contra, en el

momento de interaccion con el patdgeno, debido a que las rutas metabdlicas de defensa



que involucran la participacidon del ciclo de Krebs, como la biosintesis de alcaloides, la via

del &cido maldnico y la via del acido mevalonico ya estan activas en el metabolismo basal.

En el momento de deteccién de las sefales por el patdégeno, tarda en reconocer que esta
bajo ataque por lo elicitores fungicos, lo que desencadena una respuesta tardia para
combatir el patdbgeno, por esta razén se podria explicar el avance del crecimiento del
hongo en el ensayo de elicitacion. En conclusién, mayor actividad metabdlica basal, no

significa tener mejor capacidad de respuesta frente a patégenos.

3.3.10. Via de sefializacion mediada por acido Jasmonico
Las curvas de fluorescencia gréficas 18 — 34 y la grafica 53 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen AtPEP en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen AtPEP en el ensayo no elicitado muestra una medida de expresién cercana en
todas las variedades, mayor en la variedad 395, seguido conjuntamente por las
variedades 6515 y SH2, por ultimo, la variedad F1B2. Con respecto al ensayo de
elicitacion con Fod se presenta aumento en la medida de expresion en todas las
variedades, siendo la variedad 6515 la que menor aumento presento en comparacion con
las demés. Lo que indica que la interaccion con Fod induce el aumento en la medida de

expresion del gen relacionado con la via de sefializacion mediada por acido jasmonico.

En la via de sefalizacion mediada por acido jasmonico, el gen AtPEP, hace referencia a
péptidos enddgenos identificados en Arabidopsis, que inducen la inmunidad activada por
patrones (PTI) y aumentan la resistencia a patégenos, al conducir la sefial de activacion
de respuesta inmune innata (Holmes et al.,, 2018). Debido a la actividad inductora de
inmunidad, se han clasificado como patrones moleculares asociados al dafio (DAMP),
analogos a los inductores exdégenos de origen microbiano (MAMP), o también patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMP). Los patrones mencionados se unen a
receptores de reconocimiento de patrones localizados en la membrana plasméatica (PRR),
(Krol et al., 2010).

Una de las primeras repuestas desencadenadas por los MAMPs, PAMPs y DAMPs es la
produccion de “ROS” apoplastico por NADPH oxidasas, ya que las “ROS” son toxicas
para los patdgenos Invasores, bloqueando la proliferacion del parasito dentro de la planta
(Flury et al., 2013).



Un estudio realizado por Chinchilla y colaboradores (2006) en Arabidopsis es el
reconocimiento de proteinas bacterianas como flagelina y el factor de elongacion, que son
reconocidos por las quinasas receptoras FLS2 Y EFR, también en casos donde el propio
tejido afectado de la planta, como fragmentos de la pared celular o péptidos pequefios
que son liberados por la célula vegetal durante la invasion por patégenos, por ejemplo el
receptor quinasa (PEPR1 Y PEPR2) de Arabidopsis se unen a péptidos AtPEP
endodgenos que desencadenan la activacion de la respuesta inmune. En general, se
demostré que en Arabidopsis las AtPEP inducen la expresion diferencial de varios
precursores proteicos (PEPR1 Y PEPR2) en la via de sefalizacién de respuesta de
defensa, que respalda el papel de percepcion de JA en la sefializacion mediada por
AtPEP.

Se ha observado en varios modelos, el papel antagonista que tiene el acido salicilico (AS)
y el Acido Jasmonico (AJ) en la defensa contra patogenos, donde la activacion de las
rutas de sefializacion de estas fitohormonas es activada por patrones (PTI) (Jones y
Dangl., 2006). Demostrado en Arabidopsis, la deteccion de AtPEP provoca un aumento
en los genes marcadores de respuesta activados por SA Y JA (PR-1) y Defensinas 1.2
(PDF1.2), siendo la expresién de AtPEP, precursora en la sefializacion para la activacion

de genes de defensa inducidos por la deteccién del patdgeno (Chinchilla et al., 2006).

La biosintesis de JA bajo estrés bidtico y abidtico, necesita la percepcion de la sefial de
respuesta mediada por AtPEP junto con las proteinas quinasa activadas por mitbgenos
(MAPK), para que las MAPK logren desencadenar la cascada de sefalizacion en
respuesta al estrés. Esto da lugar a la activacion de la ruta de sefalizacién de JA (Holmes
et al., 2018).

En la figura 17j se muestra el comportamiento del gen AtPEP, donde se presenta una
medida de expresidn cercana entre las variedades en el ensayo no elicitado, debido a que
la percepcion del JA esta también relacionada con el crecimiento y desarrollo de las

plantas.

La deteccién de elicitores fungicos es el primer paso en la interaccion planta — patégeno,
que lleva a la activacion de rutas metabdlicas relacionadas a la respuesta de defensa. En
el ensayo de elicitacion con Fod, se evidencia el aumento de expresion del gen

relacionado con las AtPEP. Esto indica que todas las variedades tienen la capacidad de



reconocer el patégeno y activar las rutas de sefializacion mencionadas. Sin embargo, el

aumento en la expresion del gen es pequefio en comparacion con otros genes evaluados.

El aumento en la expresion de AtPEP ocurre en el instante en el que la planta logra
detectar el patébgeno como estrategia de defensa para la sefializacion, regulacion y
activacion de genes de defensa. Luego de que la sefal de defensa fue activada, AtPEP
se regula, puesto que ya cumplié la funcion de perceptor y activador de las sefiales

inducidas por el patégeno.

Puede que en la gréfica se observe que el aumento en la medida de expresion fue poco,
pero se debe considerar que la extraccion de ARNm del ensayo de elicitacion se realizé al
dia 5 después de colocar a Fod a crecer en presencia de las células. Debido a esto, las
células detectaron el patdgeno a partir de las AtPEP para activacion de las rutas de
defensa y luego de esto el gen AtPEP se regula a un valor cercano al ensayo no elicitado

al haber cumplido su funcion.

En conclusion, el aumento en la expresion de AtPEP indica que las plantas detectan los
elicitores fangicos y se desencadena la ruta de sefializacion de defensa. No se aprecia en
las graficas la sobreexpresién del gen, puesto que el gen se regula después de haber
detectado el patébgeno. Puede que la respuesta inmune este activa en las variedades
resistentes y susceptibles, ya que es la respuesta innata de todas las células, se
recomienda estudiar este gen espacio temporalmente para llegar a la conclusion si hay
diferencias en los tiempos de expresion con en al patdégeno, que podria asociarse a

fenotipos de resistencia o susceptibilidad.

3.3.11. Proteina inhibidora de poligalacturonasas
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 54 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen PGIP en las variedades

resistentes, susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen PGIP, en el ensayo no elicitado presenta una medida de expresion cercana en
todas las variedades de clavel. Mientras que en el ensayo de elicitacion la medida de
expresion en las variedades es diferente, siendo la variedad 6515 la que presenta mayor
aumento, seguido de las variedades F1B1 y 395, la variedad SH2 tuvo menor aumento en
la expresion de este gen en comparacion con el ensayo no elicitado. Lo que indica que el

gen que codifica a proteinas inhibidoras de poligalacturonasas, es inducido por Fod.



Los patégenos como Fod producen una amplia gama de enzimas degradantes de la
pared celular vegetal, entre ellas las endopoligalacturonasas (PG) en etapas tempranas
del proceso de infeccién, las PG rompen los enlaces a- (1-4) entre los residuos de &cido
D-galacturénico del homogalacturonano, componente principal de la pectina, que provoca

la separacion de la pared celular y maceracion del tejido del huésped (Ferrari et al., 2012).

Con el fin de contrarrestar la actividad de las PG, las plantas despliegan proteinas
inhibidoras de poligalacturonasas (PGIP) son proteinas de pared celular que inhiben la
actividad despolimerizarte de la pectina de las poligalacturonasas secretadas por
patdgenos microbianos. Ademas de la inhibicion de PG, la interaccion entre PG y PGIP
promueve la formacion de oligogalacturénidos (OG), que son desencadenantes de una

variedad de respuestas de defensa (Li y Smigocki, 2018).

Se han realizado diferentes estudios para determinar la actividad de inhibicién de
isoformas de PGIP individuales, identificando mas de 170 genes involucrados con PGIP
aislados de diferentes especies de plantas, Arabidopsis, frijol, soja, trigo, entre otros
(Ferrari et al., 2003). In vitro, la actividad de las PGIP en algunos casos no ha mostrado
éxito, ya que no inhibieron PG, en trigo los genes se expresaron con éxito, pero no
mostraron actividad de inhibicién, lo que llevo a plantear que la actividad de algunas PGIP
sea solo activa en ambiente in planta, en el caso de Botrytis cinera en Vitis vinifera
(Joubert et al., 2006).

Las limitaciones de datos impiden sacar conclusiones con correlaciéon entre las PGIP de
plantas especificas y patdogenos especificos, en el caso particular de la PG producida por
el patdgeno Fusarium verticillioides, no hay conocida ninguna PGIP que inhiba la actividad
de esa PG. Por otro lado, en un estudio con Fusarium oxysporum y Solanum
lycopersicum, la PGIP de tomate logro inhibir las PG del patégeno con éxito, pero
dependiendo del estadio fenoldgico de la planta (Kalunke et al., 2015; Salehzadeh, 2015).

Las PGIP han sido estudiadas para la proteccion de cultivos, la basqueda de PGIP con
amplio espectro de muchas PG producidas por fitopatdégenos, ha llevado a la construccion
de PGIP con actividad inhibidora fuerte y amplia, sin embargo, muchas PG producidas por
fitopatdégenos, pueden llegar a tener cambios en un solo aminoacido y cambia la

especificidad de las proteinas inhibidoras (Rathinam et al., 2020).

En la figura 17k, muestra el comportamiento de la expresion del gen que codifica para

proteinas inhibidoras de poligalacturonasas (PGIP), en el ensayo no elicitado expresion



del gen semejante en todas las variedades. Al ser una proteina de defensa ubicada en la

pared celular.

Con respecto al ensayo de elicitacién con Fod, se evidencia el aumento en la expresion
del gen en todas las variedades, lo que indica que las células, estan respondiendo a la
presencia de PGs producidas por el patégeno.

Las variedades que presentaron un aumento en la expresion de este gen podrian
asociarse a un fenotipo de resistencia, pero al estar la variedad 6515 muestra que mayor
expresion del gen no significa resistencia. Como se observd en el ensayo de elicitacion
que esta variedad no detuvo el avance del patégeno, lo que indica que 6515 tiene la
capacidad de reconocer los PG para expresar PGIP, que en este caso no detienen el
desarrollo del patégeno. Por otro lado, la variedad SH2 presento un aumento en la
expresion pequefio en comparacion a las otras variedades. Por ende, la baja expresion de
PGIP en presencia de Fod si pudiese asociarse con el fenotipo de susceptibilidad, ya que
la planta no aumenta la expresion de las PGIP en comparacién con las otras plantas para

el reconocimiento de las PG.

En las variedades F1B2 y 395, se puede considerar que la expresion inducida por Fod,
participa en la respuesta de inhibicién del crecimiento del hongo, pero no se puede
concluir que este gen es el Unico responsable de la resistencia que presentan estas 2

variedades.

Se podria proponer para estudios futuros, la secuenciaciéon y analisis de la secuencia de
aminoacidos del amplicon del gen PGIP en respuesta a las PG producidas por Fod, ya
gue alli se podria determinar si existe un cambio en la secuencia entre las variedades de
clavel que afecte la especificidad de las proteinas inhibidores de las PG, como en el caso

de 6515 que sobre expresa el gen, pero no inhibe el crecimiento del hongo.

3.3.12. Via de sefalizacién mediada por acido salicilico
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 55 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen SA en las variedades resistentes,

susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen SA, en el ensayo no elicitado muestra una medida de expresion cercana en las

variedades 6515, 395 y SH2, mientras que la variedad F1B2 supera la expresion de este



gen en comparacion. Con respecto al ensayo de elicitacion, en todas las variedades
aumenta la medida de expresion del gen en presencia del patégeno. Las variedades 395
y SH2 muestran valor de expresion mayor, seguido de la variedad 6515, por ultimo, la
variedad F1B2, que aumenta poco en comparacion a las otras variedades. Por ende, el
aumento en la expresion del gen involucrado en la via de sefializacion mediada por el

acido salicilico es inducido por la presencia de Fod.

En la via de sefalizacion del acido salicilico, los factores de transcripcion WRKY, son
proteinas que se unen al ADN, regulan distintos procesos en plantas como respuesta al
estrés bidtico y abidtico, senescencia, latencia, germinacion de semillas, algunos
procesos del desarrollo y contribuyen en parte del metabolismo secundario (Jiang et al.,
2014).

El &cido salicilico (SA) es una fitohormona y molécula de sefalizacion en las plantas,
sintetizada a partir de cinamato en una reaccion catalizada por la PAL. La mayor parte de
SA se produce a partir del isocorimato en la plata y participa en funciones fisiologicas

como, resistencia a temperatura, sal, sequia, radiaciéon UV, entre otros (Taiz et al., 2015).

Ademas, SA ha sido estudiado ampliamente en la defensa de las plantas, porque juega
un papel fundamental en la sefalizacién para la aparicion de la respuesta hipersensible
(HR) vy la resistencia sistema adquirida (SAR) (Chen et al., 2009). La acumulacién de SA
inducida por patégenos conduce a un rapido aumento de los niveles de “ROS” a través de
la inhibiciébn de la proteina de union a SA (SABP), que transforma el peréxido de
hidrogeno (H202) en H,O y O.. Siendo el cambio en el potencial 6xido reductor da como
resultado la reduccion del oligbmero Nonexpressor of PR1 (NPR1) a su forma
monomérica activa, que se transloca al nlcleo y mejora la unién de los factores de
transcripcion TGA a los promotores que responden a SA como factor co-transcripcional.
Activando genes sensibles a SA, dandolo como gen relacionado con la patogenicidad
(PR1) (Loake y Grant, 2007; Chen et al., 2009).

Ademas, NPR1 regula la expresiéon mediada por SA de WRKY70 de Arabidopsis, que
codifican a proteinas inductoras de genes marcadores de defensa dependientes de SA.
En mutantes dobles de wrky54wrky70, muestran un nivel alto de SA libre en comparacion
de mutantes wrky54 y wrky70, lo que demuestra que WRKY70 y WRKY54, juegan un

papel como reguladores en la biosintesis de SA (Wang et al., 2006).



El analisis bioinformético y los estudios de expresién han demostrado que WRKY28 y
WRKY46 son activadores transcripcionales de genes ICS1 y PBS3, que estan
involucrados en la biosintesis de SA y la acumulacion de SA-glucosidos (SAG) (van Verk
et al., 2011; Duan et al., 2015).

Las vias de respuesta de SA Y JA son de los ejemplos mejor estudiados de sefializacién
relacionada con defensa en una interaccion planta patégeno, muchas isoformas de WRKY
participan en la biosintesis, sefializacion, regulacion, transcripcion de genes asociados a
la respuesta a patdgenos, estas proteinas juegan papeles fundamentales en procesos
que involucran gran cantidad de genes asociados con la defensa de plantas, que llevan
consigo multiples respuestas en la expresion de fenotipos asociados a la resistencia de
plantas a patégenos ( Dzhavakhiya et al., 2007; Negi y Kurana, 2021).

En la figura 17 L, se observa el comportamiento del gen asociado con la via de
sefializacibn mediada por acido salicilico, reportado como WRKY. En el ensayo no
elicitado, la medida de expresién cercana en todas las variedades a excepciéon de la
variedad F1B2. Lo que sugiere que este gen en el metabolismo basal estd desempefiando
un rol diferencial en el desarrollo y crecimiento de las células, que no estan bajo la presion

de un patégeno o estrés.

Por otro lado, en todas las variedades se observa un aumento en la expresién del gen SA
(WRKY), lo que indica que bajo el reconocimiento de elicitores flingicos se activa de forma
exitosa la sobreexpresion de este gen. Desempefiando tareas en la sefializacion de la via
de SA, en respuesta de Fod, el aumento en la expresion del gen se relaciona con mayor
aumento de niveles de “ROS”, que desencadena sin numero de vias que activan y

regulan genes de respuesta al patégeno.

La respuesta diferencial en las variedades evaluadas, se puede presentar en fenotipos
resistentes y susceptibles conjuntamente, en caso de F1B2 que el aumento en la
expresion génica es bajo en comparacion con el aumento en las demés variedades, no
podria asociarse que menor expresion de este gen lo relacione con un fenotipo
susceptible, puesto que en el ensayo de elicitacion muestra lo contrario, de la misma
forma que las variedades susceptibles sobre expresan el gen, tampoco se podrian asociar
con un fenotipo de resistencia. Dejando a 395 como la variedad resistente que presenta

mayor actividad en la sobreexpresion del gen, pero comparado con las demas variedades,



no se podria concluir que el gen que participa en la via de sefalizacion mediada por acido

salicilico (WRKY) sea el responsable de la resistencia al patégeno.

Sin embargo, puede explicarse en la forma en la que cada uno de los fenotipos regula la
expresion y los procesos fisiologicos de defensa involucrados a estos tipos de proteinas.
El aumento en la expresion no es siempre mayor 0 menor resistencia, hay muchos
procesos involucrados que aln desconocemos Yy que con proteinas como WRKY con
tantas isoformas que regulan procesos en muchas vias de sefializacion, complica aun

mas la forma en la que entendemos la relacion planta — patégeno.

En las gréficas presentadas, se evidencia aumento en la medida de expresion del gen en
presencia de Fod. Sin embargo, se desconoce que isoforma de WRKY se esta
expresando en clavel, para esto se sugiere para proximos estudios, secuenciar el
amplicon y comparar la secuencia de aminoacidos con un BLAST y asi definir que
isoforma esté reportada bajo la secuencia encontrada en clavel. Por el momento se puede
concluir que estd regulando de forma positiva procesos en una de las rutas mas

importantes de sefializacién en la relacién planta — patégeno.

3.3.13. “Receptor- like Kinase”
Las curvas de fluorescencia graficas 18 — 34 y la grafica 56 de regresion lineal,
corresponden al comportamiento de expresion del gen SA en las variedades resistentes,

susceptibles elicitadas y no elicitadas.

El gen RLK en el ensayo no elicitado, presenta en todas las variedades una medida de
expresion cercana, salvo la variedad SH2 que el valor de expresién es mayor. En el
ensayo de elicitacion con Fod, la expresion aumenta en todas las variedades, sin
embargo, hay diferencias en la expresién entre las variedades, la variedad 395 muestra el
valor mas alto, seguido de las variedades F1B2 y 395 y por ultimo la variedad SH2 que el
aumento es poco en comparacion con el comportamiento del gen en las otras variedades.

Al aumentar la expresion del gen indica que el gen RLK es inducido por Fod.

Las quinasas de tipo receptor (RLK) consisten en una gran superfamilia de proteinas son
estructuralmente similares, que cuentan con una region extracelular, un domino

transmembranal y un dominio quinasa intracelular.



La gran cantidad de RLK reportadas se caracterizan por el diverso complemento de
dominio extracelular, que incluyen repeticiones ricas en leucina (LRR), dominios de
autoincompatibilidad (S) y dominios de lectina (Goff y Ramonell, 2007). Esta diversidad de
dominios extracelulares refleja la necesidad de adaptacion a ligando que estan en

constante cambio como los relacionados con patégenos (He y Wu, 2016).

Las células deben tener la capacidad de reconocer elicitores generales y especificos para
poder desencadenar una respuesta a través de genes relacionados con la defensa y
lograr una resistencia frente al atacante. Un ejemplo clasico de estas RLK es el sensor 2
de flagelina en Arabidopsis (FLS2), que se une a la flagelina bacteriana (flg22), (Chinchilla
et al., 2006). En Arabidopsis se ha demostrado que la sobreexpresiéon de RLK asociadas
a FLS2 conduce a mayor acumulacion de acido salicilico (SA) y a la regulacién de genes

que controlan la muerte celular programada (Kim et al., 2017).

En el caso de hongos, la quitina fungica es un ligando importante para las RLK. En arroz
la quinasa del receptor con motivo lisina (LysM) reconoce la quitina fungica como inductor,
en Arabidopsis el receptor quinasa CERK1 se une a la quitina de hongos, luego se
produce una fosforilacion de CERK1, que lleva a la activacion de rutas de defensa
temprana (Lee et al., 2014).

Las RLK-LRR pueden actuar conjuntamente en procesos de desarrollo e inmunidad, la
guinasa asociada al brasinosteroides (BRI1) la RLK (BAK1) forma un complejo con FLS2
para unirse a las hormonas brasioesteroides que regula en crecimiento de las plantas,
pero BAK1 forma complejos con FLS2 para iniciar la inmunidad activada por PAMP (Wu 'y
Zhou, 2013).

En estudios con mutantes silenciados rlk en cebada, se demostr6 que la resistencia al
patdgeno Fusarium graminearum, se vio comprometida y estudios complementarios de
expresoma y metaboloma, mostraron el impacto en la acumulacién de metabolitos
relacionada con la activacion de la cascada de sefializaciébn por los receptores tipo

guinasa (Thapa et al., 2018).

En la figura 17m, se observa el comportamiento del gen que codifica a una RLK, en el
ensayo no elicitado, la expresion en todas las variedades cercana, debido a que las RLK
se expresan de forma constitutiva en las células, manteniendo receptores en las

membranas, como tipo de respuesta preventiva ante un posible PAMPs. Sin embargo, se



evidencia que en la variedad SH2 hay un aumento en la expresion en comparacion con

las otras variedades.

Por otro lado, en el ensayo elicitado con Fod, es evidente el aumento en la expresion de
RLK en todas las variedades, puesto que la funcién de las RLK es reconocer y activar
sefales a partir de la quinasa intracelular, al reconocer los elicitores fungicos, las células
activan transcripcionalmente mas receptores de membrana, para aumentar el rango de
respuesta con la expresion de distintas RLK que desempefian funciones especificas en

reconocimiento de gran diversidad de elicitores.

Con respecto a las variedades F1B2, 6515 Y 395, la expresion es el doble en
comparacion en el ensayo no elicitado. Ademas, la expresion es semejante en estas
variedades. Al sobre expresarse el gen tanto en las variedades resistentes y susceptibles,
no puede considerarse la expresion de este gen como diferencial y que este asociada
Unicamente a fenotipos resistentes o susceptibles de clavel. En el caso de la variedad
SH2, la expresion observada es menor en comparacion a las otras variedades, la manera
por la cual la variedad regula la expresiobn podria ser asociada al fenotipo de
susceptibilidad. Puesto que, menor expresion, indica que hay problemas en el
reconocimiento de los elicitores de Fod.

Por ende, el aumento en la expresion podria ser tardio o no estar regulado a la hora de
reconocer el patégeno. Un aspecto interesante, es que en el ensayo no elicitado SH2 es
la variedad que presenta mayor expresion de este gen, en cambio en el ensayo elicitado
muestra menor expresion. Esto se puede asociar al fenotipo de susceptibilidad, porque la
respuesta daria como resultado, menor acumulacion de productos en rutas asociadas a la
resistencia como el Acido Salicilico (SA) y Acido Jasmonico (JA), cambios de regulacion
en la respuesta de vias de sefalizacion que pueden conducir a muerte celular, las células
reciben la sefial del patégeno, aumentan la expresién de RLK, que puede no llegar a ser

suficiente para desencadenar la respuesta de defensa efectiva.



CONCLUSIONES
El metabolismo basal en las variedades evaluadas es diferente, en
variedades susceptibles es mayor en comparacion con las variedades resistentes

en relacion 2:1.

Las variedades de clavel elicitadas con Fod aumentan el metabolismo
basal en respuesta al patégeno, las variedades resistentes en relacion 1:6 y las
variedades susceptibles en relacion 1:7.

La regulacién de la expresion de genes asociados a la resistencia podria
verse afectada por los tiempos y capacidad de deteccion de elicitores fungicos,

que se podrian asociar con la respuesta de defensa temprana.

La expresion de un gen asociado a la resistencia no garantiza un fenotipo
de resistencia, puesto que la expresidén debe ser conjunta con varios genes y tipos
de regulacion.

Los genes B- amilasas, Inhibidores de Poligalacturonasas, Quitinasa, estan
relacionados estrechamente en la respuesta del Clavel a Fod

La capacidad temprana de deteccion de elicitores fungicos, es fundamental

para desencadenar una respuesta rapida para inhibir el crecimiento de Fod.

Los fenotipos de resistencia no estan asociados a la activacion o
desactivacién de genes, son metabolismos de respuesta que estan involucrados
en la deteccidon de sefiales y activacion de rutas de sefializacién que en conjunto

actlan en respuesta de defensa contra el patdgeno.
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6. ANEXOS
6.1. Graficas andlisis de expresién RT-gPCR

6.1.1. Graficas RT-qPCR genes “Housekeeping”
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Gréfica 3.Curva de deteccién por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes
Housekeeping: Clabb: Alcohol deshidrogenasa; Cladd: Arginina Descarboxilasa; Clagg:
Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”. En el
ensayo no elicitado de la variedad FIB2.
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Gréfica 4. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes
Housekeeping: Clabb: Alcohol deshidrogenasa; Cladd: Arginina Descarboxilasa; Clagg:
Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”. En el
ensayo elicitado de la variedad FIB2.
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Grafica 5. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes
Housekeeping: Clabb: Alcohol deshidrogenasa; Cladd: Arginina Descarboxilasa; Clagg:
Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”. En el
ensayo no elicitado de la variedad 6515.
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Gréfica 6.Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes
Housekeeping: Clabb: Alcohol deshidrogenasa; Cladd: Arginina Descarboxilasa; Clagg:
Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”. En el

ensayo elicitado de la variedad 6515.
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Gréfica 7.Curva de deteccién por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes
Housekeeping: Clabb: Alcohol deshidrogenasa; Cladd: Arginina Descarboxilasa; Clagg:
Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”. En el
ensayo no elicitado de la variedad 395.
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Grafica 8. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes
Housekeeping: Clabb: Alcohol deshidrogenasa; Cladd: Arginina Descarboxilasa; Clagg:
Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”. En el

ensayo elicitado de la variedad 395.
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Grafica 9. Curva de deteccién por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes
Housekeeping: Clabb: Alcohol deshidrogenasa; Cladd: Arginina Descarboxilasa; Clagg:
Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”. En el
ensayo no elicitado de la variedad SH2.
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Gréfica 10. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes
Housekeeping: Clabb: Alcohol deshidrogenasa; Cladd: Arginina Descarboxilasa; Clagg:
Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa; Clahh: “Ethylene Insensitive 3-like 2”. En el
ensayo elicitado de la variedad SH2.



6.1.2. Graficas de RT-gPCR de Genes relacionados con resistencia a parasitos
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Grafica 11. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes ANB4:
Antranilato-Hidroxicinamoil Benzoiltransferasa; Ers2: Gen del receptor de etileno; DicGT:
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa; Phel: Fenilalanina amonio-liasa y Antl: Antocianidina

sintasa. En el ensayo no elicitado de la variedad F1B2.
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Grafica 12. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes ANB4:
Antranilato-Hidroxicinamoil Benzoiltransferasa; Ers2: Gen del receptor de etileno; DicGT:
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa; Phel: Fenilalanina amonio-liasa y Antl: Antocianidina

sintasa. En el ensayo elicitado de la variedad F1B2.
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Gréfica 13. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes ANBA4:
Antranilato-Hidroxicinamoil Benzoiltransferasa; Ers2: Gen del receptor de etileno; DicGT:
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa; Phel: Fenilalanina amonio-liasa y Antl: Antocianidina

sintasa. En el ensayo no elicitado de la variedad 6515.
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Gréfica 14. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes ANB4:
Antranilato-Hidroxicinamoil Benzoiltransferasa; Ers2: Gen del receptor de etileno; DicGT:
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa; Phel: Fenilalanina amonio-liasa y Antl: Antocianidina
sintasa. En el ensayo elicitado de la variedad 6515.
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Gréfica 15. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes ANB4:



Antranilato-Hidroxicinamoil Benzoiltransferasa; Ers2: Gen del receptor de etileno; DicGT:
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa; Phel: Fenilalanina amonio-liasa y Antl: Antocianidina

sintasa. En el ensayo no elicitado de la variedad 395.
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Gréfica 16. Curva de deteccién por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes ANB4:
Antranilato-Hidroxicinamoil Benzoiltransferasa; Ers2: Gen del receptor de etileno; DicGT:
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa; Phel: Fenilalanina amonio-liasa y Antl: Antocianidina
sintasa. En el ensayo no elicitado de la variedad 395.
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Grafica 17. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes ANBA4:
Antranilato-Hidroxicinamoil Benzoiltransferasa; Ers2: Gen del receptor de etileno; DicGT:
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa; Phel: Fenilalanina amonio-liasa y Antl: Antocianidina

sintasa. En el ensayo no elicitado de la variedad SH2.
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Grafica 18. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes ANB4:
Antranilato-Hidroxicinamoil Benzoiltransferasa; Ers2: Gen del receptor de etileno; DicGT:
Flavonol 3-O-Glucosil Transferasa; Phel: Fenilalanina amonio-liasa y Antl: Antocianidina

sintasa. En el ensayo elicitado de la variedad SH2.



6.1.3. Genes relacionados con proteinas de patogenicidad
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Gréfica 19. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes

AtBG-pap: B-1,3-Glucanasa; ScChil: “Chitinase 4-like”; GHs: B-glucosidasa glucdésido

hidrolasas; NbAELP: Aldosa 1-epimerasa; TLP: “Thaumatin like protein”; BAM: B-Amilasa.

En el ensayo no elicitado de la variedad F1B2.
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Gréfica 20. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtBG-pap:
B-1,3-Glucanasa; ScChil: “Chitinase 4-like”; GHs: B-glucosidasa glucésido hidrolasas;
NbAELP: Aldosa 1-epimerasa; TLP: “Thaumatin like protein”; BAM: B-Amilasa. En el

ensayo elicitado de la variedad F1B2.
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Gréfica 21. Curva de deteccién por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtPrxs:
Homologo a las peroxidasas; CAT: Catalasa; GhmMDH: Malato deshidrogenasa; AtPEP:



Via de sefializacion del acido jasmonico; PGIP: Proteina inhibidora de la
poligalacturonasas; SA: Via de sefalizacion mediada por &cido salicilico y RLK:

“Receptor-Like Kinase”. En el ensayo no elicitado de la variedad F1B2.
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Gréfica 22. Curva de deteccién por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtPrxs:
Homologo a las peroxidasas; CAT: Catalasa; GhmMDH: Malato deshidrogenasa; AtPEP:
Via de sefializacion del acido jasmonico; PGIP: Proteina inhibidora de Ila
poligalacturonasas; SA: Via de sefalizacibn mediada por &cido salicilico y RLK:
“Receptor-Like Kinase”. En el ensayo elicitado de la variedad F1B2.
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Grafica 23. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtBG-pap:
B-1,3-Glucanasa; ScChil: “Chitinase 4-like”; GHs: B-glucosidasa glucésido hidrolasas;
NbAELP: Aldosa 1-epimerasa; TLP: “Thaumatin like protein”; BAM: B-Amilasa. En el

ensayo no elicitado de la variedad 6515.
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Gréfica 24. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtBG-pap:
B-1,3-Glucanasa; ScChil: “Chitinase 4-like”; GHs: B-glucosidasa glucosido hidrolasas;



NbAELP: Aldosa 1-epimerasa; TLP: “Thaumatin like protein”; BAM: B-Amilasa. En el

ensayo elicitado de la variedad 6515.
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Grafica 25. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtPrxs:
Homologo a las peroxidasas; CAT: Catalasa; GhmMDH: Malato deshidrogenasa; AtPEP:
Via de sefializacion del acido jasmonico; PGIP: Proteina inhibidora de Ila
poligalacturonasas; SA: Via de sefalizacibn mediada por &cido salicilico y RLK:

“Receptor-Like Kinase”. En el ensayo no elicitado de la variedad 6515.
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Grafica 26. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtPrxs:
Homoélogo a las peroxidasas; CAT: Catalasa; GhmMDH: Malato deshidrogenasa; AtPEP:
Via de sefalizacion del acido jasmonico; PGIP: Proteina inhibidora de la
poligalacturonasas; SA: Via de sefializacion mediada por &cido salicilico y RLK:

“‘Receptor-Like Kinase”. En el ensayo elicitado de la variedad 6515.
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Gréfica 27. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtBG-pap:



B-1,3-Glucanasa; ScChil: “Chitinase 4-like”; GHs: B-glucosidasa glucoésido hidrolasas;
NbAELP: Aldosa 1-epimerasa; TLP: “Thaumatin like protein”; BAM: B-Amilasa. En el

ensayo no elicitado de la variedad 395.
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Gréfica 28.Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtBG-pap:
B-1,3-Glucanasa; ScChil: “Chitinase 4-like”; GHs: B-glucosidasa glucosido hidrolasas;
NbAELP: Aldosa 1-epimerasa; TLP: “Thaumatin like protein”; BAM: B-Amilasa. En el
ensayo elicitado de la variedad 395.
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Grafica 29. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtPrxs:
Homoélogo a las peroxidasas; CAT: Catalasa; GhmMDH: Malato deshidrogenasa; AtPEP:
Via de sefalizacion del acido jasmonico; PGIP: Proteina inhibidora de la
poligalacturonasas; SA: Via de sefializacion mediada por &cido salicilico y RLK:

“Receptor-Like Kinase”. En el ensayo no elicitado de la variedad 395.
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Gréfica 30. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtPrxs:



Homologo a las peroxidasas; CAT: Catalasa; GhmMDH: Malato deshidrogenasa; AtPEP:
Via de sefializacion del acido jasmonico; PGIP: Proteina inhibidora de Ila
poligalacturonasas; SA: Via de sefalizacion mediada por &cido salicilico y RLK:
“Receptor-Like Kinase”. En el ensayo elicitado de la variedad 395.
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Gréfica 31. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtBG-pap:
B-1,3-Glucanasa; ScChil: “Chitinase 4-like”; GHs: B-glucosidasa glucosido hidrolasas;
NbAELP: Aldosa 1-epimerasa; TLP: “Thaumatin like protein”; BAM: B-Amilasa. En el

ensayo no elicitado de la variedad SH2.
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Grafica 32. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtBG-pap:
B-1,3-Glucanasa; ScChil: “Chitinase 4-like”; GHs: B-glucosidasa glucésido hidrolasas;
NbAELP: Aldosa 1-epimerasa; TLP: “Thaumatin like protein”; BAM: B-Amilasa. En el

ensayo elicitado de la variedad SH2.
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Gréfica 33. Curva de deteccion por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtPrxs:
Homologo a las peroxidasas; CAT: Catalasa; GhmMDH: Malato deshidrogenasa; AtPEP:



Via de sefializacion del acido jasmonico; PGIP: Proteina inhibidora de la
poligalacturonasas; SA: Via de sefalizacion mediada por &cido salicilico y RLK:

“Receptor-Like Kinase”. En el ensayo no elicitado de la variedad SH2.
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Gréfica 34. Curva de deteccién por fluorescencia y # de ciclo de PCR de genes AtPrxs:
Homologo a las peroxidasas; CAT: Catalasa; GhmMDH: Malato deshidrogenasa; AtPEP:
Via de sefializacion del acido jasmonico; PGIP: Proteina inhibidora de Ila
poligalacturonasas; SA: Via de sefalizacibn mediada por &cido salicilico y RLK:

“Receptor-Like Kinase”. En el ensayo elicitado de la variedad SH2.



6.1.4. Graficas ecuacion lineal genes
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Grafica 35. Regresion lineal a partir de la ecuacién y=mx+b de la curva de fluorescencia

del correspondiente gen alcohol deshidrogenasa de las variedades resistentes F1B2 —

395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Gréfica 36. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia



del correspondiente gen arginina descarboxilasa de las variedades resistentes F1B2 —
395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Grafica 37. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen Tetrahidroxichalcona 2-glucosiltransferasa de las variedades
resistentes F1B2 — 395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NOE).
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Gréfica 38. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia



del correspondiente gen "Ethylene Insensitive 3-like 2” de las variedades resistentes F1B2
— 395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Grafica 39. Regresion lineal a partir de la ecuacién y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen Antranilato N-hidroxicinamoil / Benzoiltransferasa de las
variedades resistentes F1B2 — 395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas
(NOE).
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Grafica 40. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen receptor de etileno de las variedades resistentes F1B2 — 395,
susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoOE).
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Gréfica 41. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen Flavonol 3 - Glucosiltransferasa de las variedades resistentes
F1B2 — 395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).



Fenilalanina Amonio Liasa
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Grafica 42. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen fenilalanina amonio liasa de las variedades resistentes F1B2 —
395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Gréfica 43. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen Antocianidin sintasa de las variedades resistentes F1B2 — 395,
susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Grafica 44. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen B-1,3-Glucanasa las variedades resistentes F1B2 — 395,
susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoOE).
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Gréfica 45. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia

del correspondiente gen "Chitinase 4-like" de las variedades resistentes F1B2 — 395,

susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NOE).
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Grafica 46. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen Hidrolasas de glucdsido de B-glicosidasa de las variedades
resistentes F1B2 — 395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NOE).
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Gréfica 47. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen aldosa 1-epimerasa de las variedades resistentes F1B2 — 395,
susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NOE).
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Grafica 48. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen “Thaumatin like protein” de las variedades resistentes F1B2 —
395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Gréfica 49. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia

del correspondiente gen (- Amilasa de las variedades resistentes F1B2 - 395,

susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NOE).
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Grafica 50. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen homologo a peroxidasas de las variedades resistentes F1B2 —
395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Gréfica 51. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen catalasa de las variedades resistentes F1B2 — 395, susceptibles
6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Grafica 52. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen malato deshidrogenasa de las variedades resistentes F1B2 —
395, susceptibles 6515 - SH2, no elicitadas (NOE).
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Gréfica 53. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen “Jasmonic acid signal pathway” de las variedades resistentes
F1B2 — 395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).
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Grafica 54. Regresion lineal a partir de la ecuacién y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen relacionado con “proteina inhibidora de poligalacturonasas” de
las variedades resistentes F1B2 — 395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no
elicitadas (NoE).
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Gréfica 55. Regresion lineal a partir de la ecuacién y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen relacionado con Via de sefalizacion mediada por acido salicilico



de las variedades resistentes F1B2 — 395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no
elicitadas (NoE).
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Grafica 56. Regresion lineal a partir de la ecuacion y=mx+b de la curva de fluorescencia
del correspondiente gen “Receptor-Like Kinase” de las variedades resistentes F1B2 —
395, susceptibles 6515 - SH2 elicitadas (E) y no elicitadas (NoE).



