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Resumen 

 
El estrés biótico modula la biosíntesis, la conjugación y el catabolismo de las 

poliaminas, lo que puede inducir la acumulación de especies reactivas de oxígeno 

y la activación de genes de defensa. A la fecha, la contribución del transporte de 

poliaminas a través de membranas en la respuesta al estrés ha sido poco estudiada. 

En el presente trabajo se estudió la familia génica PUT/LAT, que codifica proteínas 

de importe de poliaminas, con el objetivo de determinar su función en la defensa 

vegetal. El estudio se llevó a cabo utilizando la planta modelo Arabidopsis thaliana, 

ya que se cuenta con plantas mutantes de los genes PUT/LAT. Además, se utilizó 

la cepa fúngica de B. cinerea, debido a su importancia en el sector agronómico y 

por ser considerado un hongo fitopatógeno. Se observó que los cinco genes 

PUT/LAT (PUT1 a PUT5) incrementan su expresión en respuesta a B. cinerea. El 

análisis de mutantes insercionales de T-DNA de los cinco genes PUT de 

Arabidopsis en interacción con B. cinerea reveló que put2-1 y put5-1, así como la 

doble mutante put2-1 put5-1, son más susceptibles al hongo, lo que se refleja en un 

incremento del tamaño de la lesión. Aunque la suplementación con espermidina 

incrementa la resistencia en plantas silvestres, este tratamiento tuvo poco o nulo 

efecto en las mutantes put. En contraste, en líneas de sobreexpresión 35S::PUT2, 

la suplementación con espermidina incrementó significativamente la resistencia, lo 

que confirma que el transporte de esta poliamina contribuye a la defensa de la 

planta. En plantas silvestres, el contenido endógeno de espermidina se incrementó 

mediante la suplementación con espermidina, mientras que en las mutantes put2-

1, put5-1 y put2-1 put5-1, la suplementación con espermidina tuvo poco impacto en 

el contenido endógeno de esta amina. Asimismo, la actividad de enzimas 

antioxidantes y la de PAO se incrementaron en plantas silvestres infectadas con B. 

cinerea, pero no se observaron cambios relevantes en las líneas mutantes put. 

Además, algunos genes marcadores de las vías del ácido salicílico y del etileno 

mostraron alteraciones en sus perfiles de expresión en la línea put2-1 en interacción 

con B. cinerea, lo que podría contribuir a su mayor susceptibilidad. En conjunto, 

estos resultados demuestran que el transporte de poliaminas mediado por PUT2 y 

PUT5 es clave en la respuesta de defensa de la planta frente a B. cinerea. 
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Abstract 

 
Biotic stress modulates polyamine biosynthesis, conjugation, and catabolism, which 

induces reactive oxygen species accumulation and the activation of defense genes. 

Up to now, the contribution of polyamine transport across membranes in the biotic 

stress response has been scarcely studied. In this work, we examined the PUT/LAT 

gene family, which encodes polyamine import proteins, to determine its role in plant 

defense using the Arabidopsis-Botrytis pathosystem. The study was conducted 

using the model plant Arabidopsis thaliana, as mutant plants of the PUT/LAT genes 

are available. Additionally, the fungal strain B. cinerea was used due to its 

importance in the agricultural sector and its classification as a phytopathogenic 

fungus. It was found that the expression of the five PUT/LAT genes (PUT1 to PUT5) 

increased in response to B. cinerea. Analysis of T-DNA insertional mutants of the 

five Arabidopsis PUT genes revealed increased susceptibility to B. cinerea in the 

put2-1 and put5-1 mutants, as well as in the double mutant put2-1 put5-1, with 

increased lesion size. Although spermidine supplementation increases resistance in 

WT plants, this treatment had little or no effect on the put mutants. Conversely, in 

35S::PUT2 overexpression lines, spermidine supplementation increased resistance, 

confirming that the transport of this polyamine contributes to plant defense. 

Spermidine supplementation increased endogenous spermidine levels in the WT; 

however, the supplementation of spermidine in the put2-1, put5-1, and the double 

mutant had less effect on the endogenous content of this amine. Similarly, the 

activity of antioxidant enzymes and PAO activity augmented in WT plants infected 

with B. cinerea, whereas in the put mutants, no relevant changes were detected. 

Besides, in the put2-1 mutant line infected with B. cinerea, some marker genes of 

the salicylic acid and ethylene pathways showed alterations in their expression 

profiles, which could contribute to increased susceptibility to B. cinerea. In summary, 

this research highlights the importance of polyamine transport mediated by PUT2 

and PUT5 in plant defense against B. cinerea. 

Keywords: Arabidopsis thaliana - Botrytis cinerea pathosystem, L-type amino acid 

transporters, polyamine uptake transporters, plant defense response, spermidine. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
A lo largo de la historia, las plantas han sido blanco de diversas plagas y 

enfermedades, generando una drástica disminución de las cosechas y pérdidas 

económicas consecuentes (FAO, 2024). Esta amenaza constante impulsa la 

necesidad de investigar a fondo los mecanismos de defensa vegetal. El 

establecimiento de la respuesta de defensa vegetal se lleva a cabo en diferentes 

etapas. Para explicar estas etapas se ha propuesto el modelo Zig-Zag (Jones & 

J.L., 2006), el cual comienza con el reconocimiento de patrones moleculares 

asociadas a patógenos PAMPs (“Pathogen Associated Molecular Patterns”, por sus 

siglas en inglés) o patrones moleculares asociados a daño DAMPs (“Damage 

Associated Molecular Patterns”, por sus siglas en inglés) los cuales son 

identificados por receptores vegetales específicos, llamados PRRs (“Pattern 

Recognition Receptors”, por sus siglas en inglés) (Ngou et al., 2022). Después del 

reconocimiento del patógeno se activa la inmunidad desencadenada por patrones 

o PTI (“Pattern Triggered Immunity”, por sus siglas en inglés) este reconocimiento 

resulta en la liberación de iones de calcio (Ca2+) en la célula, formación de depósitos 

de callos y la producción de especies reactivas del oxígeno (EROs) (Torres et al., 

2002) tales como el anión radical superóxido (O2 
•–) y el peróxido de hidrógeno 

(H2O2). Además, se produce la activación de proteínas quinasas, como las MAPKs 

(“Mitogen-Activated Protein Kinases”, por sus siglas en inglés) (Asai et al., 2002), 

que participan en diferentes eventos de señalización, así como en la inducción de 

genes de defensa y en la activación de vías de señalización hormonal (Pieterse et 

al., 2012). Algunos patógenos han desarrollado mecánismos para suprimir la 

respuesta inmune PTI mediante la producción de moleculas efectoras; sin embargo, 

las plantas han evolucionado y desarrollado estrategias para su reconocimiento 

(Jones & J.L., 2006); El reconocimiento de los efectores se lleva a cabo mediante 

receptores intracelulares NLRs (“Nucleotide-Binding Leucine Rich receptors”, por 

sus siglas en inglés), lo cual induce la inmunidad ETI (“Effector-Triggered Immunity”, 

por sus siglas en inglés) (Jones & J.L., 2006). 

El modelo Zig-Zag ha sido utilizado durante años para explicar de manera 

general los mecanismos de activación de la respuesta de defensa vegetal (Jones & 
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J.L., 2006); sin embargo, este modelo no permite diferenciar dónde se desencadena 

la respuesta inmunitaria. Recientemente se ha propuesto una adaptación de este 

que permite diferenciar los distintos tipos de respuesta inmune en la planta, basada 

en la ubicación de los eventos de señalización inmunitaria (Van der Burgh & 

Joosten, 2019). De esta manera, se ha introducido el término “inmunidad espacial”, 

el cual hace referencia a que la respuesta inmune se desencadena dependiendo de 

la ubicación en la quese reconocen los patrones inmunogénicos (Van der Burgh & 

Joosten, 2019). Este modelo indica que la inmunidad puede establecerse ya sea 

extracelularmente ExTi (“Extracellularly Triggered Immunity”, por sus siglas en 

inglés) o intracelularmente InTi (“Intracellularly Triggered Immunity”, por sus siglas 

en inglés) (Van der Burgh & Joosten, 2019). 

 
Las principales fitohormonas que participan en el establecimiento de la 

respuesta de defensa son el ácido salicílico (SA, por sus siglas en inglés), el ácido 

jasmónico (JA) y el etileno (Et) (Pieterse et al., 2012). Generalmente, la vía de 

señalización del SA es activada después del reconocimiento de patógenos 

biotróficos; por otro lado, la vía de señalización del JA/Et está más asociada con la 

respuesta de defensa contra patógenos necrotróficos. Sin embargo, algunos 

estudios sugieren que estas vías pueden activarse simultáneamente y actuar en 

conjunto para detener el avance de los patógenos (Pieterse et al., 2012). 

 
Botrytis cinerea es un hongo fitopatógeno causante de la enfermedad del 

moho gris en más de 1000 especies de plantas (Veloso & van Kan, 2018). B. cinerea 

es uno de los patógenos más destructivos, caracterizado por su crecimiento 

filamentoso, que conlleva al desarrollo de la enfermedad del moho gris en diferentes 

cultivos, generando grandes pérdidas económicas (Veloso & van Kan, 2018). 

Tradicionalmente, B. cinerea se describe como un patógeno necrotrófico; sin 

embargo, recientemente se ha descrito que este hongo puede presentar una etapa 

biotrófica (durante las primeras horas de la infección) (Veloso & van Kan, 2018). 

Posteriormente, B. cinerea se comporta como necrótrofo provocando pudrición de 

hojas, flores y frutos (Veloso & van Kan, 2018). B. cinerea secreta un tipo de 

proteínas conocidas como CDIPs (“Cell Death Inducing Proteins”, por sus siglas en 

inglés), las cuales son reconocidas por receptores RLKS (“Plant Receptors Like 
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Kinases”, por sus siglas en inglés) o RLPs (por sus siglas en inglés “Receptor Like 

Proteins”) (Bi et al., 2023) y son consideradas como PAMPs (Bi et al., 2023). Las 

CDIPs permiten al hongo manipular la maquinaria RCD (“Regulated Cell Death”, 

por sus siglas en inglés) de la planta e inducir la muerte celular localizada del 

hospedero (Bi et al., 2023). 

B. cinerea puede inducir un estallido oxidativo en las plantas, en consecuencia, el 

hospedero promueve la acumulación de EROs, tales como, O2 
•– y H2O2, lo que 

desencadena la activación de otras respuestas de defensa como la respuesta 

hipersensible (HR, “Hypersensitive Response”, por sus siglas en inglés) (Rossi et 

al., 2020). Adicionalmente, B. cinerea secreta compuestos fitotóxicos, tales como 

botrianos (Collado et al., 2000) y botcininas (Tani et al., 2006) los cuales pueden 

inducir la activación de la HR y el desarrollo de lesiones necróticas en el hospedero 

(Rossi et al., 2020). La muerte celular que se presenta en la planta facilita la 

colonización del hongo, que produce la podredumbre de las hojas, flores y frutos 

(Govrin & Levine, 2000). El diseño de estrategias para combatir a los 

microorganismos patógenos ha cobrado gran relevancia debido al interés en reducir 

el impacto negativo que ejercen sobre cultivos de importancia agrícola, así como en 

disminuir el impacto económico que estos generan. Adicionalmente, el estudio de 

la participación de los metabolitos asociados a la respuesta de defensa vegetal 

permite comprender que factores son críticos para el establecimiento óptimo de la 

respuesta inmune de la planta. Dentro de estos metabolitos, se encuentran las 

poliaminas, las cuales son moléculas policatiónicas de bajo peso molecular. Debido 

a su naturaleza química, estas moléculas pueden unirse con macromoléculas con 

carga negativa como el DNA ("Deoxyribonucleic acid” por sus siglas en inglés) y 

RNA ("Ribonucleic acid” por sus siglas en inglés) y regular su expresión (Igarashi & 

Kashiwagi, 2000). En plantas superiores, las más abundantes son la diamina 

putrescina (Put), la triamina espermidina (Spd), y la tetramina espermina (Spm) 

(Blázquez, 2024). Las poliaminas están asociadas con la regulación de la división, 

elongación y diferenciación celular, así como diferentes procesos fisiológicos y de 

desarrollo, tales como embriogénesis, desarrollo de órganos, maduración de frutos, 

senescencia y respuesta al estrés (Fortes & Agudelo-Romero, 2018; Miller-Fleming 

et al., 2015; Sobieszczuk-Nowicka, 2017; Vondráková et al., 2015; Tavladoraki et 
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al., 2016; Jasso-Robles et al., 2020). Bajo condiciones de estrés biótico, se pueden 

presentar cambios en el metabolismo de las poliaminas, en este sentido, durante el 

ataque de patógenos se produce un aumento en la concentración de poliaminas 

libres y conjugadas en las plantas y generalmente este aumento incrementa la 

resistencia contra el patógeno (Gonzalez et al., 2021; Jasso-Robles et al., 2015; 

Jiménez-Bremont et al., 2014; Walters, 2003). En la literatura se encuentran varios 

trabajos que describen cambios en el metabolismo de las poliaminas en respuesta 

a patógenos y resaltan su importancia en la defensa vegetal. Por ejemplo, plantas 

de tabaco (Nicotiana tabacum) infectadas con el virus TMV (Tobacco Mosaic Virus) 

incrementan el contenido de poliaminas libres y conjugadas en el sitio de la lesión 

necrótica (Torrigiani et al., 1997). De igual manera, en el aplopasto de hojas de N. 

tabacum se reportó un incremento en los niveles de Put y Spm durante la infección 

por el hongo Sclerotinia sclerotorium (Marina et al., 2008). En otro estudio, se 

observó que plantas de maíz (Zea mays) resistentes al hongo Aspergillus flavus 

acumulan Spd y Spm, en comparación con plantas susceptibles al patógeno 

(Majumdar et al., 2019). Por otro lado, en Arabidopsis thaliana la adición exógena 

de Put incrementó la resistencia frente a Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) 

DC3000 (Kim et al., 2013). Además, la sobreexpresión del gen Arginasa 2 (ARGOE) 

incrementó el contenido de Put, lo que generó una mayor resistencia a la infección 

causada por B. cinerea (Brauc et al., 2012). También se observó que pre-

tratamientos foliares con Put (10 μM) promueven la resistencia de A. thaliana contra 

B. cinerea (Chávez Martínez et al., 2020). En semillas de maíz, el pretratamiento 

con Put (0.5 mM) mostró un efecto positivo contra el hongo Fusarium verticillioides 

(Kovács et al., 2023). En otro trabajo, la suplementación con Spm (0.5 mM) en 

plantas de Solanum lycopersicum y Phaseolus vulgaris redujo en un 75 % el 

progreso de la enfermedad del moho gris causada por B. cinerea (Seifi et al., 2019). 

Además, la aplicación exógena de Spd y Spm (100 y 500 μM) promovió la 

resistencia de A. thaliana contra B. cinerea (van Rensburg & Van den Ende, 2021). 

En otro estudio se reportó un incremento en la resistencia de plantas de la soja 

(Glycine max) contra el oomiceto Phytophtora sojae, mediante la sobreexpresión de 

su gen nativo PAO1 (Polyamine Oxidase 1). Adicionalmente, se observó que estas 

líneas sobreexpresoras presentaron una mayor actividad PAO y un 
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incremento en el contenido de H2O2 en comparación con la WT tras la infección por 

P. sojae (Yang et al., 2022). Los estudios mencionados previamente resaltan la 

importancia del metabolismo de las poliaminas durante la respuesta de defensa 

contra patógenos (Blázquez, 2024); sin embargo, aún se desconoce la contribución 

y el rol del transporte de las poliaminas en eventos de estrés biótico en general, y 

en particular durante la respuesta de defensa contra B. cinerea. 

 
En A. thaliana se conocen cinco transportadores de poliaminas, que se 

clasifican como “Polyamine Uptake Transporters” (PUTs) y pertenecen a la familia 

de transportadores tipo-LAT (“transportadores de aminoácidos de tipo L”) (Fujita & 

Shinozaki, 2015; Mulangi et al., 2012). Se ha descrito que los transportadores PUT 

también pueden movilizar aminoácidos, como la leucina, y otras moléculas, como 

la vitamina B1, e incluso el herbicida paraquat (PQ) (Begam et al., 2020; Fujita et 

al., 2012a; Fujita & Shinozaki, 2014; Li et al., 2013). Estos transportadores se 

localizan en diferentes compartimentos celulares; por ejemplo, PUT1 se localizan 

en el retículo endoplásmico, PUT2 en el aparato de Golgi y cloroplasto (Ahmed et 

al., 2017), PUT3 en la membrana plasmática y cloroplasto (Fujita & Shinozaki, 

2015), PUT4 en membrana plasmática (Méndez-Iberri et al., 2017; Tesis de 

Licenciatura) y PUT5 en retículo endoplásmico (Begam & Good, 2017). Los 

transportadores PUT son proteínas integrales de membrana con dominios carboxilo 

(C-) y amino (N-) orientados hacia la región citoplásmica (Begam et al., 2020; Shen 

et al., 2016). Estos transportadores se activan en respuesta al estrés abiótico. 

Particularmente, SOS1, SOS2, y PUT3/LAT1 forman un complejo que participa en 

la modulación del transporte de sodio y de poliaminas en condiciones de estrés 

salino (Chai et al., 2020). SOS1 es una proteína integral de membrana, mientras 

que SOS2 es una quinasa (Chai et al., 2020). Adicionalmente, se ha descrito que 

PUT3/LAT1 participa en la absorción de poliaminas extracelulares durante 

condiciones de estrés por calor, mediante la estabilización de RNA mensajeros que 

codifican genes de respuesta al estrés por calor (Shen et al., 2016). 

 
El presente trabajo presenta información novedosa sobre la implicación de 

los transportadores de poliaminas PUT2/LAT4 y PUT5/LAT5 en el establecimiento 

de la respuesta de defensa vegetal frente al hongo necrotrófico B. cinerea. El 
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análisis de mutantes insercionales de T-DNA put, mostró mayor susceptibilidad a la 

infección inducida por el hongo en las mutantes put2-1 y put5-1, así como en la 

línea doble mutante put2-1 put5-1. Además, la sobreexpresión del gen PUT2, en 

las líneas 35S::PUT2, mostró una mayor resistencia al patógeno en comparación 

con el ecotipo silvestre (WT). Este resultado resalta la importancia del transporte de 

poliaminas mediado por PUT2 en la respuesta de defensa vegetal. Por otro lado, el 

contenido de poliaminas se vio afectado en las líneas mutantes put2-1 y put5-1 

principalmente durante la interacción con el hongo. Generalmente, tras la infección 

por un patógeno, la actividad PAO puede incrementarse en las plantas (Hatmi et al., 

2015; Jasso-Robles et al., 2020). En este sentido, tras inocular con B. cinerea, se 

observó un incremento de la actividad PAO en las plantas WT, principalmente 24 

horas posteriores a la inoculación (hpi). Sin embargo, este cambio no se observó en 

las líneas mutantes put, lo que sugiere que la oxidación de poliaminas está 

atenuada en estas mutantes, principalmente durante la respuesta de defensa contra 

el patógeno. 

 
Adicionalmente, los ensayos de actividad antioxidante (actividad catalasa y 

ascorbato peroxidasa) y los niveles de H2O2 mostraron un perfil distinto en las líneas 

mutantes put2-1 y put5-1 en comparación con la WT. Estos resultados sugieren una 

posible alteración en el metabolismo de las EROs y la respuesta redox en estas 

líneas mutantes. Por otro lado, se realizaron análisis de expresión de algunos genes 

marcadores de vías de señalización hormonal, tales como PDF1.2, PR1, PR3 y 

ACS2. Resultó interesante encontrar que estos genes mostraron cambios en sus 

niveles de expresión en las líneas mutantes put, lo cual, fue más evidente en la línea 

put2-1. En general, nuestro trabajo de investigación resalta la importancia del 

transporte de poliaminas durante la respuesta de defensa contra B. cinerea; en 

específico, se observó que los genes PUT2/LAT4 y PUT5/LAT5 son requeridos para 

restringir la infección por B. cinerea, contribuyendo a la resistencia de la planta 

contra el hongo. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Arabidopsis thaliana 

A. thaliana pertenece a la familia de las crucíferas (Brassicaceae), a la que 

pertenecen unas 4 mil especies de plantas, es una de las plantas más estudiadas 

globalmente a nivel genético y fisiológico (Bergelson & Roux, 2010), consta de 5 

características principales por las cuales es ampliamente utilizada como organismo 

modelo: su tamaño pequeño, su tiempo corto de generación, autopolinización, alta 

producción de semillas y su número reducido de cromosomas (Bergelson & Roux, 

2010). En el año 2000 el genoma completo de A. thaliana fue secuenciado con un 

número estimado de 25,000 genes, codificando para más de 11,000 familias de 

proteínas (The Arabidopsis Genome Initiative, [AGI], 2000). También se describió 

la dinámica y arquitectura de los cromosomas, la distribución de elementos 

transposables, así como, la comparación con otras especies de plantas (AGI, 2000). 

 
Los estudios con líneas mutantes de A. thaliana han contribuido a la 

comprensión de las funciones de diversas proteínas y metabolitos presentes en las 

plantas (AGI, 2000). Dentro de la diversidad de metabolitos que se han estudiado 

se encuentran las poliaminas, compuestos de gran importancia para diferentes 

procesos de desarrollo, crecimiento, maduración y para la respuesta al estrés 

biótico y abiótico en plantas (Blázquez, 2024). Con el objetivo de comprender el rol 

de las poliaminas en la interacción patógeno-planta, se han utilizado diferentes 

líneas genéticamente modificadas de A. thaliana como líneas mutantes, de 

sobreexpresión y reporteras. Por ejemplo, la sobreexpresión del gen SPMS 

incrementó el contenido de Spm generando un fenotipo de resistencia frente a 

Pseudomonas viridiflava (Gonzalez et al., 2011). En otro estudio se sobreexpresó 

una PAO extracelular de maíz en plantas de tabaco y se observó un incremento en 

la expresión de genes relacionados con la SAR (“Systemic Acquired Resistance”, 

por sus siglas en inglés) (Moschou et al., 2009). Adicionalmente, se estudió la 

implicación de los genes PAO durante la respuesta de defensa vegetal contra Pst 

DC3000; en este reporte se obtuvieron líneas mutantes de los genes pao1 y pao2 

y se determinó que estas líneas mutantes presentaron una respuesta de defensa 

alterada (Jasso-Robles et al., 2020). También se han generado líneas reporteras 
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de genes relacionados con el transporte de poliaminas para analizar su expresión 

tejido-específica (Begam & Good, 2017). Particularmente, haciendo uso de una 

línea reportera en la que se fusionó el promotor del gen LAT5/PUT5 con el ORF que 

codifica a la enzima… (GUS), se verificó la expresión de LAT5/PUT5 en el floema, 

así como en raíces principales y laterales (Begam & Good, 2017). 

 
En el presente trabajo de investigación se utilizaron líneas mutantes, 

reporteras y sobreexpresoras de genes relacionados con el transporte de 

poliaminas para estudiar su participación en la respuesta de defensa vegetal frente 

a B. cinerea. 

 
2.2 Botrytis cinerea 

Clasificación taxonómica: Pertenece al reino: Fungi, filo: Ascomycota, 

subfilo: Pezizomycotina, clase: Leotiomycetes, orden: Helotiales, familia: 

Sclerotiniaceae, género: Botrytis. La palabra Botrytits proviene del griego ¨botryose¨ 

debido a los racimos característicos que genera la enfermedad que produce este 

hongo (Agrios, 1997). B. cinerea es un hongo necrotrófico causante de la 

enfermedad del moho gris en más de 1000 especies de plantas, incluidos cultivos 

de importancia agronómica. Este hongo puede atacar hortalizas, frutales y 

ornamentales, por ejemplo, plantas de tomate, lechuga, pepino, fresa, uva, 

manzana, rosa, clavel, begonia, dalia, entre otras (Agrios, 1997). Este patógeno es 

el causante de la enfermedad del tizón de la flor, así como, de la podredumbre en 

bulbos y manzanas y de la enfermedad del moho gris en fresas (Fig. 1A). 

B. cinerea se caracteriza por generar podredumbre en todas las partes 

aéreas de la planta, así como en flores, frutas y verduras; además, produce 

conidióforos grises prolíficos y macroconidias típicas (Veloso & van Kan, 2018). 

Puede presentar conidióforos septados, grandes y gruesos (10 μM de diámetro) con 

ápices hinchados y pequeños, esterigmas productores de conidios lisos, 

unicelulares (Veloso & van Kan, 2018). Adicionalmente, se ha reportado que puede 

producir enzimas y toxinas que degradan la pared celular (Veloso & van Kan, 2018). 

Aunado a la liberación de algunas enzimas, este hongo puede generar dos grupos 

de compuestos, algunos provenientes de la familia de los sesquiterpenoides; por 
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ejemplo, botrianos y otros derivados de la familia de policétidos, tales como 

botcininas. La infección por B. cinerea puede inducir la HR en los tejidos, y como 

consecuencia, se presenta la acumulación de O2 
•– y H2O2. B. cinerea promueve la 

HR para su propio beneficio; esta respuesta se produce de forma temprana y 

genera la acumulación de EROs extracelulares, las cuales, son producidas 

mediante la activación de enzimas como RBOH y peroxidasas de la pared celular 

(Marina et al., 2008; Moschou et al., 2012). La muerte celular programada o PCD 

(“Programmed Cell Death”, por sus siglas en inglés) desencadenada como parte de 

la HR facilita la colonización del hongo sobre el tejido (Govrin & Levine, 2000). 

B. cinerea se reproduce mediante conidios (fase asexual) (Fig. 1A), pero 

también presenta una fase sexual, conocida como Botryotinia fuckeliana. Durante 

esta fase el hongo genera un ascocarpo del tipo apotecio (Fig. 1B), el cual contiene 

ascosporas (esporas sexuales) que se liberan de estructuras en forma de sacos 

llamadas ascos (Caiza, 2013). El ciclo de la enfermedad del moho gris inicia si las 

esporas caen en las flores y germinan; el conidio germinado penetra e invade el 

tejido; las células infectadas colapsan y se desintegran; el tejido se vuelve blando y 

se pudre; la espora puede reproducirse en la fruta enferma y repetir el ciclo de 

infección (Fig. 1B). 
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Figura 1. Ciclo de vida del hongo B. cinerea causante de la enfermedad del moho 
gris en plantas y frutos. A) La espora asexual (conidia) germina en plantas generando 
podredumbre y enfermedad, los conidióforos y los conidias forman el moho gris en el tejido 
infectado, los conidios pueden diseminarse en el tejido y germinar nuevamente para repetir 
el ciclo de vida. El hongo también puede producir estructuras de resistencia que se conocen 
como esclerocios, las cuales, producen micelio cuando las condiciones medioambientales 
son favorables. Imagen modificada de Agrios, 1997. B) Estructuras de la fase sexual 
(Teleomorfo) de Botrytis cinerea (Botryotinia fuckeliana). Se observa la germinación del 
esclerocio (estructura de resistencia) para formar apotecios. El apotecio es la estructura en 
forma de copa que contiene las ascas y produce las ascosporas (esporas sexuales). 
Imagen tomada y modificada de Romanazzi y Feliziani, 2014. 

 

 

2.3. Mecanismos de respuesta al estrés biótico en plantas 

El sistema inmune vegetal es un sistema inmune innato que implica varios 

eventos de reconocimiento y respuesta, siendo el modelo Zig-Zag uno de los más 

estudiados (Fig. 2) (Jones & J.L., 2006). En este modelo, el reconocimiento de 

moléculas presentes en los microorganismos conocidas como PAMPs o DAMPs, 

se lleva a cabo mediante receptores PRRs en la superficie de la célula vegetal, 

desencadenando la respuesta PTI (¨pattern-triggered immunity¨, por sus siglas en 

inglés) (Fig. 2). Algunos patógenos pueden secretar proteínas o moléculas 

efectoras que interfieren en la activación de la inmunidad PTI (Fig. 2); sin embargo, 
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las plantas han desarrollado mecanismos para detectar estos efectores (Fig. 2). 

Cuando estos efectores son reconocidos por el hospedero se inicia la suceptibilidad 

desencadenada por efectores o ETS (“Effector Triggered Susceptibility”, por sus 

siglas en inglés). La defensa desencadenada por el gen-R, consiste en la activación 

de genes de resistencia (R), en respuesta a diferentes efectores (Jones & J.L., 

2006). Estas proteínas R en general están localizadas en la membrana plasmática 

o en el citoplasma, los receptores localizados en el citoplasma se conocen como 

proteínas NLR (Koureliss & Van der Hoorn, 2018). El reconocimiento de los 

efectores desencadena la respuesta ETI (“Effector-Triggered Immunity”, por sus 

siglas en inglés) (Fig. 2). Las respuestas PTI y ETI pueden potenciarse mutuamente 

para robustecer la respuesta inmune (Ngou et al., 2021). 

 

Figura 2. Modelo de defensa Zig-Zag en plantas. Amplitud de la respuesta en 

diferentes etapas de la infección: 1) Los PAMPs (Pathogen Associated Molecular 

Patterns) son reconocidos por receptores PRRs (Pattern Recognition Receptors) enseguida 

se lleva a cabo la activación de la inmunidad PTI (Pattern Triggered Immunity), 

generalmente la amplitud de la respuesta no es tan alta. Sin embargo, los patógenos 

pueden liberar efectores para evadir la respuesta PTI; 2) El reconocimiento de estos 

efectores desencadena la ETS (Effector Triggered Susceptibility). Los efectores son 

reconocidos por las proteínas NLR (nucleotide-binding leucine-rich repeat) y, en 

consecuencia, se lleva a cabo la activación de la inmunidad ETI (Effector Triggered 

Immunity); la amplitud de esta respuesta es más alta y promueve la resistencia contra la 

enfermedad. La imagen fue tomada y modificada de Jones y Dangl (2006). 

El proceso de reconocimiento de PAMPs mediante receptores PRRs en la 

respuesta PTI induce la activación de diferentes mecanismos de defensa, por 
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ejemplo, influjo de iones de Ca2+, deposición de callosa, producción de EROs; tales 

como, O2 
•– y H2O2 (Naveed et al., 2020) (Fig. 3). Además, se lleva a cabo la 

activación de las proteínas quinasas (MAPKs) (Asai et al., 2002), las cuales 

participan en diferentes eventos de señalización, así como la inducción de 

diferentes genes asociados a la respuesta de defensa (Pieterse et al., 2012) (Fig. 

3). 

El modelo clásico en el cual la planta reconoce PAMPs o DAMPs por medio 

de receptores PRRs ha sido replanteado, debido a que, actualmente se ha 

propuesto que la activación de la respuesta inmune vegetal es un proceso que se 

desencadena en distintos sitios. Este modelo indica que la inmunidad puede 

establecerse ya sea extracelular o intracelularmente (Fig. 3). Cuando el 

reconocimiento de los PAMPs o bien de los efectores se realiza mediante 

receptores extracelulares conocidos como receptores RLKs o RLPs (Bi et al., 2023) 

presentes en la membrana plasmática (ExIP, “Extracellular Immunogenic Pattern”, 

por sus siglas en inglés) se desencadena la respuesta ExTi (“Extracellularly 

Triggered immunity”, por sus siglas en inglés). Por otro lado, cuando el 

reconocimiento se realiza intracelularmente mediante receptores citoplasmáticos 

(IniP, “Intracellular Immunogenic Pattern” por sus siglas en inglés) (Fig. 3) se 

desencadena la respuesta InTi (“Intracellularly Triggered immunity”, por sus siglas 

en inglés) (Van der Burgh & Joosten, 2019). Debido a esto, se introdujo el término 

de “inmunidad espacial” el cual se centra en el sitio donde se lleva a cabo el 

reconocimiento de estos patrones inmunogénicos (Van der Burgh & Joosten, 2019). 
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Figura 3. Modelo de inmunidad espacial de la respuesta inmune vegetal. El 
reconocimiento de ExIPs (Extracellular Immunogenic Patterns) mediante receptores de la 
superficie celular desencadena la respuesta ExTi (Extracellularly Triggered Immunity), por 
otro lado, los IniPs (Intracellular Immunogenic Patterns) son detectados por receptores 
citoplasmáticos como las proteínas NLR (Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat) y 
desencadenan la respuesta InTi (Intracellularly Triggered Immunity). El reconocimiento de 
ambos ExTi e InTi contribuye al establecimiento de la respuesta de defensa de la planta, 
desencadenando diferentes eventos como la acumulación de EROs, activación de las 
proteínas quinasas MAPK, el aumento del influjo de iones de Ca2+, así como la inducción 
de la expresión de genes de defensa y la producción de fitohormonas. Created in 
https://BioRender.com. Tomado y modificado de Van der Burgh & Joosten, 2019. 

 
En nuestro estudio evaluamos la respuesta de defensa de A. thaliana contra 

B. cinerea. Actualmente se conoce que los mecanismos por los cuales este 

patógeno desencadena la respuesta inmune de la planta no se alinean totalmente 

con los modelos previamente mencionados, debido a que, este hongo puede 

manipular los procesos de muerte celular del hospedero para su propio beneficio 

(Govrin & Levine, 2000). El proceso de infección de B. cinerea comienza con la 

penetración de la cutícula mediante tubos conidiales germinativos (Dinh et al., 

2011), así como, con la secreción de enzimas PCWDEs (“Plant Cell Wall Degrading 

https://biorender.com/
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Enzymes”, por sus siglas en inglés) que pueden degradar la pared celular 

(Williamson et al., 2007). Posteriormente, la infección se divide en dos fases: 

 
a) Formación de la infección local. 

b) Infección tardía: caracterizada por la formación de una abundante 

biomasa fúngica. 

 
B. cinerea manipula la maquinaria del hospedero mediante proteínas tipo 

CDIPs las cuales pueden regular la maquinaria RCD de la planta, lo cual promueve 

la muerte celular localizada (Bi et al., 2023). Al finalizar la etapa temprana, la 

proliferación de la muerte celular proporciona al hongo nutrientes suficientes para 

colonizar los tejidos y así propagar su biomasa. Se ha planteado que, después de 

la propagación de la muerte celular, continúa la activación de la HR y que el hongo 

puede mantener la manipulación de los sistemas regulatorios de la HR mediante la 

secreción de efectores fúngicos (Torres et al., 2005). 

Los CDIPs han sido clasificados como PAMPs que pueden ser reconocidos 

por receptores RLKs y RLPs (por sus siglas en inglés “Receptor Like Proteins”) (Bi 

et al., 2023). Este reconocimiento puede desencadenar una cascada de 

señalización que incluye la fosforilación de RLCKs (“Receptor Like Cytoplasmic 

Kinases”, por sus siglas en inglés), dentro de ellos se encuentra el gen BIK1 

(“Botrytis induced kinase 1”, por sus siglas en inglés) (Veronese P. et al., 2006). 

Posteriormente, rio abajo de la activación de estas cascadas de señalización se 

produce la acumulación de las EROs, la deposición de callosa y la producción de 

compuestos antimicrobianos (Veronese et al., 2006). 

 
2.4. Participación de las fitohormonas en la defensa vegetal 

Las rutas de señalización de las hormonas vegetales son complejas y, en 

general, actúan de forma interconectada; las sofisticadas redes de comunicación 

que se presentan en las diferentes vías de señalización hormonal promueven una 

respuesta eficiente contra el ataque de microorganismos (Verma et al., 2016). 

Generalmente, el contenido de estas hormonas incrementa en respuesta al ataque 

por patógenos, y pueden regular la expresión de genes relacionados con la 
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respuesta al estrés biótico (Verma et al., 2016). Dentro de las hormonas vegetales 

que participan en la defensa de las plantas se encuentran el SA, el JA y ET (Fig. 4) 

(Vuorinen et al., 2021). De manera clásica, el SA se ha relacionado principalmente 

con la respuesta de defensa contra patógenos biotróficos y hemibiotróficos (Fig. 4) 

(Pieterse et al., 2012) en contraste, el JA y ET han sido implicados en la regulación 

de la defensa contra patógenos necrotróficos (Fig. 4) (Pieterse et al., 2012). 

La activación de la biosíntesis del SA puede desencadenarse tras el 

reconocimiento de PAMPs o efectores de patógenos (Mishina & Zeier, 2007). La 

producción de SA induce la síntesis de proteínas relacionadas a la patogénesis (PR) 

y la activación de la SAR (Mur et al., 2006). En Arabidopsis, la biosíntesis de SA 

puede realizarse mediante dos vías principales: la vía del isocorismato y la vía de 

la fenilalanina amonio liasa, principalmente se utiliza corismato como precursor, el 

cual es obtenido mediante la ruta del shikimato (Ding & Ding, 2020). Las proteínas 

tipo lipasa EDS1 (“Enhanced Disease Susceptibility”) y PAD4 (“Phytoalexyn 

Deficient4”) pueden activar al gen ICS1 (“Isochorismate Synthase 1”, por sus siglas 

en inglés) el cual codifica para la enzima isocorismato sintasa (Ding & Ding, 2020). 

La señalización río abajo de SA está mayormente controlada por un grupo de genes 

reguladores conocidos como “NON EXPRESSOR OF PATHOGENESIS RELATED 

GENES 1” (NPR1). Esta familia de genes se compone de NPR1 y 5 genes 

adicionales (Pajerowska-Mukhtar et al., 2013). Esta familia de genes codifica para 

un conjunto de proteínas NPR1, estas proteínas contienen dominios conservados 

clave, como el BTB/POZ, los dominios de repetición de anquirina y residuos de 

cisteína altamente conservados (Pajerowska-Mukhtar et al., 2013). Dentro de ellas, 

NPR2, NPR3 y NPR4 participan en la cascada de señalización del SA (Moore et al., 

2011). La detección de bajas concentraciones de SA activa a NPR1 el cual puede 

inducir la expresión de genes de resistencia “R” (Fig. 4) (Moore et al., 2011). El SA 

es percibido por diferentes receptores, tales como, NPR3/NPR4 (Li et al., 2019). 

Por otro lado, NPR1 actúa como coactivador transcripcional de los genes que 

responden a SA. En ausencia de SA los receptores NPR3/NPR4 se mantienen 

unidos a NPR1 y lo etiquetan para su degradación en proteasomas, regulando 

negativamente la expresión de genes en respuesta a SA. El aumento de SA induce 

la unión de esta molécula a NPR3/NPR4 generando la pérdida de afinidad de estas 



35  

por NPR1, y desencadenando la expresión de genes asociados a SA (Li et al., 

2019). 

La unión del receptor NPR1 con el SA modifica su conformación, generando 

dímeros. Esta unión es mediada por un metal de transición de cobre utilizando un 

complejo de coordinación (Wu et al., 2012). La activación de NPR1 puede inducir 

la expresión de genes de defensa: PR1, PR2 y PR5 (Ding & Ding, 2020). La 

acumulación de SA resulta en la activación localizada de la HR en el sitio de 

infección, un tipo de PCD inducida también por la ETI (Radojičić et al. 2018). La 

activación de la HR desencadena la producción y eliminación de EROs las cuales 

son moléculas que juegan un rol crucial en la respuesta de defensa contra 

patógenos (Mishra et al., 2024). Además, la acumulación de SA puede inducir 

cambios epigenéticos, tales como, la metilación del DNA y la modificación de 

histonas, lo cual afecta directamente el perfil de expresión génica durante la 

respuesta de defensa (Aftab and Yusuf 2021). 

La síntesis de JA y el ET confiere resistencia a la planta en respuesta al 

ataque de diferentes patógenos necrotróficos, tales como, B. cinerea (Mur et al., 

2006). Después del reconocimiento de algún patógeno o insecto se inicia la 

biosíntesis de JA mediante la ruta de la oxilipina (Gfeller et al., 2010), generalmente 

estos compuestos derivan de los lípidos y su biosíntesis inicia con la liberación de 

ácido α-linoleico (α-LA) (Gfeller et al., 2010). Posteriormente, con una serie de 

reacciones mediadas por las enzimas 13-lipoxigenasa, aleno óxido sintasa y 

ciclasa, se obtiene el ácido 12-oxofitodienoico (OPDA) (Li et al., 2019). El OPDA es 

producido en cloroplastos y posteriormente transportado a peroxisomas donde es 

reducido por medio de la enzima OPDA reductasa 3 y luego oxidado mediante la 

enzima Acil-CoA oxidasa produciendo JA (Li et al., 2019). Interesantemente, se ha 

observado que la activación de la vía de señalización del JA puede ser inducida por 

el receptor NPR3, el cual, ha sido asociado con la degradación del factor 

transcripcional JAZ (Fig. 4) (Li et al., 2019). Las proteínas JAZ son supresoras de 

la respuesta transcripcional inducida por JA. Cuando la planta se ve expuesta a 

algún tipo de estrés, se acumula el conjugado JA-isoleucina, el cual se une a la 

proteína COI1 para facilitar la formación del complejo COI1-JAZ, resultando en la 

degradación de los represores JAZ (Fig. 4) (Li et al., 2019).  Río abajo de la 
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percepción del complejo COI1-JAZ, se conocen dos vías principales de señalización 

de JA, la vía MYC y la ERF (Fig. 4), la primera es regulada por los genes VSP2 

(“VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 2”) y la segunda por los miembros de 

AP2/ERF (“APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR”) (Pieterse et al., 2012). 

La vía MYC se activa principalmente por el ataque de insectos y es regulada por los 

factores de transcripción MYC2, MYC3 y MYC4 (Pieterse et al., 2012). En cambio, 

la vía ERF es inducida principalmente por el ataque de patógenos necrotróficos y 

controlada principalmente por los factores de transcripción ORA59 y ERF1, que 

pueden activar la expresión de genes marcadores, tales como PDF1.2, ORA59 y 

ERF1 (Fig. 4) (Pré et al., 2008). 

Existen mecanismos de regulación que conectan las vías de señalización 

mediadas por SA, JA y ET. Concentraciones elevadas de SA inhiben la expresión 

de genes relacionados con la síntesis de JA (Fig. 4). Si bien el efecto del SA sobre 

la regulación de la vía de síntesis de JA puede ser antagónico, sinérgico o neutral, 

en la mayoría de los casos el SA participa en la supresión de la vía del JA a nivel 

transcripcional (Proietti et al., 2018). Por ejemplo, algunos factores de transcripción, 

tales como, NPR1, WRKY y TGA, pueden regular negativamente la expresión de 

genes relacionados con la vía del JA (Proietti et al., 2018). El factor de transcripción 

WRKY70 está relacionado con la supresión de la expresión de genes que inducen 

la vía del JA/ET (Li et al., 2019). NPR1 juega un rol importante en el papel 

antagónico del SA sobre el JA, debido a que, ha sido asociado con la regulación 

antagónica de genes en respuesta a JA, tales como, LIPOXYGENASE 2 (LOX2), 

VSP2 y PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2) (Spoel et al., 2003). 
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Figura 4. Rutas de señalización hormonal durante la respuesta de defensa contra 
patógenos: A) SA, B) JA y C) ET. Cada ruta de señalización es activada bajo diferentes 
condiciones; en general, las rutas de señalización hormonal pueden actuar de forma 
antagónica, interconectada o sinérgica. A) La percepción de SA genera un cambio en el 
estado redox, lo cual, induce la producción de monomeros de NPR1 (NON 
PATHOGENESIS RELATED GENES 1), traslocandosé hacia el núcleo donde interactúa 
con la familia de factores de transcripción TGAs y funciona como un coactivador 
transcripcional de los genes que responden a SA (Tomado y modificado de Pieterse et al., 
2012). B) Después del aumento de los niveles de JA la proteína COI1 (CORONATIVE 
INSESITIVE 1) interactúa con los represores JAZ para inducir la liberación de MYC2, el 
cual interactua con el mediador transcripcional MED, induciendo la expresión de genes 
asociados con la señalización de la vía del JA, tales como, PDF1.2 y ORA59 (Tomada y 
modificada de Li et al., 2019). C) El aumento de los niveles de ET es percibida por el 
receptor ETR1 (ETHYLENE RESISTANT 1), la actividad quinasa de CTR1 
(CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE) es inactivada y el CEND (C-terminal END de EIN2) 
(ETHYLENE INSENSITIVE 2) se desfosforila y se escinde. Posteriormente, el CEND se 
transloca al núcleo para atenuar la función de la ligasa E3 de EBF. La proteína EIN3 
estabilizada activa entonces los factores de transcripción ERF (ETHYLENE RESPONSE 
FACTOR) y se induce se la activación de los factores de transcripción ERFs, son clave para 
la inducción de la vía de señalización del ET. (Tomada y modificada de Li et al., 2019). 
Created in https://BioRender.com. 

 

En este trabajo, el estudio de la expresión de genes marcadores asociados 

a las vías de señalización hormonal (SA, JA/ET) durante la interacción Arabidopsis-

Botrytis en líneas mutantes del transporte de poliaminas tuvo como finalidad 

esclarecer si existen alteraciones en la expresión de los marcadores debido a la 

disrupción del transporte de poliaminas, lo cual podria deberse a interconexiones 

https://biorender.com/
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entre el metabolismo de poliaminas y las respuestas de defensa mediadas por las 

hormonas en cuestión. 

 
2.5. Generalidades de las poliaminas. 

Las poliaminas más importantes desde el punto de vista biológico son la Put, 

Spd y Spm (Blázquez et al., 2014), y se encuentran presentes en todos los seres 

vivos (Abdulhussein & Wallace, 2014). Inicialmente, las poliaminas se estudiaron 

por su capacidad de unirse con macromoléculas aniónicas y debido a esto se les 

consideraba únicamente como policationes con roles estructurales. Sin embargo, 

estudios posteriores demostraron que funcionan como moléculas reguladoras de 

procesos celulares fundamentales (Igarashi & Kashiwagi, 2010; Tiburcio et al., 

2014). Las poliaminas son aminas de bajo peso molecular con funciones esenciales 

y versátiles durante el ciclo de vida de los organismos, por ejemplo, participan en la 

proliferación celular, diferenciación y muerte celular programada (Kusano et al., 

2007). Dentro de las principales poliaminas se encuentran la diamina Put, la 

triamina Spd, y la tetramina Spm (Fig. 5). La Spm y algunos compuestos catiónicos 

similares han sido estudiados debido a su participación en procesos tales como la 

organización de la cromatina, la traducción del mRNA y la biogénesis del ribosoma 

(Igarashi & Kashiwagi, 2000; Thomas & Thomas, 2001). A nivel fisiológico, las 

poliaminas pueden funcionar como reguladores de crecimiento en diversas etapas 

del desarrollo vegetal, tales como, embriogénesis, rizogénesis, senescencia, 

desarrollo y maduración del fruto (Jiménez-Bremont et al., 2014). La Put es la 

poliamina más abundante encontrada en las plantas, y es utilizada como precursor 

para la biosíntesis de la triamina Spd y la tetramina Spm (Fig. 5) mediante la acción 

de aminopropil transferasas (Moallem et al., 2017). Además, funciona como 

precursor para la síntesis de alcaloides pirrolinidicos (Moallem et al., 2017). Se ha 

identificado también un isómero de la Spm conocida como tSpm, la cual es 

sintetizada por una aminopropil transferasa codificada por el gen ACAULIS5 (ACL5) 

(Yoshimoto et al., 2012). Adicionalmente, se ha descrito un grupo de poliaminas 

conjugadas, unidas covalentemente a ácidos hidroxicinámicos (como los ácidos 

cumárico, cafeico y ferúlico). Estas moléculas, se encuentran en la mayoría de las 

especies vegetales y desempeñan un papel crucial en los mecanismos de defensa 
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y desarrollo (Tiburcio et al., 2014). 
 
 

 

Figura 5. Estructura química de las poliaminas más abundantes en plantas. Put, Spd, 
Spm y tSpm. Los grupos aminopropilo (en rojo) se añaden al esqueleto lineal de cuatro 
carbonos de la Put (en azul) para producir Spd, Spm y tSpm. Imagen modificada de Bitrián 
et al., 2012. 

 
 

 

2.6. Metabolismo de las poliaminas. 

La síntesis de las poliaminas puede realizarse por diferentes vías (directa e 

indirecta) (Fig. 6). En la ruta de síntesis directa, la Put es obtenida mediante la 

descarboxilación de la ornitina, ruta que ocurre en la mayoría de las plantas excepto 

en Arabidopsis (debido a la ausencia del gen ODC), por acción de la enzima ornitina 

descarboxilasa (ODC; EC 4.1.1.17) (Hanfrey et al., 2001). Por otro lado, la Put 

también puede ser sintetizada de forma indirecta, esta vía consiste en la 

descarboxilación de arginina a agmatina a través de la enzima arginina 

descarboxilasa (ADC, EC 4.1.1.19) (Fig. 6). En A. thaliana se han identificado dos 

genes parálogos que codifican para la enzima ADC, estos son ADC1 y ADC2, los 

cuales probablemente se hayan generado durante la evolución como parte de un 

mecanismo compensatorio resultante de la ausencia del gen ODC (Hanfrey et al., 

2001). Inicialmente, se produce la hidrólisis de agmatina a N-carbamoil-putrescina 
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por la enzima agmatina iminohidrolasa (AIH, EC 3.5.3.12), después la N-carbamoil-

putrescina es transformada a Put por la acción de la enzima N-carbamoil-putrescina 

amidohidrolasa (NCPAH, EC 3.5.1.53) (Bagni & Tassoni, 2001) (Fig. 6). 

Posteriormente, la Put es convertida en Spd, mediante la enzima espermidina 

sintasa (SPDS; EC 2.5.1.16) y sucesivamente, se produce la adición de otro grupo 

amino por la acción de la enzima espermina sintasa (SPMS; EC 2.5.1.22) o 

termoespermina sintasa (TSPMS; EC 2.5.1.79) para obtener Spm o tSpm (Fig. 6), 

respectivamente (Tiburcio et al., 2014). 

 
 

 

 
Figura 6. Ruta directa e indirecta de biosíntesis de poliaminas en plantas. La 
biosíntesis de poliaminas implica varios pasos para generar a las poliaminas principales: 
Put, Spd, Spm y tSpm. La Put es sintetizada de forma directa e indirecta. La vía indirecta 
consiste en la descarboxilación de arginina a agmatina a través de la enzima arginina 
descarboxilasa (ADC, EC 4.1.1.19), posteriormente la agmatima es hidrolizada por la 
enzima agmatina iminohidrolasa (AIH, EC 3.5.3.12), después la N-carbamoil-putrescina es 
transformada a Put por la acción de la enzima N-carbamoil-putrescina amidohidrolasa 
(NCPAH, EC 3.5.1.53). La biosíntesis de Spm y Spd es mediada por las enzimas espermina 
sintasa (SPMS) y espermidina sintasa (SPDS), respectivamente. El S-adenosil metionina 
(SAM) es descarboxilado por la acción de la enzima S-adenosil metionina descarboxilasa 
(SAMDC), liberando S-adenosil metionina descarboxilado (dcSAM), el cual sirve de 
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donador de grupos aminopropil para llevar a cabo estas reacciones. Posteriormente, la Spm 

y Spd pueden ser oxidadas por enzimas PAOs, mediante el catabolismo terminal y obtener 

1,3-diaminopropano (1,3-DAP), 4-aminobutanal (4-AB) y H2O2. Además, las enzimas PAOs 

pueden presentar actividad de retroconversión de poliaminas para obtener Spd y Put, 

liberando 3-aminopropanal (3-AP) y H2O2 (Gonzalez et al., 2021). Created in 
https://BioRender.com. 

 
2.7. Catabolismo de las poliaminas 

El catabolismo de las poliaminas es mediado por las enzimas diamina 

oxidasa (DAO, E.C. 1.4.3.6) y poliamina oxidasa (PAO E.C. 1.4.3.3) (Fig. 6) 

(Moschou et al., 2012). Las DAOs son enzimas homodiméricas, cada subunidad 

consta de 70 a 90 kDa (Angelini et al., 2010) y se localizan mayormente en el 

citoplasma y en el peroxisoma (Takahashi et al., 2010). Las enzimas DAOs actúan 

principalmente sobre Put, cadaverina (Cad) y algunas monoaminas aromáticas y 

alifáticas, y son dependientes de cobre. Las DAOs actúan sobre los grupos amino 

primarios (Luna-Esquivel et al., 2014), de forma que su acción libera H2O2, 4-

aminobutanal (4-AB) y amoníaco (NH3) (Moschou et al., 2012; Sequera-Mutiozabal 

et al., 2016). 

Las enzimas PAOs generalmente catabolizan la oxidación de Spd, Spm y 

tSpm en sus grupos amino secundarios (Fig. 6) (Tavladoraki et al., 2012), y son 

dependientes de flavina (FAD) (Takahashi et al., 2010). Estas enzimas participan 

en dos tipos de catabolismo: están involucradas en el catabolismo terminal (Fig. 6), 

el cual consiste en la desaminación de Spm y Spd para obtener 1,3-diaminopropano 

(1,3-DAP), 4-aminobutanal (4-AB) y H2O2 (Moschou et al., 2012;) y también pueden 

realizar reacciones de retroconversión, oxidando Spm y Spd para obtener Spd y 

Put, respectivamente, y liberando H2O2 y 3-aminopropanal (3-AP) (Sequera-

Mutiozabal et al., 2016). Las PAOs se han descrito como enzimas monoméricas con 

subunidades de 53-60 kDa (Tavladoraki et al., 2012). Diferentes estudios han 

reportado que las PAOs actúan y se localizan en diferentes compartimentos 

intracelulares. Así, las PAO2, PAO3 y PAO4, que comparten una similitud del 60-

84 %, se ubican en el peroxisoma. Debido a esto, se ha atribuido que mayormente 

en Arabidopsis el catabolismo de las poliaminas es peroxisomal (Kamada-

Nobusada et al., 2008; Moschou et al., 2008). En cambio, las enzimas PAO1 y 

PAO5 se encuentran en el citoplasma (Takahashi et al., 2010). Entre las PAOs, 

PAO2, PAO3 y PAO4 utilizan como sustrato tanto Spd como Spm, mientras que 

https://biorender.com/
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PAO3 y PAO1 presentan mayor afinidad por Spm (Fincato et al., 2011). Por su 

parte, PAO5 presenta una mayor afinidad por la tSpm que por Spd o Spm 

(Takahashi et al., 2010). También se ha reportado que las enzimas PAO3 y PAO4 

participan principalmente en la ruta de retroconversión de Spm a Spd (Moschou et 

al., 2008). PAO3 cataliza la oxidación de Spm a Spd y, finalmente, a Put (Kamada-

Nobusada et al., 2008; Moschou et al., 2008). Takahashi et al. 2010 reportaron que 

PAO4 participa en la retroconversión de tSpm a Spd y finalmente hasta Put, lo que 

indica que, en forma similar a la Spm, la tSpm también puede ser retroconvertida. 

Adicionalmente, se reportó que la enzima PAO1 presenta afinidad por tSpm y 

NorEspermina (NorSpm) (Takahashi et al., 2010). Respecto al catabolismo terminal 

se ha reportado que las enzimas PAO catalizan la oxidación de la Spd, Spm y tSpm, 

produciendo diferentes aminoaldehídos, 4-AB y N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal), 

así como, H2O2 y 1,3-diamino propano (1,3-DAP) (Fig. 6) (Moschou et al., 2012; 

Wang et al., 2019). Generalmente, las enzimas PAOs que se localizan en el 

peroxisoma tienen actividad de catabolismo por retroconversión, mientras que las 

que se localizan en el citoplasma presentan actividad de catabolismo terminal 

(Moschou et al., 2008). 

 
2.8. Clasificación de los transportadores de aminoácidos 

Actualmente se han identificado al menos 5 familias diferentes de proteínas 

que transportan aminoácidos, con afinidades y selectividades distintas (Rentsch et 

al., 2007). Dentro de las cinco familias de proteínas transportadoras de aminoácidos 

se encuentran las siguientes: 

 
A) ATF (Amino acid Transporter Family, por sus siglas en inglés) 

B) APC (Amino acid-Polyamine-Choline, por sus siglas en inglés) 

C) MCF (Mitocondrial Carrier Family, por sus siglas en inglés) 

D) OEP16 (Plastid Outer Envelope Porin of 16kDa, por sus siglas en inglés) 

E) DASS (Divalent Anion: Na+ Symporter, por sus siglas en inglés) 

 
En A. thaliana se han identificado diferentes transportadores de aminoácidos 

que pertenecen a la familia APC y, en general, estos transportadores presentan 
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actividad de simporte y antiporte (Rentsch et al., 2007). La actividad de simporte 

funciona como un transporte acoplado, donde la transferencia del soluto depende 

del co-transporte de otro soluto (Fig. 7a); en cambio, en la actividad de antiporte la 

transferencia de los solutos ocurre en sentido inverso (Fig. 7b) (Alberts et al., 2008). 

 
 

 

Figura 7. Mecanismo de transporte de diferentes tipos de proteínas acarreadoras. a) 
Actividad de simporte, b) actividad de antiporte. Created in https://BioRender.com. 

 

 
2.9. Transporte de poliaminas 

 
Al presente, se han identificado en mamíferos dos familias principales de 

proteínas integrales de membrana con función de transporte de diferentes 

moléculas como aminoácidos, azúcares y vitaminas, los cuales se clasifican como: 

“ATP-Binding Cassette” (ABC) y transportadores acarreadores de soluto (SLC) 

(Ahmed et al., 2014). Dentro de ellos se han descrito seis transportadores tipo SLC 

que pueden mediar el transporte de poliaminas en células humanas; estos 

transportadores son SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, SLC47A1, SLC7A1, SLC3A2, 

SLC12A8A, y SLC22A16 (Ahmed et al., 2014). Asimismo, se han caracterizado 

algunos transportadores de poliaminas en bacterias y levaduras (Kashiwagi y 

Igarashi, 2011). Sin embargo, se tiene poca información acerca del transporte de 

poliaminas en plantas. En Arabidopsis se ha identificado una familia de 

transportadores denominada tipo-LAT, la cual, según un análisis filogenético, 

comparte una alta similitud con las subunidades de la cadena ligera del sistema de 

https://biorender.com/


44  

transporte de aminoácidos tipo-LAT en humanos (Rentsch et al., 2007). 

Los primeros estudios sobre el transporte de poliaminas en plantas se 

realizaron en protoplastos de zanahoria, observándose una absorción eficiente de 

Spd y Put y sugiriéndose la existencia de un mecanismo de tipo antiporte, el cual 

facilita el importe de las poliaminas (Pistocchi et al., 1988). Otro estudio realizado 

en protoplastos de zanahoria indicó que la adición de Ca2+ incrementa la rapidez 

de la absorción de Put y Spd (Pistocchi et al., 1990). Por otro lado, se describió que 

los transportadores de poliaminas están presentes en el sistema vascular de la 

planta y pueden transportar poliaminas a través del xilema y del floema (Pistocchi 

et al., 1990). El primer transportador caracterizado fue encontrado en plantas de 

arroz (OsPUT1) y forma parte de la subfamilia de transportadores L-tipo (LAT). Este 

transportador presenta mayor afinidad por el importe de Spd que por Put (Mulangi 

et al., 2012), y se localiza en la mayoría de los tejidos y órganos vegetales, excepto 

en semillas y raíces (Mulangi et al., 2012). A nivel subcelular, en plantas se ha 

reportado la presencia de poliaminas en el núcleo, vacuolas, mitocondrias, 

cloroplastos y membranas celulares (Fujita & Shinozaki, 2015). Mas allá de la 

contribución de los procesos de síntesis y catabolismo a la presencia de poliaminas 

en distintas localizaciones subcelulares, estas moléculas pueden ser translocadas 

entre diferentes compartimentos celulares mediante la acción de transportadores 

específicos (Wuddineh et al., 2018). Su entrada a la célula o a los compartimentos 

está regulada por un gradiente eléctrico transmembranal, y la absorción y transporte 

juegan un papel clave en la homeostasis del contenido de poliaminas en la célula 

vegetal (Fujita & Shinozaki, 2015). 

 
En A. thaliana se han identificado cinco transportadores de poliaminas (los 

cuales pertenecen a la subfamilia tipo LAT) y se han clasificado como LAT1-5 o 

PUT1-5 (¨Polyamine Uptake Transporter¨ por sus siglas en inglés) (Wipf et al., 

2002). La subfamilia de transportadores de aminoácidos L-tipo (LAT) pertenece a 

la familia de transportadores APC (Aminoacid-Polyamine-Choline) (Rentsch et al., 

2007). Generalmente, se ha descrito que la subfamilia de transportadores LAT 

posee 12 dominios transmembranales, así como una región amino y carboxilo 

terminal orientada hacia el citoplasma y tienen capacidad para transportar 
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poliaminas (Rentsch et al., 2007). Diferentes estudios han señalado que estos se 

localizan en distintos compartimentos celulares (Fig. 8); por ejemplo, PUT3 se 

localiza mayormente en la membrana plasmática (Shen et al., 2016) y en el 

cloroplasto (Ahmed et al., 2017) (Fig. 8), y es responsable del influjo de poliaminas 

hacia el interior de la célula (Shen et al., 2016). PUT5 se localiza en el retículo 

endoplásmico (Wuddineh et al., 2018) y PUT4 en la membrana plasmática 

(Méndez-Iberri et al., 2017; Tesis de Licenciatura) (Fig. 8). Los transportadores 

PUT2 y PUT1 se ubican principalmente en el aparato de Golgi y retículo 

endoplásmico; respectivamente, y comparten alrededor de 68-76 % de similitud 

(Miller-Fleming et al., 2015) (Fig. 8) mientras que PUT5 y PUT4 comparten un 

porcentaje de similitud de alrededor de 40-50 % (Martinis et al., 2016). 

 
 

 

Figura 8. Representación gráfica de la localización intracelular de los 
transportadores PUT en Arabidopsis thaliana. PUT1 y PUT5 (Wuddineh et al., 2018) se 
localizan en el retículo endoplásmico, PUT2 (Miller-Fleming et al., 2015) en el aparato de 
Golgi y en el cloroplasto, PUT3 en la membrana plasmática y el cloroplasto (Shen et al., 
2016; Ahmed et al., 2017) y PUT4 en la membrana plasmática (Méndez-Iberri et al., 2017; 
Tesis de Licenciatura). Created in https://BioRender.com. 

 
Inicialmente, el transportador de poliaminas PUT3/RMV1 (RESISTANT TO 

https://biorender.com/
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METHIL VIOLOGEN1, “por sus siglas en inglés”) fue identificado como un 

transportador de la familia de transportadores de aminoácidos tipo L (LAT). 

PUT3/RMV1 mostró capacidad para importar poliaminas y paraquat (PQ) (Fujita et 

al., 2012). Adicionalmente, se observó que la línea mutante rmv1 de A. thaliana fue 

altamente resistente al PQ debido a la reducción de la actividad de transporte de 

este herbicida (Fujita et al., 2012). Martinis et al. (2016), reportaron que el 

transportador PUT3/RMV1 participaba en el transporte a larga distancia de 

poliaminas y vitamina B1 a través del floema, desde hojas hasta raíces. Para 

analizar la expresión tejido-específica del transportador PUT3 se generó una línea 

reportera pPUT3:GUS, los análisis mostraron mayor expresión del gen PUT3 en el 

floema, así como, en la roseta y en el ápice radicular (Martinis et al., 2016). 

Se ha demostrado que la activación de estos transportadores es mediada por 

diferentes eventos de fosforilación e interacciones proteína-proteína en respuesta a 

condiciones de estrés (Chai et al., 2020). Se realizó un estudio en células de 

levaduras y se observó que la fosforilación de PUT3 realizada por la proteína cinasa 

SOS2 puede activar la función de transporte de PUT3. Asimismo, las proteínas 

SOS1 y SOS2 pueden formar un complejo y regular la actividad del transportador 

PUT3 (Chai et al., 2020). En este sentido, la sobreexpresión del gen PUT3 

(PUT3OE) generó hipersensibilidad a la adición de poliaminas y PQ; sin embargo, 

la hipersensibilidad de PUT3OE fue inhibida por la mutación de sos1 y sos2 (Chai 

et al., 2020). 

Adicionalmente, se reportó que el estrés por calor induce la expresión del 

gen LHR1/PUT3 (LOWER EXPRESSION OF HEAT RESPONSIVE GENE) en 

Arabidopsis (Shen et al., 2016). A través de un estudio dirigido por mapeo genético 

se identificó que el gen LHR1 codifica el transportador PUT3, el cual se localiza 

principalmente en la membrana plasmática (Shen et al., 2016). Actualmente hay 

evidencia de la participación del transportador LHR1/PUT3 en el mantenimiento de 

la estabilidad de los mRNAs en respuesta al estrés por calor y también se ha 

descrito que tiene capacidad para importar Spd (Shen et al., 2016). Adicionalmente, 

se estudió el índice de absorción de Spd en plantas mutantes lhr1 y el ecotipo 

silvestre WT y se observó un rendimiento menor de absorción de Spd en plantas 

mutantes lhr1 en comparación con la WT (Shen et al., 2016). 
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Además, se ha descrito la participación del transportador de aminoácidos 

tipo-L de Arabidopsis LAT5/PUT5 en etapas de desarrollo de la planta tales como 

la floración y la senescencia. Adicionalmente, se estudió la especificidad de tejido 

de la expresión del gen LAT5/PUT5 y su rol en la mediación del transporte de 

aminoácidos (Begam et al., 2020). Interesantemente, se comprobó la presencia de 

actividad GUS en el floema, cuando el gen reportero quie codifica esa enzima fue 

fusionado al promotor de LAT5/PUT5. Además, se detectó la actividad del producto 

del gen reportero en raíces principales y laterales en plantas maduras, así como en 

las raíces y el ápice de plántulas (Begam et al., 2020). 

Evidencia reciente, vincula al transporte de poliaminas con la respuesta de 

defensa de la planta, en un estudio realizado en plantas de A. thaliana infectadas 

con Pst DC3000 se reportó que el transportador PUT2 contribuye al transporte de 

Put hacia tejidos distales durante la SAR, participa en la modulación de EROs, SA 

y algunos compuestos fenólicos (Flores-Hernández et al., 2025). 

Aunque en nuestro estudio no se abordó el transporte de aminoacidos 

mediado por los transportadores PUT/LAT, hay algunos reportes que vinculan al 

transportador LAT5/PUT5 con la captación de aminoácidos, en este sentido se 

reportó que la línea mutante lat-5 resultó hipersensible a la adición de leucina 1 mM, 

generando una disminución del crecimiento del 62 % comparada con la WT, lo cual, 

fue asociado principalmente con la disrrupción de la distribución adecuada de 

leucina en la planta (Begam et al., 2020). 

 
2.10. Importancia del metabolismo de poliaminas frente al ataque de 

patógenos 

Diversos trabajos han mostrado que la biosíntesis de poliaminas se 

incrementa en respuesta al ataque de patógenos (Pal & Janda, 2017). Así, un 

estudio realizado en plantas de N. tabacum infectadas con el virus del mosaico del 

tabaco (TMV) reportó un aumento de las actividades enzimáticas ODC y ADC 

(Torrigiani et al., 1997). Se estudió el efecto de la adición de difluorometilornitina 

(un inhibidor de la enzima ODC) en plantas de tomate y se observó una disminución 

de la podredumbre gris causada por B. cinerea. Por consiguiente, se concluyó que 

el mecanismo de control de la enfermedad causada por el hongo está asociado con 
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la inhibición de la biosíntesis de poliaminas (Elad, 1991). Por otra parte, se analizó 

la respuesta de líneas mutantes del gen ADC a la infección por B. cinerea, 

verificándose que las mismas fueron más susceptibles al ataque por el patógeno, 

desarrollando una lesión de mayor tamaño y mostrando mayor incidencia de la 

enfermedad que en el ecotipo silvestre. Sin embargo, después de realizar un pre-

tratamiento con Put se observó el restablecimiento del fenotipo, resultando similar 

al del ecotipo silvestre (Chávez Martínez et al., 2018). 

La acumulación de poliaminas puede generar mayor resistencia de las 

plantas contra los patógenos (Gonzalez et al., 2021; Walters, 2003). El aumento de 

la concentración de poliaminas se presenta como respuesta al estrés biótico, 

produciéndose cambios en su nivel y localización (Walters, 2003). En un estudio 

realizado en plantas de maíz infectadas con el patógeno Ustilago maydis se detectó 

un incremento en el contenido de Put libre y conjugada (Rodríguez-Kessler et al., 

2008). Por otra parte, se estudiaron dos variedades de plantas de Vitis vinífera, una 

resistente y otra sensible a la sequía (Hatmi et al., 2015). La planta resistente a la 

sequía mostró un mayor contenido de poliaminas libres, así como algunos 

aminoácidos, tales como arginina, glutamato y prolina (Hatmi et al., 2015). También 

se observó una regulación positiva de genes asociados con la biosíntesis y 

catabolismo de poliaminas, tales como, ADC, CuAO y PAO (Hatmi et al., 2015). 

Además, se observó que la planta tolerante a la sequía se volvió más resistente al 

ataque del patógeno B. cinerea (Hatmi et al., 2015). 

También se ha reportado que plantas transgénicas de tomate que 

sobreexpresan un gen de Spd sintasa (35S::SpdSyn) presentaron un aumento de 

susceptibilidad a B. cinerea (Nambeesan et al., 2012). Dado que las poliaminas y el 

Et derivan de un mismo precursor (S-adenosilmetionina) (Martin-Tanguy, 1997; 

Bouchereau et al., 1999; Flur and Matthoo, 1996) y que las plantas transgénicas 

antes mencionadas acumularon altos niveles de Spd, se concluyó que el incremento 

de la susceptibilidad a B. cinerea mostrado por estas líneas sobreexpresoras podría 

relacionarse en parte con la inhibición de la síntesis de Et (Nambeesan et al., 2012). 

Interesantemente, el fenotipo de susceptibilidad fue restablecido después de 

realizar un pre-tratamiento con precursores del Et (Nambeesan et al., 2012). Otro 

estudio indicó que el tratamiento con Spm y Spd 
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(100 y 500 μM) incrementó la resistencia frente a B. cinerea (van Rensburg & Van 

den Ende, 2021). El aumento en la concentración de estas poliaminas en la planta 

promovió la actividad de enzimas antioxidantes, tales como, catalasa, ascorbato 

peroxidasa y guaiacol peroxidasa, generando una reducción del contenido de H2O2 

(van Rensburg & Van den Ende, 2021). 

Sobre la base de los antecedentes mencionados, queda claro que es 

necesario profundizar en el conocimiento de los mecanismos específicos de 

regulación del transporte de poliaminas durante los eventos de estrés biótico en 

plantas. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

A lo largo de la historia, las plantas han sido afectadas por diversas 

enfermedades, lo que ha provocado una pérdida dramática de cultivos, así como 

pérdidas económicas devastadoras (FAO, 2024). B. cinerea es un patógeno 

necrotrófico que causa enfermedades en más de 1000 especies de plantas (Veloso 

& van Kan, 2018), el cual induce la respuesta hipersensible, desencadenando la 

acumulación de EROs y la muerte celular (Rossi et al., 2017). El reconocimiento del 

patógeno por receptores específicos activa la respuesta de defensa vegetal, que 

implica un aumento en la expresión de genes y la síntesis de metabolitos de 

defensa, así como la síntesis de hormonas vegetales, tales como, SA, JA y ET. 

Dentro de los metabolitos se encuentran las poliaminas, las cuales se definen como 

compuestos policatiónicos de bajo peso molecular (Kusano et al., 2007). Por su 

naturaleza, las PAs pueden unirse a macromoléculas como el DNA y regular su 

expresión (Blázquez, 2024). El rol de las poliaminas en la defensa contra patógenos 

se ha estudiado en diferentes modelos de interacción planta-microorganismo y se 

ha descrito que el catabolismo de las poliaminas está interconectado con la síntesis 

de moléculas de señalización como el H2O2, el cual, participa en la regulación de la 

muerte celular y el fortalecimiento de la pared celular (Moschou et al., 2012). 

Aunque el estudio del impacto de las poliaminas ha avanzado, aún no se conocen 

en detalle todas las facetas de su mecanismo de acción. Poco se conoce sobre la 

dinámica de su transporte en células vegetales y los actores moleculares 

implicados. A la fecha, se han identificado cinco transportadores con funciones de 

importe de poliaminas en Arabidopsis thaliana, conocidos como “Polyamine Uptake 

Transporter” (PUT1-5) (Wipf et al., 2002). De estos, PUT3 es el mejor caracterizado, 

y participa en la regulación del crecimiento de la raíz, la floración y la respuesta al 

estrés salino (Chai et al., 2020). Sin embargo, la función de otros miembros de la 

familia PUT aún es desconocida (Wuddineh et al., 2018). Dada la importancia de 

las poliaminas en la respuesta de defensa y los antecedentes específicos que 

muestran que la suplementación con poliaminas imprime resistencia contra B. 

cinerea, en este trabajo se planteó evaluar la contribución del transporte de 

poliaminas a la defensa vegetal, empleando el patosistema Arabidopsis-Botrytis 

como modelo de estudio. 
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4. HIPÓTESIS 
 
 

El transporte de poliaminas, mediado por miembros de la familia PUT, contribuye a 

la defensa vegetal en la interacción Arabidopsis-Botrytis. 
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5. OBJETIVOS 

GENERAL 

 
Caracterizar funcionalmente la familia de transportadores de poliaminas PUT en la 

interacción Arabidopsis-Botrytis. 

 

 
ESPECÍFICOS 

 
1.- Analizar la expresión de los genes PUT en hojas de plantas de A. thaliana 

inoculadas con B. cinerea para determinar si son regulados durante la respuesta de 

defensa de la planta. 

 
2.- Determinar el fenotipo de resistencia/susceptibilidad de líneas mutantes y de 

sobreexpresión de los genes PUT de A. thaliana en interacción con B. cinerea, para 

conocer si el transporte de poliaminas desempeña un papel en la respuesta de 

defensa de la planta. 

 
3.- Realizar ensayos de suplementación de poliaminas en plantas WT y mutantes 

put para determinar si la suplementación de poliaminas influye en la resistencia de 

plantas WT y mutantes put contra la infección por B. cinerea. 

 
3.- Analizar los niveles de poliaminas en plantas WT y las líneas mutantes put en 

interacción con B. cinerea para establecer si existe una alteración en la homeostasis 

de poliaminas. 

 
4.- Medir la actividad de enzimas antioxidantes y los niveles de EROs en plantas 

WT y las líneas mutantes de los genes PUT de Arabidopsis en interacción con B. 

cinerea para determinar si las líneas mutantes presentan cambios en el estatus 

redox. 

 
5.- Evaluar la expresión de genes marcadores de la vía del ácido salicílico, metil 

jasmonato y etileno en las líneas mutantes de los genes PUT de Arabidopsis en 

interacción con B. cinerea para elucidar si existen alteraciones en la expresión de 

los marcadores debido a la disrupción del transporte de poliaminas 
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6. METODOLOGÍA 

 
6.1 Material biológico 

6.1.1 Plantas 

 
Se utilizaron plantas de A. thaliana del ecotipo silvestre (WT) y líneas 

insercionales de T-DNA para los genes PUT: put1-1 (GABI_890C10), put2-1 

(SALK_119707C), put3-1 (SALK_206472C), put4-1 (SAIL_1275_C06), y put5-1 

(SALK_007135), las cuales fueron obtenidas del Instituto de Análisis Genómicos 

“SALK” (www.signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). La línea doble mutante put2-1 

put5-1 se obtuvo por cruzas genéticas tradicionales, y las líneas homocigotas fueron 

identificadas por PCR empleando oligonucleótidos específicos (Tabla 

suplementaria 1). Además, la ausencia de la expresión de los genes PUT2 y PUT5 

en la línea doble mutante put2-1 put5-1 se confirmó mediante qPCR (Fig. 

suplementaria 1). 

 

 
6.1.2. Generación de las líneas 35S::PUT2 y pPUT2::GUS 

 
Las secuencias del marco de lectura abierto (1485 pb) y de la región 

promotora (1821 pb) del gen PUT2 fueron amplificadas por PCR y clonadas en el 

vector de entrada pENTER-D-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para obtener 

la línea de sobreexpresión 35S::PUT2, el vector de entrada pENTER-PUT2 se 

recombinó con en el vector destino pEarley103 (Earley et al., 2006) utilizando el mix 

enzimático LR clonase (Invitrogen). Por otro lado, para obtener la línea reportera 

del promotor del gen PUT2 (pPUT2::GUS) se realizó la recombinación del vector de 

entrada pENTER-pPUT2 al vector destino pKGWFS7 (Karimi et al., 2002), 

utilizando el mix para clonación Gateway LR. 

Ambos vectores pEarley-35S::PUT2 pKGWFS7-pPUT2::GUS fueron 

transformados en la cepa Rhizobium radiobacter GV3101 (anteriormente conocida 

como Agrobacterium tumefaciens) mediante choque térmico y posteriormente 

introducidos en A. thaliana mediante la técnica de floral dip. Para el ensayo de floral 

dip se utilizaron botones florales inmaduros. Se eligieron plantas con botones 

florales sin abrir y solo unas pocas flores abiertas o fertilizadas. Posteriormente, los 

http://www.signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
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botones florales inmaduros se sumergieron en la solución bacteriana que contiene 

sacarosa como estimulante de R. radiobacter y Silwett L77 como tensoactivo para 

favorecer la entrada de las bacterias a las células vegetales. La solución se colocó 

en un vaso de precipitado grande y las inflorescencias se sumergieron suavemente 

en el líquido durante 1 o 2 s. Posteriormente, las plantas se cubrieron con una 

película de plástico para mantener la humedad y se colocaron en la oscuridad 

durante 24 h. Enseguida, se colocaron en una cámara de crecimiento en 

condiciones controladas. Posteriormente, se obtuvieron semillas, que fueron 

sembradas y seleccionadas en medio MS con glufosinato de amonio (BASTA®) a 

10 mg/mL. Se extrajo DNA de las plantas resistentes a BASTA y se confirmó la 

presencia del casete de sobreexpresión mediante PCR. Se obtuvieron plantas de 

la generación T1, T2 y T3; se seleccionaron únicamente las líneas generadas que 

mantenían la segregación mendeliana. Se eligieron tres líneas sobreexpresoras 

independientes para los análisis posteriores: 35S::PUT2-2, -18, y -27. La línea 

reportera pPUT2::GUS fue generada previamente (Méndez-Iberri et al., 2017; Tesis de 

Licenciatura). Se seleccionaron cuatro líneas reporteras del promotor (pPUT2::GUS) 

que exhibieron patrones de expresión similares, de las cuales se eligió la 

pPUT2::GUS-2 para los análisis histoquímicos posteriores (Jefferson et al., 1987). 

 
6.1.3 Cepa fúngica 

 
Se utilizó la cepa de B. cinerea B05.10 obtenida del Instituto Tecnológico de 

Chascomús, Buenos Aires, Argentina. La cepa fue sembrada en placas Petri con 

agar papa dextrosa (PDA) a una temperatura de 22 °C por dos semanas. Después 

de este tiempo se colectaron las esporas de las placas y se pasaron a tubos falcon 

con una solución de Tween 20 al 0,02 % (v/v). Posteriormente, la solución fue 

filtrada y centrifugada a 2, 500 g por 15 min, se realizó un lavado con agua destilada 

y se suspendió en caldo papa dextrosa (PDB) suplementado con sacarosa 10 mM 

y fosfato de potasio 10 mM. De la solución resultante se tomó una alícuota y se hizo 

una dilución 1:10 para realizar el conteo de esporas. Finalmente, se realizó la 

dilución dependiendo de la concentración requerida para cada ensayo de acuerdo 

con protocolos ya estandarizados (Govrin & Levine, 2002). Para los ensayos en 
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hoja cortada en placa se utilizó una concentración de 1x105 esporas mL⁻¹, mientras 

que para los ensayos de planta en maceta se utilizó una concentración de 5x105 

esporas mL⁻¹. Las esporas se incubaron por 3 h a temperatura ambiente previo a 

la inoculación de la planta. 

 

 
6.2 Condiciones de crecimiento de la planta e inoculación fúngica 

 
Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con etanol al 96 % y 

después con hipoclorito de sodio al 30 % (se dejó en agitación por 8 min) y 

posteriormente se lavaron con agua destilada (6 veces). Enseguida, las semillas 

fueron estratificadas en la oscuridad (3 días a 4° C). Las semillas fueron sembradas 

en macetas o placas Petri. Para maceta se utilizó un sustrato comercial compuesto 

por vermiculita:perlita:tierra (en una proporción 3:1:1, respectivamente) y para las 

placas de Petri se utilizó medio MS sólido 0,5x con sacarosa (1,5 % p/v), 

suplementado con MES (0,05 %). Se ajustó el pH a 5,7. Las plantas que fueron 

sembradas en maceta se mantuvieron en cámaras de crecimiento por 4 semanas 

bajo condiciones controladas de fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad (150 µmol·m-1·s-

1) a una temperatura de 22 ± 2 °C. 

 
Para los ensayos de inoculación con B. cinerea, se utilizaron plantas de 

treinta días de edad. El ensayo de medición del tamaño de lesión consistió en 

seleccionar y cortar hojas de las plantas y transferirlas a placas de agar:agua (0,8 

% p/v). Posteriormente, se inocularon con una gota de suspensión de B. cinerea 

que contenía 1x105 esporas mL⁻¹. La gota de la suspensión fúngica (5 µL) se colocó 

al lado izquierdo o derecho de la nervadura central (Govrin & Levine, 2002). 

Finalmente, las placas fueron transferidas a cámaras de crecimiento bajo 

condiciones controladas de luz y temperatura. Se tomaron fotografías con una 

cámara de teléfono a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la inoculación. El tamaño 

de la lesión se determinó con el software Image-Pro Plus (v 4.5) expresando el área 

de la lesión en mm2. 

En otro experimento diferente se inocularon tres hojas por planta con una 
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gota de 5 µL de suspensión fúngica de B. cinerea bajo una concentración 5x105 

esporas/mL. Como controles se utilizaron hojas inoculadas con 5 µL de solución 

mock (medio PDB con sacarosa y fosfato de potasio). Después de inocular con el 

patógeno se colectó el material vegetal cada 24 h hasta completar 72 h post-

inoculación, durante este tiempo, las plantas inoculadas se mantuvieron en cámaras 

de crecimiento a una temperatura de 22 ± 2 °C bajo ciclos de luz/oscuridad (16/8 h). 

Estas muestras se procesaron para el análisis de expresión génica, la actividad 

enzimática (actividad catalasa, poliamina oxidasa, ascorbato peroxidasa), la 

estimación del contenido de ROS y poliaminas, así como la detección histoquímica 

de peróxido de hidrógeno, superóxido y determinación de muerte celular. 

 

 
6.3 Ensayo de suplementación con poliaminas 

Se seleccionaron y cortaron hojas de plantas de treinta días de edad y se 

transfirieron a placas de agar:agua (0,8 % p/v) suplementadas con 50 o 200 µM de 

poliaminas (Put, Spd y Spm) y en seguida fueron inoculadas con una gota de 5 µL 

de suspensión fúngica de B. cinerea que contenía 1×10⁻5 esporas mL⁻¹. Las hojas 

control se inocularon con 5 µL de solución mock (medio PDB). Las hojas inoculadas 

se colocaron en cámaras de crecimiento a 22 °C con ciclos de luz/oscuridad de 16/8 

h. Estas muestras se utilizaron para registrar el tamaño de las lesiones y cuantificar 

los niveles de algunas poliaminas, tales como, Put, Spd y Spm. 

Adicionalmente, se determinaron los niveles de poliaminas en plántulas de 

15 días de edad, para lo cual se suplementan placas con medio MS con diferentes 

poliaminas Spd y Spm y transcurrido este tiempo se colectó el material vegetal (20 

mg) y se determinó el contenido de poliaminas según el protocolo de Marcé et al., 

(1995). 

 
6.3. Extracción de ácidos nucleicos 

6.3.1- Aislamiento de DNA 

El DNA fue extraído de plantas de 30 días de edad utilizando el método de 

bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Wagner et al., 1987). El tejido vegetal fue 
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congelado y homogeneizado en nitrógeno líquido. Se añadieron 300 µL de CTAB, 

se mezcló e incubó por 45 min a 65 °C. Después se agregaron 300 µL de 

cloroformo, se centrifugó a 12,000 g por 5 min, se añadieron 300 µL de isopropanol 

y 30 uL de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y se dejó reposar durante 15 min. 

Posteriormente, se centrifugó a 12, 000 g por 5 min para obtener el pellet con el 

DNA precipitado, y se decantó el sobrenadante. Finalmente, el pellet con el DNA 

fue lavado con 500 µL de etanol al 70 % y se centrifugó a 12, 000 g por 3 min. El 

DNA fue resuspendido en H2O destilada y se almacenó a 4 °C. El DNA fue 

empleado para la tipificación de las líneas insercionales de T-DNA, siguiendo 

protocolos estándares. 

 
6.3.2- Aislamiento de RNA 

Se colectó material vegetal de plantas de 30 días de edad inoculadas y 

plantas control y fue macerado en nitrógeno líquido con pistilo. Para la extracción 

de RNA, el tejido vegetal se homogeneizó con 500 µL del reactivo TRI Reagent 

(Sigma-Aldrich), se mezcló en el vortex por 30 seg y se incubó durante 5 min a 

temperatura ambiente. Después se agregaron 100 µL de cloroformo y se mezclaron 

con ayuda del vortex, en seguida se incubó 7 min a temperatura ambiente, se 

centrifugó a 12,000 g por 10 min a 4 °C, se obtuvo el sobrenadante y se agregaron 

500 µL de isopropanol frío. Posteriormente, se mezcló por inversión y se dejó 

reposar en hielo por 10 min, luego de lo cual se centrifugó a 12, 000 g por 10 min a 

4 °C. El sobrenadante obtenido fue descartado y se obtuvo el RNA precipitado en 

forma de gel. La pastilla fue lavada con 1 mL de etanol frío al 75 % y centrifugada 

a 7, 500 g por 5 min a 4 °C, finalmente se decantó el sobrenadante. Se dejó secar 

la pastilla y el RNA total se suspendió en 30 µL de agua destilada estéril tratado con 

DEPC (0,01 %) y se almacenó a -80 °C. Posteriormente, se llevó a cabo una 

electroforesis para verificar la integridad del RNA. Se colocaron 2 µL de RNA total 

y 6 µL de buffer formamida al 50 % y se calentó a 95 °C por 5 min para su 

desnaturalización. El RNA fue separado electroforéticamente en un gel de agarosa 

al 1,2 % a 70 mV por 30 min; la integridad del RNA se visualizó en un 

fotodocumentador. 
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6.4 Síntesis de DNA complementario (cDNA) y análisis de la expresión génica 

 
Se determinó la concentración del RNA ("Ribonucleic acid” por sus siglas en 

inglés) utilizando un Nanodrop. Se ajustó la concentración a 1 μg/μL. Por 

consiguiente, se realizó un tratamiento empleando el kit TURBO DNA-freeTM. Para 

cada muestra se utilizaron 2,2 μL de 10X TURBO DNAseTM - Buffer, RNA (μg/μL), 

1 μL TURBO DNAse y nuclease-free water (incluida en el kit) hasta alcanzar un 

volumen total de 22 μL, con el objetivo de eliminar el DNA ("Deoxyribonucleic acid” 

por sus siglas en inglés) presente en la muestra. Después, las muestras fueron 

colocadas a 37 °C por 40 min. Se agregaron 2 μL de “DNAse inactivation reagent” 

para detener la reacción y se dejó incubando a temperatura ambiente durante 5 

min. Las muestras fueron centrifugadas a 10, 000 g durante 90 s, se tomó el 

sobrenadante y se colocó en un tubo de PCR nuevo y estéril para finalmente 

almacenarlo a -80 °C. 

La síntesis DNA complementario (cDNA) se realizó utilizando el kit RevertAid 

Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Para lo cual, se colocaron 10 μL 

de RNA (1 μg RNA total tratado con DNAsa), 1 μL de Oligo dT (stock 50 μg) y 1 μL 

de H2O2 DEPC (0,1 %), para obtener un volumen total de 12 μL. Se incubó a 65 °C 

por 5 min y se pasó a hielo. Luego se agregaron 4 μL de 5X reaction Buffer for DNA, 

2 μL de dNTPs 10 mM, 1 μL de Ribolock y 1 μL de la enzima RevertAid para obtener 

un volumen final de 20 μL. La reacción de síntesis de cDNA se llevó a cabo a 42 °C 

por 60 min, seguido de la inactivación de la enzima a 70 °C por 5 min. El cDNA se 

cuantificó en un Nanodrop y fue diluido en una relación 1:5 con agua destilada 

estéril, para emplearlo en el análisis de expresión génica por qPCR. 

 
Los niveles de expresión génica fueron cuantificados por qPCR usando el 

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific). Los 

oligonucleótidos utilizados se enlistan en la tabla suplementaria 1. A continuación 

se describen las condiciones de reacción de la qPCR: 30 s a 95 °C 

(desnaturalización inicial), 40 ciclos de PCR de 10 seg a 95 °C (desnaturalización) 

y 30 seg a 60 °C (hibridación/extensión). Las curvas de fusión comenzaron a 65 °C 

y la temperatura se incrementó gradualmente cada 0,5 °C hasta alcanzar los 95 °C. 

El grado de cambio en la expresión génica relativa se determinó mediante el método 
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2–ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001). El gen de referencia fue EF1α de Arabidopsis. 
 
 

 
6.5. Determinación de los niveles de poliaminas libres 

El contenido de poliaminas libres (Put, Spd y Spm) fue determinado de 

acuerdo con la metodología reportada por Marcé et al. (1995) con algunas 

modificaciones. El ensayo se llevó a cabo utilizando 200 mg de material vegetal 

aplicando un pre-tratamiento a la muestra, para lo cual se agregaron 0,6 mL de 

ácido perclórico al 5 % (v/v) y se dejó durante 18 h a 4°C. Posteriormente el material 

fue centrifugado y se obtuvo el sobrenadante. Para la reacción de derivatización se 

mezclaron 60 μL del extracto con 60 μL de carbonato de sodio saturado (Na2CO3), 

75 µL de cloruro de dansilo (10 mg mL-1 acetona), y 6 µL de 1,7-diaminoheptano 

(HTD; 100 µM) como estandar interno. Se utilizó un volumen final de reacción de 

200 µL. La mezcla de reacción fue incubada durante toda la noche en la oscuridad 

a temperatura ambiente. Finalmente, la reacción fue detenida adicionando 25 µL de 

prolina (100 mg mL-1) y las poliaminas dansiladas fueron extraídas con 200 µL de 

tolueno. La fase orgánica se evaporó al vacío y las poliaminas dansiladas se 

disolvieron en 40 µL de acetonitrilo. La detección del contenido de poliaminas se 

realizó mediante HPLC de fase inversa utilizando un sistema Waters (bomba HPLC 

binaria Waters 1525 y detector de fluorescencia Multi λ Waters 2475) y una columna 

Phenomenex C18 [Phenomenex 00G-4252-E0, Luna 5 µm C18(2) 100 Å, columna 

LC 250 x 4,6 mm]. Para el análisis se inyectaron en el equipo muestras de 10 µL de 

las poliaminas dansiladas. Se utilizaron las condiciones de corrida descritas por 

Marce et al., 1995. 

 
6.5. Actividad poliamina oxidasa 

 
El primer paso fue la extracción de proteínas del tejido vegetal, para lo cual 

el tejido fue macerado con un pistilo en nitrógeno líquido y se añadió un buffer de 

extracción que contenía buffer de fosfatos 200 mM (pH 7,0) suplementado con el 

inhibidor de proteasas PMSF (100 mM). Cada muestra fue homogenizada en 800 

μL del buffer de extracción e incubada en hielo durante 7 min. Posteriormente, se 

centrifugó a 5, 000 g durante 5 min a 4°C y se recuperó el sobrenadante. El 
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contenido de proteína total fue cuantificado por el método de Bradford a una longitud 

de onda de 595 nm (Bradford, 1976). 

 
La actividad PAO se determinó espectrofotométricamente por la formación 

de un aducto rosado (ε515 = 2.6 × 104 M−1 cm−1), según la metodología reportada 

por Jasso Robles et al. (2016). La mezcla de reacción contenía 50 μL de buffer de 

fosfato de potasio 200 mM (pH 7,0), 1 μL de peroxidasa (HRP) (0.06 mg/mL) (250 

U/mg), 1 μL 4-aminoantipirina (100 μM), 1 μL ácido-3,5-dicloro-2-

hidroxibencenosulfónico (1 mM) y 45 μL de extracto de proteína y se utilizó como 

sustrato Spm o Spd 2 mM, añadiendo 2 μL de cada poliamina. La reacción se llevó 

a cabo a 30 °C en un volumen final de 0.1 mL. La actividad PAO se determinó 

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 515 nm. La actividad PAO fue 

expresada como nKat/mg proteína. 

 

 
6.6. Determinación de los niveles de H2O2 

 
El contenido de H2O2 fue determinado a partir de muestras de 50 mg de tejido 

vegetal. Las muestras fueron homogeneizadas en baño de hielo con 0.5 mL de 

ácido tricloroacético al 0.1% (p/v) y, posteriormente, centrifugadas a 12,000 g 

durante 15 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se utilizó para la cuantificación. La 

mezcla de reacción consistió en 0.5 mL de buffer fosfato de potasio 10 mM (pH 7.0), 

1 mL de yoduro de potasio (KI) 1 M y 0.5 mL del extracto vegetal. Tras una 

incubación de 2 min a temperatura ambiente, se midió la absorbancia del yodo 

liberado a 390 nm en un espectrofotómetro. El contenido de H2O2 fue estimado 

utilizando una curva de calibración de H2O2. Los resultados fueron expresados 

como µmol de H2O2 g− 1 de peso fresco (Hassan & Mohamed, 2019). 

 

 
6.7. Actividad catalasa 

 
La actividad catalasa fue determinada de acuerdo con la metodología 

reportada por Sahebani y Hadavi (2009) con algunas modificaciones. Se midió la 

tasa de descomposición de H2O2 a una absorbancia de 240 nm. La mezcla de 
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2 

reacción (500 µL) contenía 50 µL de extracto proteico, buffer de fosfatos 10 mM (pH 

7,0) y H2O2 al 3 % (v/v). El decrecimiento de los niveles de H2O2 se confirmó 

monitoreando la caída de la densidad óptica (λmax) a una longitud de onda de 240 

nm. La actividad catalasa se determinó utilizando el coeficiente de extinción molar 

43,6 M-1 cm-1 para H2O2. Una unidad de catalasa fue definida como la cantidad de 

enzima necesaria para oxidar de 1 µmol de H2O2 por minuto por mg de proteína 

(Sahebani & Hadavi, 2009). 

 

 
6.8. Actividad Ascorbato peroxidasa 

 
La actividad ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11) fue determinada de 

acuerdo con el protocolo de Zavaleta-Mancera et al. (2007) con algunas 

modificaciones. La mezcla de reacción contenía, en un volumen total de 1 mL, 0,95 

mL de buffer de fosfato de potasio (pH 7,0) (10 mM) con ácido ascórbico 0,5 mM, 

30 µL de extracto de proteína y 20 µL de H2O2 al 3 % (v/v) (Zavaleta-Mancera et 

al., 2007). 

 

 
6.9. Análisis histoquímico 

 
Se realizaron diferentes pruebas histoquímicas, para la detección de H2O2 y 

O •–, muerte celular y actividad de GUS. Todos los ensayos se realizaron en plantas 

de 30 días de edad. A continuación, se describe el procedimiento para realizar cada 

técnica. 

 

 
6.9.1 Detección histoquímica de H2O2 

 
La determinación histoquímica se realizó utilizando el reactivo 3,3-

diaminobenzidina (DAB), para lo cual se preparó una solución TRIS-acetato 50 mM 

y se ajustó a pH 5,0 con ácido acético glacial. El DAB se preparó a una 

concentración de 10 mM. El material vegetal fue infiltrado por 1 minuto con la 

solución de DAB e incubado en la oscuridad por 24 h a 25 °C (Rodríguez & 

Taleisnik, 2012). Posteriormente, se decantó la solución que contenía el DAB y se 
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sustituyó por una solución de etanol-glicerol (90:10, v/v), dejándolo durante 10 min 

a 70°C o hasta perder completamente la clorofila del tejido vegetal. Finalmente, el 

tejido vegetal se montó en un portaobjetos colocando una solución de ácido láctico: 

fenol: agua (1:1:1). El tejido fue observado con un estereoscopio marca ZEISS 

modelo StemiDV4 bajo un objetivo 10x y se tomaron fotografías de cada una de las 

líneas bajo los diferentes tratamientos con una cámara de un dispositivo móvil 

acoplada al ocular del estereoscopio. 

 

 

6.9.2 Detección histoquímica de O2 
•– 

 

Para la detección del anión radical O2 
•– se colocó el tejido vegetal en un tubo 

apropiado y se cubrió completamente con una solución de nitroazul de tetrazolio 

(NBT). El tejido fue infiltrado aplicando 8 a 10 pulsaciones de vacio por 10 s e 

incubando posteriormente durante 2 h a 20 °C en la oscuridad. Luego, la solución 

de NBT fue decantada y se reemplazó por una solución de etanol: glicerina (90:10, 

v/v). Para eliminar la clorofila de las hojas se colocaron los tubos en baño de agua 

caliente y se dejaron hasta que el color verde desapareció completamente. 

Finalmente, el tejido vegetal se montó en un portaobjetos colocando una solución 

de ácido láctico: fenol: agua (1:1:1). El tejido fue observado con un estereoscopio 

marca ZEISS modelo StemiDV4 bajo un objetivo 10x y se tomaron fotografías de 

cada una de las líneas bajo los diferentes tratamientos con una cámara de un 

dispositivo móvil acoplada al ocular del estereoscopio (Rodríguez & Taleisnik, 

2012). 

 

 
6.9.3 Detección histoquímica de muerte celular 

 
Se colectaron hojas de plantas inoculadas con el hongo B. cinerea y de 

plantas control (mock) a las 24, 48 y 72 h. Las hojas se colocaron en tubos Falcon 

con5 mL de una solución acuosa de Azul de Evans (0,25 g en 100 mL de CaCl2 0,1 

M pH 6,0), cubriendo el tejido completamente. Luego de agitar durante 20 min a 125 

rpm se decantó la solución de Azul de Evans y se realizaron 5 lavados con agua 

destilada. Finalmente, el tejido se montó en un portaobjetos, colocando una 
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solución de ácido láctico: fenol: agua 1:1:1 y se lo analizó por microscopía óptica. 

El tejido fue observado con un estereoscopio marca ZEISS modelo StemiDV4 bajo 

un objetivo 10x y se tomaron fotografías con una cámara de un dispositivo móvil 

acoplada al ocular del estereoscopio. 

 
6.9.4 Tinción histoquímica de GUS 

 
La detección histoquímica de la actividad β-glucuronidasa (GUS) se llevó a 

cabo empleando la línea reportera promPUT2::GUS, que contiene una región de 

1821 pares de bases del promotor del gen PUT2 (At1g31830) fusionada al gen 

reportero GUS. El ensayo de actividad enzimática se realizó de acuerdo con 

protocolos estandarizados con algunas modificaciones (Jefferson et al., 1987). El 

material vegetal recolectado fue incubado durante 16 horas a 37 °C en la solución 

de revelado GUS. Finalizada la incubación, dicha solución fue retirada y las hojas 

se sometieron a un proceso de aclarado mediante inmersión en una mezcla 

etanol:glicerol (90:10, v/v), la cual se calentó a 70 °C durante 10 min con agitación 

constante, o hasta eliminar completamente la clorofila. Posteriormente, las 

muestras fueron montadas en portaobjetos utilizando una solución compuesta por 

ácido láctico, fenol y agua en proporción 1:1:1 (v/v/v), y observadas bajo un 

estereoscopio marca ZEISS modelo StemiDV4 bajo un objetivo 10x. Para cada 

tratamiento se emplearon tres réplicas biológicas. Se capturaron imágenes de las 

hojas teñidas con una cámara de un dispositivo móvil acoplada al ocular del 

estereoscopio, seleccionando aquellas que fueran representativas de cada 

tratamiento y línea. 

 

 
6.10. Análisis estadístico 

Los resultados de los diferentes experimentos fueron analizados 

estadísticamente utilizando la prueba t de Student o ANOVA de una o dos vías y 

comparaciones de Fisher LSD dependiendo del experimento usando el software 

GraphPad Prism versión 10.0.0. Para el ajuste de los análisis se utilizaron modelos 

lineales mixtos generalizados (LMM) con una distribución binomial negativa, 

mediante un paquete estadístico Infostat v2020e. Las gráficas fueron creadas 
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utilizando el software GraphPad versión 10.0.0. 

 
7. RESULTADOS 

 
7.1 Participación de la familia de genes PUT/LAT durante la respuesta de 

defensa vegetal de A. thaliana contra B. cinerea 

Con el objetivo de conocer la participación de los genes PUT en la respuesta 

de defensa vegetal contra B. cinerea se determinaron los perfiles de expresión de 

los genes PUT/LAT durante la interacción Arabidopsis-Botrytis desde las 24 hasta 

las 72 hpi (Fig. 9). Se observó que los genes PUT1, PUT2, PUT3, y PUT4 fueron 

regulados positivamente respecto al genotipo WT (alrededor de 1,5- 2 veces) (24 

hpi) (Fig. 9); sin embargo, la expresión del gen PUT5 fue reprimida (24 hpi) (Fig. 9). 

A las 48 hpi, se observó que la expresión de los genes PUT1, PUT2 y PUT3 fue 

regulada negativamente y en el caso de PUT4 no presentó cambios en comparación 

con WT, mientras que la expresión del gen PUT5 incrementó (alrededor de 2 veces) 

(Fig. 9). Posteriormente, se observó que los genes PUT1, PUT2 y PUT3 se 

indujeron (alrededor de 2 veces) (72 hpi) (Fig. 9). Por otro lado, la expresión del gen 

PUT4 no presentó ningún cambio y la expresión del gen PUT5 se reprimió (Fig. 9). 

Los cambios en los niveles de expresión detectados mediante este análisis 

indican que los genes PUT/LAT participan en la respuesta de defensa de A. thaliana 

contra B. cinerea, sugiriendo que los cambios que ocurren en el metabolismo de 

poliaminas de la planta en respuesta a la infección no solo incluyen los bien 

conocidos efectos sobre la síntesis y el catabolismo, sino que también implican una 

modulación del transporte de tales compuestos. 
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Figura. 9. Análisis de la expresión de los genes PUT en plantas de A. thaliana WT 
inoculadas con B. cinerea. Se inocularon hojas de la roseta de plantas de 30 días de edad 
con 5 µL de una suspensión conidial de B. cinerea (5x105 esporas/mL), las muestras se 
colectaron a las 24, 48, y 72 horas post-inoculación. Los valores de expresión génica se 
normalizaron con respecto al gen de referencia AtEF1α mediante el método 2–ΔΔCt. Los 
controles utilizados fueron normalizados con respecto a uno y son representados con una 
línea negra. Los valores son medias de tres réplicas biológicas ± SE. Los asteriscos indican 
diferencias significativas en la expresión de cada gen entre plantas infectadas por B. 
cinerea y plantas control (*, p ≤ 0,1; **, p ≤ 0,01; ***, p ≤ 0,001; ****, p ≤ 0,0001), según la 
prueba t de Student. Los experimentos fueron repetidos tres veces, obteniendo resultados 
similares. Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al., 2025. 

 

 

7.2. Las líneas mutantes put2-1 y put5-1 son más susceptibles a la infección 

por B. cinerea 

Se evaluó el tamaño de lesión provocado por B. cinerea en plantas WT y las 

diferentes líneas mutantes put (put1-put5). De acuerdo con el análisis se observó 

que las líneas mutantes put2-1 y put5-1 presentaron un incremento en el tamaño 

de lesión con respecto a la WT en todos los tiempos analizados (Fig. 10). Las líneas 

mutantes put1-1 y put3-1 mostraron lesiones similares a la WT mientras que put4-

1 presentó lesiones de menor tamaño a las 24 y 72 hpi (Fig. 10). El aumento del 

tamaño de lesión en las mutantes put2-1 y put5-1 indica que estos genes participan 

en la respuesta de defensa de A. thaliana contra dicho patógeno. Con el objetivo de 

analizar si la ausencia simultánea del transporte de PUT2 y PUT5 exacerbaría el 

fenotipo de susceptibilidad observado en las mutantes simples, se generó una 
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línea doble mutante de los genes PUT2 y PUT5. Los resultados mostraron que esta 

línea desarrollo tamaños de lesión mayores que el ecotipo WT y que las líneas 

mutantes simples a las 24 y 48 hpi (Fig. 11). A las 72 hpi, put2-1 put5-1, aún 

presentó un tamaño mayor de lesión respecto a la WT y la put2-1 (Fig. 11). El 

aumento de la susceptibilidad a B. cinerea en las mutantes simples put2-1 y put5-1 

y la mutante doble put2-1 put5-1 sugiere que los transportadores PUT2 y PUT5 son 

necesarios para la defensa vegetal y que su actividad contribuye a limitar la 

progresión de la infección causada por B. cinerea. 
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Figura 10. Severidad de la infección por B. cinerea en hojas de plantas de A. thaliana 
WT y líneas mutantes put. A) Determinación del tamaño de lesión (mm2) en hojas de 
plantas del ecotipo silvestre y líneas mutantes put (put1-1 a put5-1) infectadas por B. 
cinerea. Las hojas de plantas de 30 días de edad se colocaron en placas con agar agua y 
fueron inoculadas con 5 µL de una suspensión conidial de B. cinerea (1x105 esporas/mL). 
El tamaño de la lesión fue determinado a las 24, 48 y 72 hpi. La significancia estadística 
entre los genotipos en el mismo punto de tiempo se denotó por diferentes letras (p ≤ 0.05) 
de acuerdo con el análisis estadístico de una vía ANOVA y la prueba de comparación 
múltiple de Fisher LSD. Las barras representan el promedio ± SE de 30 réplicas biológicas. 
B) Imágenes representativas de hojas infectadas de plantas WT y líneas mutantes put 
mostrando lesiones necróticas. Barra de escala = 1 cm. La imagen del panel a) fue tomada 
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y modificada de Peña-Lucio et al., 2025. 

 

 
Figura 11. Severidad de la infección por B. cinerea en hojas de plantas de A. thaliana 
WT y de líneas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1. A) Tamaño de lesión (mm2) en 
hojas de plantas del ecotipo silvestre y líneas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1, put5-1 
infectadas por B. cinerea. Las hojas de plantas de 30 días de edad se colocaron en placas 
con agar/agua y fueron inoculadas con 5 µL de una suspensión conidial de B. cinerea (1x105 
esporas/mL). El tamaño de la lesión se determinó a las 24, 48 y 72 hpi. La significancia 
estadística de las diferencias entre los genotipos a un mismo tiempo (p ≤ 0.05) se señala con 
diferentes letras de acuerdo con el análisis estadístico de una vía ANOVA y la prueba de 
comparación múltiple de Fisher LSD. Las barras representan el promedio ± SE de 30 
réplicas biológicas. Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al. 2025. 

 

7.3. La presencia de muerte celular se detecta de forma localizada en el sitio 

de infección, siendo más intensa la señal en las líneas mutantes put2-1 y put5-

1 que en la WT 

 
Con el objetivo de determinar si el aumento del tamaño de lesiones mostrado 

por las mutantes put2-1 y put5-1 se correlacionaba con los niveles de muerte 

celular, se realizaron tinciones con Azul de Evans en hojas infectadas. La tinción 

azul de Evans se manifiesta como una coloración azul intensa en células o tejidos 

dañados, con pérdida de la integridad de la membrana plasmática, lo que permite 

identificar células muertas. En plantas WT y de las líneas mutantes put2-1, put5-1 

y put2-1 put5-1 esta señal azul intensa fue evidente en el sitio de inoculación a las 

24 y 48 hpi (Fig. 12). El área correspondiente a tejido muerto fue mayor en las líneas 

mutantes put2-1 y put5-1 en comparación con la WT a las 24 hpi; mientras que, en 

la doble mutante put2-1 put5-1 se observó menor presencia de muerte celular (Fig. 
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12). Posteriormente, a las 48 hpi, la línea mutante put2-1 mantuvo una mayor área 

de tejido muerto, comparado con la WT (Fig. 12). Estas diferencias en el área de la 

hoja afectada por la presencia de tejido muerto entre las mutantes put y la WT son 

consistentes con los resultados de la sección previa, en la que se analizó el tamaño 

de lesiones, mostrando además que estas últimas involucran mayoritariamente 

tejido muerto (Fig. 12). 

 

Figura 12. Detección histoquímica de muerte celular mediante la tinción de Azul de 
Evans en plantas de A. thaliana del ecotipo WT y las líneas mutantes put2-1, put5-1 y 
put2-1 put5-1 durante la inoculación con B. cinerea. El experimento se realizó con 
plantas de 30 días de edad. Se presentan imágenes representativas de un total de 6 
réplicas biológicas por línea por cada tratamiento. La tinción de las muestras se realizó a 
24 y 48 hpi. Tamaño de escala= 1 cm. 
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7.4. La sobreexpresión del gen PUT2 genera resistencia a B. cinerea 

Debido a que la pérdida de función del gen PUT2 incrementa la 

susceptibilidad de A. thaliana contra B. cinerea, se decidió generar y evaluar el 

fenotipo de tres líneas de sobreexpresión (35S::PUT2) de dicho gen. Los análisis 

demostraron que las líneas de sobreexpresión 35S::PUT2-2, 35S::PUT2-18 y 

35S::PUT2-27 presentaron menores tamaños de lesión que la WT a las 48 y 72 hpi 

(Fig. 13). Este resultado resalta la contribución del gen PUT2 a la respuesta de 

defensa, al limitar el desarrollo de la lesión. 

 
 

 

Figura 13. Severidad de la infección causada por B. cinerea en hojas de plantas de 
A. thaliana WT y de las líneas de sobreexpresión 35S::PUT2. Tamaño de lesión (mm2) 
en hojas de plantas del ecotipo silvestre y líneas de sobreexpresión 35S::PUT2-2, 
35S::PUT2-18, 35S::PUT2-27, infectadas por B. cinerea. Las hojas de plantas de 30 días 
de edad se colocaron en placas con agar:agua y fueron inoculadas con 5 µL de una 
suspensión conidial de B. cinerea (1x105 esporas/mL). El tamaño de la lesión fue 
determinado a las 24, 48 y 72 hpi. La significancia estadística de las diferencias en los 
tamaños de lesión entre los genotipos en el mismo punto de tiempo se denotó por diferentes 
letras (p ≤ 0,05) de acuerdo con el ANOVA de una vía y la prueba de comparación múltiple 
Fisher LSD. Las barras representan el promedio ± SE de 30 réplicas biológicas. 
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7.5. El efecto de protección contra B. cinerea conferido por la suplementación 

con poliaminas se ve atenuado en las mutantes put2-1 y put5-1 

Como se mencionó previamente, las mutantes simples put2-1, put5-1 y la 

doble mutante put2-1 put5-1 son más susceptibles a la infección por B. cinerea. 

Dado que la suplementación de poliaminas (principalmente Spd y Spm) confiere 

resistencia a B. cinerea (van Rensburg et al., 2021), se decidió evaluar el efecto de 

la suplementación de poliaminas en las mutantes put para determinar la 

contribución del transporte de estas aminas a la respuesta de defensa. 

 
7.5.1- Efecto de la suplementación con Spd en el desarrollo de 

lesiones en plantas de A. thaliana infectadas con B. cinerea. 

Hojas de las líneas mutantes put y la WT fueron colocadas en placas de agar-

agua suplementadas con Spd a concentraciones de 0, 50 y 200 µM y 

posteriormente fueron inoculadas con el hongo. En los tres tiempos evaluados, 24, 

48 y 72 hpi, se observó que los tratamientos con Spd fueron efectivos, disminuyendo 

el tamaño de la lesión causada por B. cinerea en plantas WT comparado con el 

control sin tratamiento (Fig. 14). Este efecto benéfico no fue observado en la misma 

magnitud en las líneas mutantes, si bien en la doble mutante put2-1 put5-1 el 

tratamiento con Spd 50 µM generó una reducción en el tamaño de la lesión en los 

tres tiempos evaluados, y en las mutantes simples put2-1 y put5-1 se observó a las 

48 y 72 hpi, esta reducción fue mucho menor que en la WT. (Fig. 14). 

Por otro lado, put2-1, put5-1 y la línea doble mutante put2-1 put5-1 no 

mostraron cambios en el tamaño de la lesión tras la suplementación con Spd 200 

µM a las 24 hpi (Fig. 14). Además, a las 48 hpi, put2-1 tampoco mostró un efecto 

en el tamaño de la lesión con el tratamiento de Spd 200 µM (Fig. 14). Finalmente, 

ninguna de las líneas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 mostraron reducción 

en el tamaño de lesión 72 hpi después de suplementar con 200 µM de Spd (Fig. 

14). 

Los resultados anteriores muestran que la suplementación con Spd confiere 

resistencia a B. cinerea en plantas WT mientras que en las líneas mutantes put no 
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genera el mismo nivel de protección, lo cual indica que los transportadores PUT2 y 

PUT5 desempeñan un rol importante en el transporte y relocalización de Spd en 

condiciones de estrés biótico. Estos hallazgos sugieren que el desequilibrio en el 

transporte de poliaminas puede afectar su homeostasis y favorecer la propagación 

del patógeno. 

 

 
Figura. 14. Efecto de la suplementación con Spd en el desarrollo de lesiones en 
plantas de A. thaliana WT y de las líneas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 
infectadas con B. cinerea. Se colocaron hojas de plantas del ecotipo WT y las líneas 
mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 en placas con agar agua (0,8 % p/v) suplementadas 
con Spd (50 y 200 µM) y posteriormente se inocularon con B. cinerea (1x105 esporas/mL). 

Letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0,05) entre los distintos tratamientos 

para un tiempo determinado, de acuerdo con un ANOVA de dos vías y una prueba de 
comparaciones múltiples LSD Fisher. Las barras representan el promedio 
± SE de 20 réplicas biológicas. Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al., 2025. 

 

7.5.2- Efecto de la suplementación con Spm en el desarrollo de 

lesiones en plantas de A. thaliana infectadas con B. cinerea 

Además de la Spd, se evaluó el efecto de la suplementación con Spm en la 

resistencia a B. cinerea. En las primeras 24 hpi no se observó ningún efecto de la 

suplementación con Spm sobre el tamaño de la lesión en plantas WT ni en mutantes 

put (Fig. 15). En la WT, tratamientos con 50 y 200 µM de Spm redujeron 

notablemente el tamaño de la lesión a las 48 y 72 hpi (Fig. 15). Con un efecto mucho 

menor, se observó que ambas concentraciones de Spm (50 y 200 µM) redujeron el 

tamaño de la lesión en put2-1 y la doble mutante put2-1 put5-1 a las 48 hpi, mientras 

que no se detectó dicho efecto en put5-1 (Fig. 15). En relación con lo observado en 

las líneas mutantes a las 72 hpi, únicamente la línea put2-1 presentó una ligera 
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disminución en el tamaño de lesión después de suplementar con 50 y 200 µM de 

Spm, en put5-1 ninguna de las concentraciones tuvo efecto, y en la doble mutante 

únicamente 200 µM redujo el tamaño de las lesiones (Fig. 15). 

El hecho de que el efecto protector de la Spm contra B. cinerea fue menor 

en las mutantes put que en la WT sugiere que los transportadores PUT movilizan y 

redistribuyen Spm durante la respuesta de defensa contra B. cinerea, de forma 

similar a lo observado con la suplementación de Spd. 

 
 
 
 

 
Figura. 15. Efecto de la suplementación con Spm en el desarrollo de lesiones en 
plantas de A. thaliana WT y las líneas mutantes put2-1, put5-1, y put2-1 put5-1 
infectadas con B. cinerea. Se colocaron hojas de plantas del ecotipo WT y las líneas 
mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 en placas con agar agua (0,8 % p/v) suplementadas 
con Spd (50 y 200 µM) y posteriormente se inocularon con B. cinerea (1x105 esporas/mL). 

Letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0,05) entre los distintos tratamientos 
para un tiempo determinado, de acuerdo con un ANOVA de dos vías y una prueba de 
comparaciones múltiples LSD Fisher. Las barras representan el promedio 

± SE de 20 réplicas biológicas. Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al., 2025. 
 

7.5.3- Efecto de la suplementación con Put en el desarrollo de 

lesiones en plantas de A. thaliana infectadas con B. cinerea 

Adicionalmente, se evaluó el efecto de la suplementación con Put en la 

resistencia de la planta contra B. cinerea. En líneas generales, la Put fue menos 

efectiva que la Spd y la Spm en conferir resistencia contra el hongo. A las 24 hpi, la 

suplementación con dicha diamina no impactó sobre el tamaño de la lesión de 

ninguna de las plantas tratadas, a excepción de la mutante put5-1, donde 

tratamientos con 50 y 200 µM de Put disminuyeron ligeramente el tamaño de la 

lesión (Fig. 16). Posteriormente se observó que la suplementación con Put redujó 

el tamaño de lesión a las 48 hpi en la WT (Fig. 16). Las líneas mutantes, simples 
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como la doble, no presentaron una disminución del tamaño de lesión después de 

suplementar con 50 µM de Put (Fig. 16), y únicamente, 200 µM de Put tuvieron un 

efecto en put5-1 y en la línea doble mutante put2-1 put5-1(Fig. 16). Finalmente, a 

las 72 hpi, se observó que la Put disminuyó el tamaño de la lesión solamente en 

put2-1 (Fig. 16). Estos resultados indican una baja efectividad en la Put para inducir 

resistencia contra B. cinerea tanto en la WT como en las mutantes put (Fig. 16). Sin 

embargo, en forma similar a lo descrito para Spd y Spm, el efecto de la 

suplementación con Put fue en general menor en las mutantes put que en la WT. 

 

 

Figura. 16. Efecto de la suplementación con Put en el desarrollo de lesiones en 
plantas de A. thaliana WT y las líneas mutantes put2-1, put5-1, y put2-1 put5-1 
infectadas con B. cinerea. Se colocaron hojas de plantas del ecotipo WT y las líneas 
mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 en placas con agar agua (0.8 % p/v) suplementadas 
con Spd (50 y 200 µM) y posteriormente se inocularon con B. cinerea (1x105 esporas/mL). 

Letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0,05) entre los distintos tratamientos 
para un tiempo determinado, de acuerdo con un ANOVA de dos vías y una prueba de 
comparaciones múltiples LSD Fisher. Las barras representan el promedio 

± SE de 20 réplicas biológicas. Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al. 2025. 
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7.6. La suplementación con Spd en las líneas de sobreexpresión 35S::PUT2 

confiere mayor resistencia contra B. cinerea comparado con plantas 

silvestres 

Se realizaron experimentos similares a los descritos en secciones 

precedentes, en este caso, suplementando con Spd la línea sobreexpresora del gen 

PUT2 y analizando su efecto protector contra la infección por B. cinerea. Al evaluar 

el tamaño de la lesión, se observó que la suplementación con Spd redujo el tamaño 

de la lesión en plantas WT, así como en las líneas de sobreexpresión 35S::PUT2-2 

y 35S::PUT2-18 (Fig. 17). 

 

 
Figura 17. Severidad de la infección causada por B. cinerea en hojas de plantas de 
A. thaliana WT y las líneas de sobreexpresión 35S::PUT2 suplementadas con Spd 
(200 µM). Se colocaron hojas de plantas del ecotipo WT y las líneas de sobreexpresión 
35S::PUT2-2, 35S::PUT2-18, 35S::PUT2-27, en placas con agar:agua (0,8 % p/v) 
suplementadas con Spd (200 µM), e inoculadas con 5 µL de una suspensión conidial de B. 
cinerea (1x105 esporas/mL). El tamaño de lesión fue determinado a las 24 hpi. La 
significancia estadística de las diferencias en los tamaños de lesión entre los genotipos en 
el mismo punto de tiempo se denotó por diferentes letras (p ≤ 0,05) de acuerdo con el 
ANOVA de una vía y la prueba de comparación múltiple Fisher LSD. Las barras representan 
el promedio ± SE de 20 réplicas biológicas. Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et 
al., 2025. 
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7.7- Análisis de los perfiles de poliaminas en plantas WT y en las líneas 

mutantes put 

Teniendo en cuenta que las líneas mutantes put mostraron mayor 

susceptibilidad a B. cinerea que la WT, así como también que tales mutantes 

respondieron de manera diferente a las WT ante la suplementación con poliaminas, 

se decidió analizar el contenido de poliaminas en estas plantas con el objetivo de 

determinar si existen diferencias en su perfil y correlacionarlas con el fenotipo de 

mayor susceptibilidad. Inicialmente se determinó el contenido de poliaminas en 

plantas WT suplementadas con Spd y, posteriormente, en plantas WT y las líneas 

mutantes put suplementadas con Spd y Spm sin inocular e inoculadas con B. 

cinerea. 

 
7.7.1- Determinación de los niveles de poliaminas en plantas WT 

Primero, se realizó un ensayo para determinar, en un sistema de hoja 

cortada, las condiciones experimentales adecuadas para analizar los efectos de la 

suplementación sobre los niveles de poliaminas. Esta información resulta útil para 

analizar posteriormente la participación de los transportadores PUT en la 

homeostasis de poliaminas y, además, correlacionar los niveles de susceptibilidad 

con los cambios en los niveles de dichos metabolitos provocados por la 

disfuncionalidad de tales transportadores en las mutantes. Para ello se emplearon 

hojas de plantas WT de 30 días de edad, se tomaron de la roseta y se colocaron en 

placas de agar-aguasuplementadas con diferentes concentraciones de Spd. Se 

seleccionó esta poliamina con base en reportes previos que indican que los 

transportadores PUT tienen mayor afinidad por ella en comparación con otras 

poliaminas (Mulangi et al., 2012). Se detectó que el tratamiento con Spd a 200 µM 

indujo cambios significativos en las concentraciones de Put y Spd a las 24 y 48 h 

tras la suplementación (Fig. 18a y b). Respecto al contenido de Spm, la 

suplementación con 200 µM de Spd no tuvo efecto (Fig. 18c). A diferencia de lo 

observado al suplementar con Spd 200 µM, la suplementación con Spd 50 µM en 

lineas generales no provocó cambios en los niveles de las poliaminas analizadas 

con la excepcion de un aumento leve y transitorio de los niveles de Spd (Fig. 18). 

Con base en estos resultados se seleccionó la concentración de 200 µM para los 
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siguientes experimentos. 

 

Figura 18. Determinación del contenido de poliaminas libres en hojas de plantas WT. 
El ensayo se realizó en placas de agar:agua suplementadas con 50 y 200 µM de Spd 
durante 24 y 48 horas. El contenido de poliaminas libres: a) Put, b) Spd y c) Spm, se expresó 
en nmol/g de peso fresco (FW). La significancia estadística de las diferencias en el 
contenido de poliaminas entre los diferentes tratamientos en el mismo punto de tiempo se 
denotó por diferentes letras (p ≤ 0,05) de acuerdo con el ANOVA de una vía y la prueba de 
comparación múltiple Fisher LSD. Las barras representan las medias de 6 muestras 
biológicas ± SE (n = 6). 

 

7.7.2- Determinación de los niveles de poliaminas en plantas WT 

y las líneas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 suplementadas 

con Spm y Spd 
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Se determinó el contenido de poliaminas (Put, Spd, y Spm) en hojas de 

plantas WT y de las líneas mutantes put2-1, put5-1, y put2-1 put5-1 a las 24 y 48 

horas posteriores a la suplementación con Spd y Spm (200 µM). Se observó que 

las hojas control (sin suplementar) de plantas WT y las mutantes presentaron 

diferencias menores en el contenido de poliaminas a las 24 y 48 h (Fig. 19 y 20). 

Por ejemplo, la línea mutante put5-1 presentó un mayor contenido de Put en 

comparación con WT (24 h) (Fig. 19a). La línea mutante put2-1 mostró un 

incrementó en el contenido de Spm en comparación con WT (24 h) (Fig. 19c). Los 

niveles de Spd y Spm de la línea doble mutante put2-1 put5-1 fueron superiores a 

los de plantas WT tanto a las 24 como a las 48 h (Fig. 19b, c y 20b, c), mientras 

que los de Put solo fueron más altos a las 48 h (Fig. 20a). 

Posteriormente, se detectó que la suplementación con Spd (200 μM) generó 

diferencias en el contenido de poliaminas respecto a los controles sin suplementar 

(24 h). A modo de ejemplo, este tratamiento incrementó los niveles de Put y Spd en 

WT (Fig. 19a y b), mas no los de Spm (Fig. 19c). Por otro lado, no se observó 

ningún cambio en el nivel de poliaminas endógenas en la put5-1 (Fig. 19) (24 h), 

mientras que se incrementó el contenido de Put en la put2-1 put5-1 (Fig. 19a) y de 

Spd en la put2-1 (Fig. 19b) (24 h). Respecto a las 48 h se observó un patrón similar 

a excepción que el contenido de Put permaneció sin aumentar tanto en WT como 

en las líneas mutantes (Fig. 20a). Adicionalmente, no se observó algún cambio en 

el contenido de Spd en las mutantes put (Fig. 20c). 

Por otro lado, la suplementación con Spm incrementó notablemente el 

contenido de Spm en plantas WT y las líneas mutantes a las 24 h (Fig, 19c). Un 

comportamiento similar se presentó a las 48 h a excepción de la línea doble mutante 

put2-1 put5-1, la cual no presentó cambios en el contenido de Spm (Fig. 20c). La 

suplementación con Spm indujo un pequeño incremento en el contenido de Spd en 

la línea mutante put2-1 a las 24 h, en cambio en la línea mutante put5-1 presentó 

una disminución (Fig. 19b). A las 48 h la suplementación con Spm no tuvo ningún 

efecto en los niveles de Spd tanto en WT como en las líneas mutantes put (Fig. 

20b). 
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Figura 19. Contenido de poliaminas libres en hojas de plantas WT y líneas mutantes 
put en respuesta a la suplementación con poliaminas y a la infección por B. cinerea 
a las 24 hpi. Se utilizaron hojas de plantas de treinta días de plantas WT y las líneas 
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mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 y se colocaron en placas con agar:agua 
suplementadas con 200 µM de Spd o Spm, posteriormente, fueron inoculadas con 5 µL de 
una suspensión de B. cinerea (1 x 105 esporas/mL). El contenido de poliaminas libres se 
estimó a las 24 hpi. a) Put, b) Spd y c) Spm. La significancia estadística fue determinada 
utilizando modelos mixtos linearizados (GLMMs) con una distribución binomial negativa 
seguido de una prueba de comparaciones múltiples de Fisher con LSD, las letras diferentes 
denotan significancia estadística (p ≤ 0,05). Las barras representan medias ± SE (n = 6). 
Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al., 2025. 

 

7.7.3- Determinación de los niveles de poliaminas en plantas WT 

y las líneas mutantes put después de la infección y suplementación 

con poliaminas 

Cuando las plantas experimentan eventos de estrés biótico, se pueden 

presentar cambios en la biosíntesis de las poliaminas y, en consecuencia, 

incrementos en su concentración (Gonzalez et al., 2021; Jasso-Robles et al., 2015; 

Jiménez-Bremont et al., 2014). Tal como se describió en otras secciones, existe 

infomación sobre el papel de los procesos biosintéticos y catabólicos en las 

modificaciones de los niveles de poliaminas desencadenadas por el estrés biótico, 

pero el papel del transporte de tales compuestos es prácticamente desconocido. 

Por tal motivo, se analizó el contenido de poliaminas en las líneas mutantes put y la 

WT después de inocular con B. cinerea, así como, en tratamientos combinados de 

inoculación y suplementación. Por un lado, se evaluó el efecto de la inoculación con 

B. cinerea sobre el incremento de los niveles de poliaminas a las 24 y 48 hpi. En 

plantas WT, los niveles de poliaminas no cambiaron a las 24 hpi (Fig. 19); sin 

embargo, posteriormente los niveles de Put incrementaron notablemente a las 48 

hpi (Fig. 20a). De manera similar a la WT, el contenido de Put aumentó en las líneas 

mutantes put2-1 y put5-1 a las 48 hpi (Fig. 20a). En cuanto al resto de las poliaminas 

analizadas, el único cambio detectado fue un aumento del nivel de Spm en la put5-

1 a las 24 hpi (Fig. 19C). La línea doble mutante put2-1 put5-1 no mostró cambios 

en los niveles de poliaminas en respuesta a la infección con B. cinerea en ninguno 

de los tiempos analizados (Fig. 19 y Fig. 20). 

En plantas WT y la mutante put5-1, la suplementación con Spd combinada 

con la inoculación con B. cinerea generó un incremento en los niveles de Spm (24 

hpi) (Fig. 19c) en comparación con el tratamiento de suplementación de Spd sin 
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inoculación. Posteriormente, a las 48 hpi la WT presentó cambios en los niveles de 

Put (48 hpi) (Fig. 20a), y Spd (48 hpi) (Fig. 20b), bajo las mismas condiciones del 

tratamiento previamente mencionado. Adicionalmente, la línea doble mutante put2-

1 put5-1 también presentó un aumento en los niveles de Put a las 48 hpi tras aplicar 

el tratamiento combinado de inoculación y suplementación con Spd y Spm (Fig. 

20a). Respecto a la línea mutante put2-1, se observó que el tratamiento combinado 

aumentó significativamente el contenido de Put y Spd a las 24 hpi (Fig. 19a y 19b). 

Asimismo, se observó un incrementó en el contenido de Spd en las líneas put5-1 y 

put2-1 put5-1 expuestas al tratamiento mencionado (24 hpi) (Fig. 19b). 

Con respecto al efecto de la suplementación con Spm combinado con la 

inoculación con B. cinerea, se detectó un aumento en los niveles de Put en plantas 

WT, en comparación con las plantas solo suplementadas con Spm (24 y 48 hpi) 

(Fig. 19c y 20c). Sin embargo, los niveles de Spd y Spm disminuyeron o 

permanecieron sin cambios (Fig. 19b y 19c). Por otro lado, en la línea doble 

mutante put2-1 put5-1 se observó que la inoculación con B. cinerea en combinación 

con la suplementación con Spm (24 hpi) aumentó significativamente todos los 

niveles de poliaminas en comparación con la suplementación con Spm sin 

inoculación (Fig. 19), a las 48 hpi se observó un comportamiento similar detectando 

un incremento de Put y Spm (Fig. 20a y 20c). El tratamiento combinado también 

indujo la acumulación de Spd en la línea mutante put5-1 (24 hpi) (Fig. 19b). 

Adicionalmente, se detectó un incremento en los niveles de Put en las mutantes 

put2-1 y put5-1 (48 hpi) (Fig. 20c). 

En general, se puede observar que el aumento de la concentración de 

poliaminas está más asociado a la suma del tratamiento combinado de la infección 

más la suplementación que al tratamiento individual de la aplicación exógena de 

Spd y Spm. 
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Figura 20. Contenido de poliaminas libres en hojas de plantas WT y líneas mutantes 
put en respuesta a la suplementación con poliaminas y a la infección por B. cinerea 
a las 48 hpi. Se utilizaron hojas de plantas de treinta días de plantas WT y las líneas 
mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 y se colocaron en placas con agar:agua 
suplementadas con 200 µM de Spd o Spm, posteriormente fueron inoculadas con 5 µL de 
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una suspensión de B. cinerea (1 x 105 esporas/mL). El contenido de poliaminas libres se 
estimó a las 24 hpi. a) Put, b) Spd y c) Spm. La significancia estadística fue determinada 
utilizando modelos mixtos linearizados (GLMMs) con una distribución binomial negativa 
seguido de una prueba de comparaciones múltiple de Fisher con LSD, las letras diferentes 
denotan significancia estadística (p ≤ 0,05). Las barras representan medias ± SE (n = 6). 
Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al. 2025. 

 

 

7.8- La actividad poliamina oxidasa permanece atenuada en las líneas 

mutantes put infectadas con B. cinerea 

Las enzimas PAOs catabolizan la oxidación de Spd, Spm y se puede llevar 

a cabo mediante dos vías: el catabolismo terminal y la ruta de retroconversión 

(Moschou et al., 2012). La oxidación de estas poliaminas genera como producto 

H2O2 (Sequera-Mutiozabal et al., 2016). El H2O2 puede fungir como una molécula 

de señalización y activar la respuesta de defensa de la planta (Tavladoraki et al., 

2012). Para determinar si las líneas mutantes de transportadores PUT presentan 

alteraciones en la oxidación de poliaminas en respuesta a la infección, se evaluó la 

actividad PAO en plantas inoculadas con B. cinerea. Inicialmente se observó un 

aumento en la actividad de oxidación de Spd y Spm en plantas WT (24 hpi) después 

de inocular con B. cinerea en comparación con plantas control (Fig. 21). 

Posteriormente, la actividad PAO no presentó cambios en la actividad de oxidación 

de Spm (48 y 72 hpi) comparada con los controles (Fig. 21b). Respecto a la 

actividad de oxidación de Spd se observó que a las 48 hpi (Fig. 21a) se presentó 

una disminución en comparación con los controles sin inocular y a las 72 hpi (Fig. 

21a) no se detectaron cambios. 

Por otro lado, en las líneas mutantes put no se observó un incremento en la 

actividad PAO después de inocular con el patógeno (24 hpi) (Fig. 21), resultando 

esto una diferencia importante con respecto a lo detectado en las plantas WT. 

Además, se detectó una disminución de la oxidación de Spm en las mutantes put2-

1 y put5-1 inoculadas con B. cinerea en comparación con controles inoculados con 

mock (24 hpi) (Fig. 21b). A las 48 y 72 hpi no se evidenciaron cambios en la 

actividad de oxidación de Spd y Spm en respuesta a la inoculación en las líneas 

mutantes put (Fig. 21a y b), a excepción del pequeño incremento de la oxidación 

de ambas poliaminas mostrado por la línea mutante put5-1 (48 hpi) (Fig. 21a y b), 
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y el aumento de oxidación de Spm detectado en la línea doble mutante put2-1 put5-

1 (48 hpi) (Fig. 21b). Estos resultados muestran que los cambios en las actividades 

de oxidación de Spd y Spm inducidos por la infección con B. cinerea se encuentran 

alterados en las mutantes put, sugiriendo la participación de los transportadores 

PUT en procesos que contribuyen al catabolismo de poliaminas durante la 

respuesta de defensa. 

 

 

Figura. 21. Estimación de la actividad PAO en hojas de plantas WT y líneas mutantes 
put infectadas por B. cinerea. La actividad PAO se determinó en plantas WT, put2-1, 
put5-1 y put2-1 put5-1 de 30 días de edad, 24, 48 y 72 horas después de la inoculación 
(hpi). Se utilizó (a) Spd y (b) Spm como sustratos para la oxidación de aminas. La actividad 
PAO se midió por la producción de un aducto de color rosa a 515 nm. Las barras 
representan la media ± del error estándar (n = 3). La significancia estadística de las 
diferencias en la actividad PAO entre los diferentes tratamientos en el mismo punto de 
tiempo se denotó por diferentes letras (p ≤ 0,05) de acuerdo con el ANOVA de una vía y la 
prueba de comparación múltiple Fisher LSD. Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio 
et al. 2025. 
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7.9. Las líneas mutantes put presentan alteraciones en el contenido de H2O2 y 

en los patrones de acumulación de H2O2 y O2 
•– en respuesta a la infección por 

B. cinerea 

La inoculación con B. cinerea induce el estallido respiratorio y el 

establecimiento de la HR en A. thaliana, esta respuesta de la planta genera la 

acumulación de EROs, por ejemplo, H2O2 y O2 
•– (Govrin & Levine, 2000). El 

aumento de susceptibilidad observado en las líneas mutantes put podría asociarse 

en parte con la desregulación en el contenido de estas EROs. Por otra parte, las 

alteraciones en la actividad de enzimas PAO mostradas por dichas mutantes, 

tambien podria generar perturbaciones en el estatus redox, teniendo en cuenta la 

contribucion de tales enzimas a la producción de H2O2. Por lo tanto, con el objetivo 

de determinar si las mutantes put presentan alteraciones en el estatus redox, se 

realizó la cuantificación del contenido de H2O2, asimismo, se hizo una tinción 

histoquímica para detectar la presencia de H2O2 y O2 
•–. 

 
7.9.1- Determinación de los niveles de H2O2. 

De manera general se observó que bajo condiciones control (sin inocular) el 

ecotipo WT presentó mayores niveles de H2O2 que las líneas mutantes put, a 

excepción de la put2-1, la cual presenta niveles similares que la WT (24 y 48 hpi) 

(Fig. 22). Posteriormente, se analizaron estos niveles después de la inoculación 

con B. cinerea, observándose inicialmente que los niveles de H2O2 disminuyeron en 

la WT y la línea mutante put2-1 en comparación con los controles sin inocular (24 

h) (Fig. 22). La línea doble mutante no presentó cambios (24 h) (Fig. 22). Por otro 

lado, la mutante put5-1 si mostró un incremento en los niveles de H2O2 (24 h) (Fig. 

22). A diferencia de lo observado previamente, a las 48 hpi sí se detectó un 

incremento significativo en los niveles de H2O2 en plantas WT y las líneas mutantes 

put infectadas con B. cinerea (Fig. 22), siendo la línea mutante put2-1 la que 

presentó una mayor acumulación (Fig. 22). 
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Figura 22. Contenido de H2O2 en hojas de plantas WT y las líneas mutantes put2-1, 
put5-1 y put2-1 put5-1 infectadas por B. cinerea. Se utilizaron hojas de plantas de treinta 
días las cuales fueron inoculadas con 5 µL de B. cinerea (5 x 105 esporas/mL). Se 
colectaron muestras a las 24 y 48 hpi. El contenido de H2O2 fue determinado 
espectrofotométricamente a 515 nm de acuerdo con el coeficiente de extinción molar (2,6 
× 104 M−1 cm-1). Las barras representan la media ± DE (n = 3). La significancia estadística 
se indica con letras diferentes dentro del mismo punto de tiempo (p ≤ 0,05), con base en 
un ANOVA de dos vías y la prueba de comparación múltiple de LSD Fisher. Imagen tomada 
y modificada de Peña-Lucio et al. 2025. 

 

7.9.2- Detección histoquímica de H2O2 mediante tinción de 3,3-

diaminobenzidina (DAB) 

Se analizó la producción in situ de H2O2 mediante la detección histoquímica 

de diaminobencidina (DAB) en plantas WT y las líneas mutantes put2-1, put5-1 y la 

línea doble mutante put2-1 put5-1 inoculadas con el patógeno B. cinerea. Los 

análisis evidenciaron que la WT presentó una tinción localizada en el sitio de la 

inoculación con el patógeno (24 y 48 hpi) (Fig. 23), sin embargo, esta señal fue más 

intensa en las líneas mutantes put2-1 y put5-1 (Fig. 23). En la doble mutante put2-

1 put5-1 también se observó señal de DAB en el sitio de infección, pero ésta no fue 

tan intensa como en las mutantes simples (Fig. 23). Adicionalmente, se observó 

que la WT mostró señal de DAB a lo largo de la nervadura central a las 24 hpi (Fig. 

23). Las líneas mutantes put2-1 y put5-1 también presentaron una tinción 

pronunciada en el ápice y base de la hoja y alrededor del sitio de la inoculación a 

las 24 y 48 hpi (Fig. 23). 
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Figura 23. Detección histoquímica de H2O2 mediante tinción de 3,3-diaminobenzidina 
(DAB) en plantas de A. thaliana del ecotipo WT y las líneas mutantes put2-1, put5-1 y 
put2-1 put5-1 inoculadas con B. cinerea a las 24, 48 y 72 hpi. Se utilizaron plantas de 30 
días de edad. Se empleó un total de 20 réplicas biológicas por tratamiento. Se mostraron 
imágenes representativas de cada tratamiento. 

 

7.9.3- Detección histoquímica de O2 
•– mediante tinción de NBT 

Se analizó la producción in situ de O2 
•– mediante la detección histoquímica 

NBT en plantas WT y las líneas mutantes put2-1 y put5-1 inoculadas con el 

patógeno B. cinerea. Los análisis evidenciaron que el ecotipo WT presentó una 

tinción localizada en el sitio de la inoculación con el patógeno (24 hpi) (Fig. 24), sin 

embargo, esta señal fue más intensa en la línea mutante put5-1 (24 hpi). En la línea 

mutante put2-1 se observó una tinción localizada en el sitio de infección (24 y 48 

hpi); sin embargo, alrededor del sitio de infección no se detectó tinción (Fig. 24). 

Adicionalmente, se observó que el ecotipo WT mostró una tinción pronunciada del 

lado contrario al sitio de inoculación; sin embargo, esto no se observó a las 48 hpi 

(Fig. 24). La línea mutante put2-1 también presentó una tinción pronunciada en el 

ápice y base de la hoja y del lado izquierdo a las 24 y 48 hpi (Fig. 24). Respecto a 

la línea mutante put5-1 sólo se observó la tinción en toda la hoja y alrededor de la 

lesión a las 24 hpi (Fig. 24). 
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Figura. 24. Detección histoquímica de O2 

•– mediante tinción de NBT en plantas de A. 
thaliana del ecotipo WT y las líneas mutantes put2-1 y put5-1 inoculadas con B. 
cinerea a las 24, 48 hpi. Se utilizaron plantas de 30 días de edad. Se utilizaron un total de 
20 réplicas biológicas por tratamiento. Barra de escala = 1 cm. Se mostraron imágenes 
representativas de cada tratamiento. 

 

7.10. Determinación de la actividad catalasa y ascorbato peroxidasa 

La detoxificación de los niveles de EROs durante eventos de estrés biótico 

en las plantas está regulada en parte por la actividad de enzimas antioxidantes 

(Sahebani & Hadavi, 2009). Dado que las líneas mutantes put presentaban 

alteraciones en el contenido de EROs respecto a la WT, se decidió cuantificar la 

actividad de algunas enzimas antioxidantes, tales como, CAT y APX con el objetivo 

de determinar si existían cambios en su actividad. 

 
7.10.1 Determinación de la actividad catalasa 

Se determinó la actividad de la enzima catalasa (CAT), implicada en la 

detoxificación de H2O2 (Anjum et al., 2016) en plantas WT y las líneas mutantes 

put2-1, put5-1 y la put2-1 put5-1 sin inocular e inoculadas con B. cinerea. La WT y 

la línea mutante put2-1 mostraron niveles similares de actividad CAT cuando se 

inocularon con mock (Fig. 25a), mientras que la mutante put5-1 y la doble mutante 
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put2-1 put5-1 evidenciaron una mayor actividad en comparación con la WT (Fig. 

25a). Posteriormente, a las 48 h bajo condiciones control no se detectaron 

diferencias entre la WT y las mutantes put (Fig. 25a). 

Después de inocular con B. cinerea, se observaron diferencias importantes 

entre la WT y las mutantes put. Por ejemplo, a las 24 hpi las plantas WT 

incrementan la actividad enzimática CAT (Fig. 25a), sin embargo, la mutante put2-

1 y la línea doble mutante put2-1 put5-1 no mostraron este aumento y en el caso de 

la put5-1 se observó una reducción en comparación con el mock (Fig. 25a). 

Posteriormente, no se detectaron diferencias en la actividad CAT en la WT y las 

líneas mutantes put5-1 y la put2-1 put5-1 después de inocular con B. cinerea (Fig. 

25a). Sin embargo, la línea mutante put2-1 si presentó una reducción en la actividad 

CAT (Fig. 25a). Esta menor actividad CAT en put2-1 podría estar relacionada con 

la mayor acumulación de H2O2 que presenta dicha mutante después de inocular 

con B. cinerea (Fig. 25a). 

 
7.10.2 Determinación de la actividad ascorbato peroxidasa 

Otra de las enzimas implicadas en la detoxificación del H2O2 es la APX. A 

diferencia de la CAT, su actividad puede ser inducida a concentraciones muy bajas 

de H2O2 y utiliza ascorbato como donador de electrones específico (Yoshimura & 

Ishikawa, 2024). Inicialmente, se observó que a las 24 h en condiciones mock las 

líneas mutantes put tienen mayor actividad APX que la WT (Fig. 25b), sin embargo, 

posteriormente ya no se detectó alguna diferencia bajo condiciones control (Mock) 

(48 hpi) (Fig. 25b). Después de la inoculación con B. cinerea se observó un 

incremento en la actividad APX en plantas WT (24 hpi) (Fig. 25b), mas no en las 

mutantes put (Fig. 25b). A las 48 hpi no se detectaron incrementos en la actividad 

APX en la WT ni en las mutantes put inoculadas con B. cinerea (Fig. 25b). 
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Figura 25. Actividad enzimática catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) en 
hojas de plantas WT y las líneas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 infectadas 
por B. cinerea. Se utilizaron hojas de plantas de treinta días, las cuales fueron inoculadas 
con 5 µL de una suspensión de esporas de B. cinerea (5 x 105 esporas/mL). Se colectaron 
muestras a las 24 y 48 hpi. A) La actividad de CAT se estimó con base en la tasa de 

descomposición de H₂O₂ a 240 nm (ε = 43,6 M− 1 cm− 1). B) La actividad de APX se 

determinó con base en la disminución de la absorbancia a 290 nm debida a la oxidación 
del ascorbato. Las barras representan la media ± DE (n = 3). La significancia estadística de 
las diferencias en la actividad CAT y APX entre los diferentes tratamientos en el mismo 
punto de tiempo se denotó por diferentes letras (p ≤ 0,05) de acuerdo con el ANOVA de 
una vía y la prueba de comparación múltiple Fisher LSD. Imagen tomada y modificada de 
Peña-Lucio et al. 2025. 

 
 

 

7.11. El perfil de expresión de los genes marcadores de ET/JA y SA 
muestra variaciones en las líneas mutantes put infectadas con B. 
cinerea 
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La regulación de la respuesta de defensa de las plantas es compleja, e 

involucra a diversas vías metabólicas conectadas entre sí. Algunas de tales vías 

son las implicadas en la producción de hormonas tales como el SA, el ET y el JA 

(Pieterse et al., 2012). Por otra parte, la acumulación de EROs y cambios en el 

estado REDOX también desempeñan funciones regulatorias clave, y ambas vías a 

su vez interactúan con el metabolismo de poliaminas. Por lo tanto, se consideró 

pertinente evaluar si las mutantes put presentaban alteraciones en vías de 

señalización hormonal implicadas en la defensa. Para ello se analizó la expresión 

de algunos genes marcadores de las vías de señalización del SA (PR1) y ET/JA. 

(PDF1.2, PR3, ACS2), después de inocular plantas con B. cinerea. La expresión del 

gen PR1 fue mayor en las líneas mutantes put2-1 y put5-1 en comparación con la 

WT en condiciones control (mock) (Fig. 26d). En la WT al igual que en put5-1, la 

expresión de PR1 incrementó en respuesta a B. cinerea (Fig. 26d) mientras que en 

la mutante put2-1, disminuyó en forma pronunciada. Posteriormente, se analizó la 

expresión del gen PDF1.2 y se determinó que presentó mayores niveles de 

expresión en las mutantes put2-1 y put5-1 que la WT en el mock (Fig. 26b), sin 

embargo, posterior a la inoculación con B. cinerea se observó que su expresión 

incrementó tanto en la WT como en las mutantes put (Fig. 26b). Adicionalmente, se 

observó que la línea mutante put2-1 presentó mayores niveles de expresión que la 

WT y la put5-1 (Fig. 26b). También se evaluaron los niveles de expresión del gen 

PR3 (Pathogenesis Related Protein 3), los resultados indicaron que su expresión 

fue mayor en la línea mutante put2-1 en comparación con la WT en los controles 

inoculados con mock (Fig. 26c), mientras que en put5-1 la expresión fue menor que 

la WT (Fig. 26c). Posteriormente se observó que la infección con B. cinerea indujo 

un incremento significativo en la expresión de PR3 tanto en la WT como en los 

mutantes put (Fig. 26c). Finalmente, se detectó que bajo condiciones control (mock) 

la expresión del gen ACS2 en la línea mutante put2-1 fue superior a la de la línea 

WT, mientras que ocurrió lo contrario en la línea put5-1 (Fig. 26a). Después de la 

inoculación con B. cinerea tanto las plantas WT como la línea mutante put5-1 

mostraron un aumento en la expresión de ACS2, mientras que la put2-1 exhibió una 

disminución significativa en su expresión (Fig. 26a). 
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Figura. 26. Expresión de genes marcadores de las vías de señalización mediadas por 
ET/JA y SA en plantas de A. thaliana WT y las líneas mutantes put2-1, put5-1 
inoculadas con B. cinerea. a) ACS2, b) PDF1.2, c) PR3, y d) PR1. Se inocularon hojas 
de la roseta de plantas de 30 días de edad con 5 µL de una suspensión conidial de B. 
cinerea (5x105 esporas/mL), las muestras se colectaron a las 24 horas post-inoculación. 
Los valores de expresión génica fueron normalizados con respecto al gen de referencia 
EF1α mediante el método 2–ΔΔCt. Los controles utilizados fueron normalizados con respecto 
a uno. Los valores son medias de tres réplicas biológicas ± SE. La significancia estadística 
de las diferencias en la expresión génica entre los diferentes genotipos en el mismo punto 
de tiempo se denotó por diferentes letras (p ≤ 0,05) de acuerdo con el ANOVA de una vía 
y la prueba de comparación múltiple Fisher LSD. Los experimentos fueron repetidos tres 
veces, obteniendo resultados similares. Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al. 
2025. 

 

 

7.12. La expresión del gen PUT2 se observa predominantemente alrededor del 

sitio de infección del hongo B. cinerea 
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Tomando como referencia que el gen PUT2 responde transcripcionalmente 

a la inoculación con el patógeno B. cinerea (Fig. 9), además que la línea 

sobreexpresora 35S::PUT2 presento mayor resistencia contra la infección por B. 

cinerea (Fig. 16) se decidió explorar la expresión del gen PUT2 de forma tejido-

específica para determinar si presenta algún patrón característico en respuesta a la 

infección causada por B. cinerea. Las hojas inoculadas con mock presentaron una 

señal homogénea de GUS desde la zona de la base hasta el ápice de la hoja en 

todos los tiempos analizados (Fig. 27), siendo más intensa esta señal a las 48 h 

(Fig. 27). En hojas inoculadas con B. cinerea se observó que la señal de GUS es 

intensa y se localizó principalmente alrededor del sitio de infección a las 24 y 48 hpi 

(Fig. 27), limitando claramente la lesión causada por el hongo, mientras que, a las 

72 hpi la señal de GUS fue débil alrededor del sitio de infección debido a que las 

hojas presentaban una necrosis extendida a causa del progreso de la infección (Fig. 

27). 

 

Figura 27- Expresión de la línea reportera pPUT2::GUS-2 en hojas infectadas por B. 
cinerea. Imágenes representativas de hojas infectadas de la línea reportera pPUT2::GUS-
2 en plantas de control e infectadas por B. cinerea. Se utilizaron plantas de 30 días de edad 
y un total de 20 réplicas biológicas por tratamiento. El color azul revela la tinción 
histoquímica de GUS. La flecha negra indica la lesión fúngica. Barra de escala = 0,5 cm. 
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Imagen tomada y modificada de Peña-Lucio et al. 2025. 
 
 
 
 

 

8. DISCUSIÓN 

Actualmente se conocen cinco transportadores de poliaminas en A. thaliana 

los cuales pertenecen a la familia de transportadores PUT (“Polyamine Uptake 

Transporters”) (Fujita & Shinozaki, 2015). Estos transportadores participan en la 

movilización de poliaminas (Begam & Good, 2017) y son cruciales para la 

homeostasis de dichos metabolitos en las plantas (Ahmed et al., 2017). Nuestro 

grupo de investigación ha estudiado la participación del transporte de poliaminas 

bajo estrés biótico, utilizando dos patógenos: en respuesta a la infección por B. 

cinerea (Peña et al., 2025) y a Pst DC3000 (Flores-Hernández et al., 2025). 

Adicionalmente, otros grupos de investigación han generado información que 

asocia al transporte de poliaminas con la respuesta al estrés abiótico (Chai et al., 

2020; Shen et al., 2016). Se ha reportado que las proteínas integrales de membrana 

plasmática PUT3 y SOS1 forman un complejo con la proteína quinasa SOS2 en 

respuesta a condiciones de estrés salino para modular la actividad de transporte de 

PUT3 mediante interacciones proteína-proteína y fosforilación (Chai et al., 2020). 

Además, se ha descrito que el transportador PUT3 juega un rol importante en la 

estabilización de mRNA de genes de respuesta al estrés por calor (Shen et al., 

2016). 

En el presente estudio, se encontró que los genes PUT1-PUT5 se inducen 

en respuesta a la infección por B. cinerea (Fig. 9). El perfil de expresión de los 

genes PUT presento variaciones dependiendo de la progresión de la enfermedad, 

por ejemplo, los genes PUT1, PUT2, PUT3 y PUT4 se indujeron en las horas 

tempranas de la infección (Fig. 9), sin embargo, el gen PUT5 se indujo 

principalmente cuando la enfermedad habia avanzado (Fig. 9). Similarmente, se ha 

reportado que la expresión del gen PUT2 se indujó en plantas de Arabidopsis 

inoculadas con Pst DC3000 (Flores-Hernández et al., 2025). Adicionalmente, otros 

estudios han indicado que los genes PUT responden transcripcionalmente a 

condiciones de estrés abiótico (Chai et al., 2020; Shen et al., 2016; Sagor et al., 
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2016; Zhong et al., 2023). El gen LHR1/PUT3 está asociado con la regulación de la 

respuesta al estrés salino (Chai et al., 2020). Además, se ha reportado que el gen 

PUT3 es regulado negativamente en condiciones de estrés por calor (Sagor et al., 

2016). En otro estudio, se analizó la expresión de miembros de la familia génica 

PUT en plantas de S. lycopersicum (Zhong et al., 2023) y se observó que el 

transcrito del mRNA de los genes PUT1-PUT5 se indujo rápidamente después de 

su exposición al estrés por sequía (Zhong et al., 2023). Adicionalmente, en ese 

mismo estudio se reportó que la expresión de los genes PUT1, PUT2 y PUT5 fue 

regulada positivamente bajo condiciones de estrés salino (Zhong et al., 2023); 

además, la expresión del gen PUT4 fue inducida después de someter a las plantas 

a estrés por frío (Zhong et al., 2023). En conjunto, el presente trabajo de tesis y los 

antecedentes mostrados demuestran la participación de los genes PUT en la 

respuesta de defensa de la planta durante eventos de estrés biótico y abiótico. 

En el presente estudio se observó que la pérdida de función de los genes 

PUT2 y PUT5 afecta la respuesta de defensa de la planta frente a B. cinerea (Fig. 

10 y Fig. 11, respectivamente), mientras que la sobreexpresión del gen PUT2 

generó resistencia de la planta Arabidopsis al ataque del hongo (Fig. 13). Otro 

estudio realizado recientemente en nuestro laboratorio reportó que el transportador 

de poliaminas PUT2 es esencial para el establecimiento de la SAR en Arabidopsis 

(Flores-Hernández et al., 2025). Resultó interesante que en dicho estudio se reportó 

que la línea mutante put2-1 mostró deficiencia para establecer la SAR, debido a 

que, mostró títulos bacterianos más altos en hojas sistémicas en comparación con 

plantas WT (Flores-Hernández et al., 2025). Por otro lado, en ese mismo estudio se 

verificó que la línea sobreexpresora del gen PUT2 (35S::PUT2) mostró resistencia 

contra la infección por Pst DC3000, debido a que mostró títulos bacterianos 

similares a los de las plantas WT en hojas distales (Flores-Hernández et al., 2025). 

La disrrupción del transporte de poliaminas en las líneas mutantes put2-1 y put5-1 

afecto la respuesta de defensa de la planta contra diferentes patógenos, además la 

sobreexpresión del gen PUT2 indujó mayor resistencia contra la infección de B. 

cinerea y Pst DC3000 indicando que el transporte de poliaminas influye en los 

mecánismo para el establecimiento de la respuesta de defensa de Arabidopsis. 

De manera general la suplementación con poliaminas disminuyó el tamaño 
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de lesión generado por B. cinerea en plantas WT (Fig. 14, 15 y 16), lo cual es 

consistente con lo previamente reportado (van Rensburg et al., 2021). Sin embargo, 

en las líneas mutantes este resultado tuvo variaciones, debido a que, en algunos 

casos la suplementación no generó ningún efecto benéfico, detectándose tamaños 

de lesión similares a los controles sin suplementar (Fig. 14, 15 y 16). Se ha 

reportado que la suplementación con Spd y Spm (1, 2 y 5 mM) imprime resistencia 

contra B. cinerea en A. thaliana, S. lycopersicum y Phaseolus vulgaris mediante la 

regulación de la respuesta oxidativa/antioxidante y la modulación de las vías de 

señalización hormonal (Seifi et al., 2019). Asimismo, la suplementación con Spd y 

Spm puede promover la actividad antioxidante de algunas enzimas como catalasa, 

peroxidasa y superóxido dismutasa (van Rensburg et al., 2021). Posiblemente, la 

disrupción del transporte de poliaminas en las líneas mutantes put afecta su importe 

y redistribución generando una reducción del efecto benéfico que provee el 

tratamiento con poliaminas; sin embargo, sería importante cuantificar los niveles de 

poliaminas en cada compartimento celular para determinar de forma más específica 

donde se presenta esta acumulación y correlacionarla con la ubicación espacial de 

estos transportadores. 

Dado que la suplementación con poliaminas no generó el mismo efecto 

benéfico en las líneas mutantes put que en la WT, se hipotetizó que la disrupción 

del transporte de poliaminas podría afectar la homeostasis de poliaminas y, en 

consecuencia, afectar los niveles de poliaminas en estas líneas. Se determinó el 

contenido de poliaminas (Put, Spd y Spm) en condiciones control y suplementadas 

con Spd y Spm, así como, después de inocular con B. cinerea y en ensayos 

combinados de suplementación e inoculación con B. cinerea (Fig. 19 y 20). 

Inicialmente, se analizaron los controles sin la adición de poliaminas y se observó 

que las líneas mutantes put mostraron niveles mayores de algunas poliaminas, tales 

como, Spm (Fig. 19c). En otro estudio se reportó que la línea mutante put2-1 

presentó mayor contenido de Spm bajo condiciones basales (Flores-Hernández et 

al., 2025). Adicionalmente, Kim et al., 2019 reportaron que semillas de plantas de 

la línea mutante put2-1 presentaban mayores niveles de Spd y Spm. El aumento en 

el contenido de poliaminas en plantas deficientes del transporte de estas moléculas 

podría asociarse con una deficiencia en la redistribución a nivel celular, asímismo, 
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con fallas en su metabolismo como consecuencia de las alteraciones en su 

mobilización. 

Los ensayos de suplementación evidenciaron que los transportadores PUT 

mobilizan preferencialmente Spd, dado que la suplementación con Spm incrementó 

los niveles de Spm tanto en WT como en las mutantes put (Fig. 19c); sin embargo, 

la suplementación con Spd no afecto los niveles endógenos de Spd en mutantes 

put, en comparación con plantas WT (Fig. 19b y 20b). Interesantemente, se ha 

reportado que los transportadores de poliaminas PUT transportan 

preferencialmente Spd (Mulangi et al., 2012). Otro estudio reportó que la línea 

mutante put2-1 presentaba deficiencias en el transporte de Put, debido a que 

posterior a la infiltración con Put no se observó un aumento en la concentración de 

Put en hojas sistémicas en comparación con plantas WT (Flores-Hernández et al., 

2025). Estos resultados indican que los transportadores PUT son esenciales para 

mantener la homeostasis de poliaminas a nivel celular, asímismo, la ausencia de 

estos puede afectar su importe y modificar su contenido. 

La inoculación y suplementación con poliaminas indujó un incrementó en el 

contenido de poliaminas en plantas WT y las líneas mutantes put, sin embargo, esta 

acumulación fue mayor en las líneas mutantes (Fig. 19 y 20). Similarmente, se ha 

indicado que posterior a la infección con Pst DC3000 se presentó un incremento del 

contenido de Spm en la línea mutante put2-1 comparado con WT (Flores-

Hernández et al., 2025). Esto refuerza la hipótesis que la deficiencia del transporte 

de poliaminas afecta la homeostasis de poliaminas, lo cual, puede disminuir la 

disponibilidad de estos metabolitos a nivel celular, impactando en otros procesos 

como su catabolismo y en consecuencia alterar eventos de señalización para el 

establecimiento de la respuesta inmune vegetal. 

Las EROs son producidas en la planta bajo diferentes condiciones de estrés, 

tanto biótico como abiótico, y están asociadas con la señalización para el 

establecimiento de la respuesta de defensa vegetal. Dentro de las diferentes EROs 

se encuentran el H2O2 y el O2 
•–, las cuales juegan un rol importante en la respuesta 

de estrés biótico, debido a que funcionan principalmente como moléculas 

mensajeras que activan la expresión de genes de defensa, así como, algunas vías 

de señalización hormonal (Liu et al., 2019; Moschou et al., 2012). De manera 
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general se observó que los niveles de H2O2 fueron similares tanto en las mutantes 

put como en la WT después de inocular con B. cinerea (Fig. 22), aunque la línea 

mutante put2-1 exhibió una mayor concentración de H2O2, así como, una 

disminución en su actividad CAT comparado con WT (Fig. 25a). La tinción 

histoquímica de DAB en la línea mutante put2-1 también indicó una mayor 

presencia de H2O2 en el sitio de inoculación y alrededor de la lesión (Fig. 23). 

Adicionalmente, no se encontró un patrón distinto en la detección O2 
•– en las 

mutantes put comparado con WT, a excepción de la mutante put5-1 la cual 

evidenció mayor acumulación de O2 
•– tanto en el sitio de infección como alrededor 

de ella (Fig. 24). La acumulación de EROs puede generar toxicidad y en 

consecuencia afectar la respuesta inmune de las plantas (Sewellam et al., 2014). 

Adicionalmente, se ha reportado que la acumulación de EROs contribuye al 

desarrollo de la infección causada por B. cinerea en hojas de plantas de tabaco 

(Rossi et al., 2017). Estos incrementos en los niveles de H2O2 pueden exacerbar la 

respuesta hipersensible del hospedero, beneficiando la colonización del patógeno 

y el establecimiento de la muerte celular en el sitio de infección (Govrin & Levine, 

2000; Rossi et al., 2017). Las líneas mutantes put presentaron mayor actividad CAT 

y APX bajo condiciones mock (Fig. 25a, b), lo cual podría indicar que estas líneas 

mutantes presentan una alteración en el metabolismo de EROs. Debido a que las 

líneas mutantes put presentan un desbalance en el contenido de poliaminas esto 

puede afectar otros procesos, tales como su catabolismo induciendo cambios en el 

contenido de algunas EROs, tales como, H2O2 y O2 
•– afectando a su vez otros 

procesos de señalización a nivel celular. 

Los niveles de poliaminas en las plantas están regulados por diferentes 

procesos, tales como su biosíntesis y catabolismo (Baron & Stasolla, 2008). El 

catabolismo de las poliaminas está mediado por diferentes enzimas, por ejemplo, 

las DAOs (Angelini et al., 2010) y las PAOs (Tavladoraki et al., 2012). La actividad 

PAO ha sido estrechamente vinculada con la modulación de la respuesta de 

defensa de la planta frente al ataque por patógenos (Wang et al., 2019). La actividad 

PAO se ve notablemente afectada en las líneas mutantes put tras la infección con 

B. cinerea (Fig. 21). Consistentemente, las líneas mutantes put mostraron mayores 

áreas de lesión después de inocular con B. cinerea (Fig. 10). Similarmente, en otro 
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estudio se reportó que la reducción de la actividad PAO contribuyó al desarrollo de 

tumores en la planta Ustilago maydis (Jasso-Robles et al., 2015). Posiblemente los 

cambios la actividad de catabolismo de poliaminas altera otros procesos como la 

generación de moléculas de señalización, tales como, el H2O2 (Fig. 22), lo cual 

induce alteraciones en los procesos de señalización celular afectando los 

mecánismos de establecimiento de la respuesta de defensa vegetal. 

Las vías de señalización hormonal pueden activarse simultáneamente y 

trabajar en conjunto para detener el avance de los patógenos (Pieterse et al., 2012). 

Generalmente, el aumento en el contenido de JA se ha asociado con el aumento 

de la resistencia contra B. cinerea (Zhang et al., 2023). Similarmente, la 

acumulación de Et en plantas de tomate promovió el incremento de la resistencia 

contra B. cinerea (Cui et al., 2024). En nuestro estudió se observó que la expresión 

de algunos genes marcadores de vías de señalización del SA y Et/JA fueron 

regulados negativamente (Fig. 26). En otro reporte se realizó un análisis por RNA-

seq en la línea mutante put2-1 infiltrada con Pst DC3000 y se observó que los genes 

relacionados con la biosíntesis y señalización de SA estaban desregulados (Flores-

Hernández et al., 2025). Adicionalmente, también se reportó que genes asociados 

con las vías de señalización del JA/Et fueron regulados negativamente y esto en 

que impacta, falta discutir o decir algo (Flores-Hernández et al., 2025). En un estudio 

realizado en plantas de tomate infectadas con B. cinerea, se observó que la 

sobreexpresión del gen SPMS incrementó el contenido de Spm afectando la vía de 

síntesis del Et y aumentando la susceptibilidad de la planta contra la infección 

(Nambeesan et al., 2012). Por otro lado, la línea mutante Arabidopsis spms, la cual 

presentó menores niveles de Spm y acumulación de JA, presentó un fenotipo de 

resistencia contra B. cinerea (Zhang et al. 2023). Estos cambios en la regulación de 

los genes marcadores de las vías de señalización hormonal en las mutantes put 

afectan la modulación de la respuesta inmune vegetal. La disrupción de los genes 

de transportadores de poliaminas afecta la expresión de genes marcadores de vías 

de señalización hormonal. El cambio en los niveles de poliaminas que presentan 

estas mutantes put demuestran que existen alteraciones en su metabolismo y de 

acuerdo con lo reportado previamente por Nambeesan et al., 2012, donde la 

alteración en el contenido de Spm afectó la síntesis de JA, se podría hipotetizar que 
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los cambios en el contenido de algunas poliaminas en las mutantes put induce 

alteraciones en la síntesis de algunas hormonas, así como cambios en los perfiles 

de expresión de genes marcadores de las vías de SA y JA/ET. 
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9. CONCLUSIONES 

En el presente estudio, se determinó que los genes PUT2 y PUT5 son 

cruciales para la respuesta de defensa de A. thaliana contra B. cinerea. La 

expresión de los cinco genes PUT de Arabidopsis es modulada por B. cinerea en 

distintos tiempos de la interacción, sugiriendo un rol importante del transporte de 

poliaminas en la defensa vegetal. Se determinó que las líneas mutantes de los 

genes PUT2 y PUT5 son más susceptibles a B. cinerea, mientras que la 

sobreexpresión de PUT2 (35S::PUT2) confiere resistencia. El ensayo de 

suplementación con algunas poliaminas indicó que el efecto positivo que genera la 

suplementación no se presentó con la misma magnitud en las líneas mutantes put 

que en la WT. La disrupción del transporte induce cambios en el importe de 

poliaminas, afectando la disponibilidad de estas poliaminas a nivel celular. Las 

líneas mutantes mostraron alteraciones en el contenido de poliaminas, 

posiblemente la ausencia del transporte afecta su importe y redistribución durante 

eventos de estrés biótico. El estatus redox en las líneas mutantes presenta 

alteraciones; asimismo, la actividad PAO disminuyó, lo cual afecta otros procesos 

como la señalización y activación de otros mecanismos de defensa en respuesta al 

ataque de B. cinerea. La ausencia del transporte de poliaminas afectó la expresión 

de genes marcadores de las vías de señalización hormonal. 

Es necesario realizar más ensayos para comprender los mecanismos 

específicos mediante los cuales el transporte de poliaminas participa en el 

establecimiento de la respuesta de defensa vegetal de A. thaliana contra B. cinerea. 

Por ejemplo, se podría medir la tasa de absorción de algunas poliaminas, tales 

como Spd, Spm y Put, en las mutantes put y compararlas con plantas WT para 

determinar si existen cambios en las tasas de absorción. Además, sería interesante 

cuantificar las poliaminas en cada compartimento celular y determinar si existen 

alteraciones en la homeostasis de las poliaminas como consecuencia de la 

disrupción de algún transportador. Sería importante también generar una línea 

sobreexpresora y reportera del gen PUT5 para determinar su fenotipo y expresión 

tejido-específica después de inocular con B. cinerea. Adicionalmente, se propone 

medir el contenido de algunas hormonas como SA, JA y ET y asociarlo con los 

resultados de los niveles de expresión de los genes marcadores de señalización 
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hormonal. Finalmente, sería interesante realizar un análisis del contenido de 

aminoácidos en las líneas mutantes put antes y después de inocular con B. cinerea 

para determinar si la susceptibilidad que presentan estas líneas también podría 

estar influenciada por cambios en el contenido de aminoácidos. 
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11. REPORTE DE SIMILITUD 

 

 

 



121  

12. ANEXOS 

Fig. Suplementaria 1- Estructura de los genes PUT de Arabidopsis thaliana, 
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genotipado y niveles de expresión de los genes PUT2 y PUT5 en la línea doble 
mutante put2-1 put5-1. Estructura de los genes a) PUT1, b) PUT2, c) PUT3, d) PUT4, y 

e) PUT5., Los exones se indican en (cajas blancas), los intrones con líneas negras), y las 
regiones UTRs 5´ y 3´ en cajas de color gris claro.) Cada elemento se indica a a escala. La 
posición de las inserciones de T-DNA en las líneas mutantes put1-1 (GABI_890c10), put2- 
1  (SALK_119707c),  put3-1  (SALK_206472c),  put4-1  (SAIL_1275_c06)  y  put5-1 
(SALK_007135) se indica con un triángulo. f) Electroforesis en gel de los productos de PCR 
obtenidos para la caracterización de la línea homocigota doble mutante put2-1 put5-1. El 
carril 1 muestra la amplificación del alelo silvestre (WT) de PUT2 y el carril 7 elde PUT5 en 
el ecotipo Col-0 de Arabidopsis thaliana. En la línea doble mutante put2-1 put5-1, no se 
observa amplificación de los alelos silvestres de PUT2 (carril 2) ni PUT5 (carril 8). El 
producto de amplificación para la Linserción del T-DNA en la línea doble mutante put2-1 
put5-1 se muestra en los carriles 5 y 11), mientras que en la ausencia del T-DNA en la WT 
se indica en los carriles 4 y 10). Los carriles 3, 6, 9 y 12 son los controles negativos. g) 
Niveles de expresión relativa de los genes PUT en la línea doble mutante put2-1 put5-1. 
Los valores de expresión génica se normalizaron con el gen de referencia EF1α y se 
expresaron en relación con la expresión del gen WT mediante el método 2-ΔΔCt. Los datos 
representan la media ± error estándar de 3 réplicas (n = 3). Los asteriscos (****indican 

significancia estadística (p ≤ 0.,0001) según la prueba t de Student. 

Tabla suplementaria 1. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para qPCR y 
genotipificación. 

 

Nombr 
e 

 
AGI code 

Secuencia de 
oligonucleótidos 

Tamaño 
del 

amplicón 
 (pb)  

 
Referencia 

qPCR 

 
PUT1 

At1g3182 
0 

Fw 5’- ATG GGT CAA ATT 
CTC AGT CTG TTC T -3’ 
Rv 5’- GTA AAA AAC GAG 
CAG AAA GAT ATA CAG -3’ 

157 pb 
 
Este trabajo 

 
 

PUT2 

 
At1g3183 

0 

Fw 5’- AGC TGC AGT GAG 

CAT TGT GAT GA -3’ 
Rv 5’- TAC AGA CTA TGA 
GAA ATT AAG CTT TTT TG-
3’ 

243 pb  
 
Este trabajo 

 
PUT3 

 
At5g0563 

0 

Fw 5’- GGA TGG CTC AAG 
TTC TCA ACA AG -3’ 
Rv 5’- TCT GAT CCA AAA 
TCC AGA AGC AAT GA -3’ 

132 pb 
 
Este trabajo 

 
PUT4 

 
At3g1362 

0 

Fw 5’- GTC AAC GGA GAA 
CAT CCC AAA G -3 
Rv 5’- GTT ACA GAA GCA 
AGG AAC TTA CAT TG -3 

402 pb 
 
Este trabajo 

 
PUT5 

At3g1955 
3 

Fw 5’- ACC AGT TTC AGG 
AGT TTC ATC AGA -3’ 
Rv 5’- TGT ACA TGA CTT 
ACC ATG CGC TTT -3’ 

149 pb 
 
Este trabajo 

PDF1. 
2 

At5g4442 
0 

Fw 5'- GCT TCC ATC ACC 
CTT ATC TTC -3' 
Rv 5'- GGC TTC TCG CAC 

155 pb 
Este trabajo 
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  AAC TTC TG -3' 

Fw 5'- CAC GAG GAA GAA 
 

153 pb 
PR3 At1g0419 GGA GGT CG -3'  

 0 Rv 5'- GTG GCG CTC GGT Este trabajo 

  TCA CAG TA -3'  

  Fw 5'- TAA CAC GGA GTG 151 pb 
ACS2 At1g0148 AAA CGC G -3'  

 0 Rv 5'- AAT CTT CGA CTA Este trabajo 

  AGT TTC CGA C -3'  

  Fw 5’- TAT GCT CGG AGC 134 pb 
 At2g1461 TAC GCA GAA-3’ (Escudero et 
PR1 0 Rv 5’- TCG CTA ACC CAC al., 2019) 

  ATG TTC ACG-3’  

  Fw 5’- TCC AGC TAA GGG 168 pb 
 At5g6039 TGC CGC -3’ (Jasso-Robles 
EF1α 0 Rv 5’- AAC GCC TGT CAA et al. 2020) 

 TCT TGG TCA A -3’  

Genotipificación 

JMLB1 5’-GGC AAT CAG 
T-DNA 
(Salk) 

 
T-DNA 
(Gabi) 

T-DNA 
(Sail) 

 
 
 

put1-1 
 
 
 

put2-1 
 

 
put3-1 

 
 
 

put4-1 
 

 
put5-1 

--- 
CTG TTG CCC GTC TCA 
CTG GTG -3’ 

(Lariguet et al., 
2003) 

(Kleinboelting 
et al., 2012) 

(Sessions et al., 
2002) 

 

 
Este trabajo 

 
 
 

Este trabajo 
 

 
Este trabajo 

 
 
 

Este trabajo 
 

 
Este trabajo 

 
 ATC ACA CCG C -3’  

--- 
o8474: 5'-ATA ATA ACG CTG 
CGG ACA TCT ACA TTT T-3' 

 

 LB3 5′- TAG CAT CTG AAT  

--- TTC ATA ACC AAT CTC GAT  

 ACA C-3′  

 LP 5’- TAA TCA CTG CGG 1018 pb 
GABi_o8 AGA TGA GTA CAA -3’  

90C10 RP 5’- ATA ACC AAA CAT  

 ATC AGT ACA ATC GG-3’  

 LP 5’- TCA GCA AGG TTG 1079 pb 
SALK_11 GAT GAA ATG GC -3’  

9707C RP 5’- GAG TCT GCT GTT  

 GAA GGT CCG -3’  

 LP 5’- ATC TGC GAT TGT 1215 pb 
SALK_20 TTC TGG GTA TTC -3’  

6472C RP 5’- AGC CAT TCC AAG  

 TAG CTG AAA AGA -3’  

 LP 5’- TCT GTT CTG ATA 1166 pb 
SAIL_127 CGA CCA ACC C -3’  

5_C06 RP 5’- CGT TTT CCC ATC  

 TGC TCT GAT C -3’  

 LP 5’- GGA TCT CTT CAG 1114 pb 
SALK_00 CTT TTG GTC C -3’  

7135 RP 5’- CCA AGA ACT ATG  
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