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Resumen

Solanum lycopersicum L. es una planta cuyo cultivo en el país, tanto a cielo abierto como en invernadero, está sujeto a la utilización
de agroquímicos para que sea económicamente rentable, puesto que se ve afectado por una gran variedad de plagas y condiciones
ambientales adversas. El consumo de tomate de mesa se encuentra muy difundido en nuestro país debido a su sabor, bajo contenido
calórico y propiedades antioxidantes. Para luchar contra las enfermedades de las plantas, se han aplicado una gran variedad de
sustancias; cabe señalar que el uso ancestral de extractos vegetales ha sido reemplazado por la utilización de sustancias químicas en
grandes extensiones de cultivos.

Para el presente trabajo, se escogieron tres genes WRKY, que codifican como factores de transcripción, y que presentan mayores
niveles de expresión en las hojas de tomate. Se evaluó la activación de los genes SlWRKY 8, SlWRKY 23 y SlWRKY 39, una vez
transcurridas 24 y 48 horas de la aplicación tanto de una sustancia de origen vegetal como extracto (T 1), de una sustancia química
(T 2) y de un fungicida de venta comercial (T 3). Las plantas de tomate de mesa fueron cultivadas bajo condiciones controladas. Una
vez aplicados los tratamientos, se procedió a la extracción del ARN, se utilizó PCR en tiempo real y cuantificación relativa para el
análisis de la expresión de los genes citados. Con los resultados obtenidos, se realizó el análisis estadístico ANOVA y la prueba HSD
de Tukey para discriminar la efectividad de los tratamientos.

De los genes WRKY analizados, únicamente SlWRKY 23 se activa alcanzando un valor Fold Change de 4 a las 24 horas con el
tratamiento de agroquímico. Estos resultados informan la expresión de genes de defensa inducidos por sustancias con acción biocida
y la posibilidad de caracterizar otras sustancias que puedan producir esta activación sobre plantas de tomate.

Palabras clave: tomate, WRKY, factores de transcripción, RT-PCR.
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Abstract

Solanum lycopersicum L. is a plant whose cultivation in the country—both open and greenhouse cultivation—is subject to the use of
agrochemicals to make it economically viable, since it is affected by a great variety of pests and adverse environmental conditions.
Tomato consumption is widespread in our country because of its taste, for being low in calories, and its antioxidant properties. A
diversity of substances has been used to control plant illnesses, it is worth mentioning that ancestrally the use of vegetable extracts
has been replaced by the use of chemicals in large extensions of crops.

For this work, three WRKY genes were chosen, which act as transcription factors, and have higher expression levels in tomato
leaves. Gene activation of SlWRKY 8, SlWRKY 23 y SlWRKY 39 was assessed 24 and 48 hours after the application of: substances
of plant origin (T 1), electrolytic chemical (T 2) and a commercial fungicide (T 3). The tomato plants were grown under controlled
laboratory conditions. Once the treatments were applied, RNA was extracted, real time PCR was performed and also, relative quan-
tification was used to analyze the expression of the aforementioned genes. These results were analyzed statistically using ANOVA
and Tukey’s HSD test to discriminate the effectiveness of each treatment.

From the analyzed WRKY genes, only SlWRKY 23 showed and activation reaching a Fold Change value of 4 at 24 hours with
the agrochemical treatment. These results provide evidence for the expression of induced defensive genes by substances of biocide
activity and the possibility to characterize other substances that may cause this activation in tomato plants.
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1. Introducción

El cultivo de tomate de mesa en nuestro país requie-
re de alternativas viables, mediante el uso de sus-
tancias tanto de origen natural como químico, que
sean amigables con el entorno y a su vez ofrezcan
la capacidad de activación comprobada del sistema
de defensa de las plantas para un eficaz manejo de
plagas.

El tomate de mesa, Solanum lycopersicum L., es
una planta dicotiledónea de la familia de las Sola-
náceas, originaria del occidente de América del Sur.
Tiene relevancia su cultivo comercial y las diferentes
variedades para mesa e industria (Van Loon et al.,
1998). Su fruto es consumido en todo el mundo, tan-
to fresco como procesado industrialmente.

Constituye uno de los alimentos presentes en la
dieta de los ecuatorianos, por ser bajo en calorías y
poseer propiedades antioxidantes. Su cultivo en el
país está sujeto al uso de agroquímicos, para que sea
sustentable comercialmente. Las causas más comu-
nes del crecimiento deficiente de las plantas y de la
destrucción de cosechas son los fitopatógenos, el cli-
ma desfavorable, las malezas, las plagas y los insec-
tos (García Pineda y Lozoya Gloria, 2004).

Según datos entregados por el Instituto Nacional
de Estadística y Censos, INEC, al Sistema de Infor-
mación Nacional de Agricultura, Ganadería, Acua-
cultura y Pesca, la producción registrada en nues-
tro país durante el período 2006-2012 es de 381 865
toneladas; y en el año 2012, de 62 956 toneladas,
correspondiente a una superficie sembrada de 3115
hectáreas y una superficie cosechada de 3077 hectá-
reas (Kavroulakis et al., 2006).

De este hecho, deriva el interés por buscar y res-
catar el uso de sustancias alternativas, que no repre-
senten peligros potenciales, tanto para el agricultor
como para el consumidor, y que, a la vez, sean facti-
bles de utilizar a gran escala.

De entre las Solanáceas, el tomate es el más in-
tensamente investigado, tanto en estudios genéticos
como en genómicos (Pérez y Hurtado, 2002).

El desarrollo de enfermedades de las plantas si-
gue las mismas etapas del desarrollo de las enfer-
medades tanto de los animales como la del hombre.
(Hodson y Bryant, 2012), por lo común, tan comple-
jo. Las plantas poseen mecanismos de defensa pre-
existentes al ataque de patógenos y también meca-
nismos inducidos. Las defensas preexistentes pue-

den ser de tipo estructural, que está representado
tanto por barreras físicas de la pared celular como
por las bioquímicas, debido a compuestos tóxicos o
metabolitos secundarios, con propiedad antimicro-
biana presentes, tanto en forma activa o como pre-
cursores inactivos, almacenados en organelas (Gar-
cía Pineda y Lozoya Gloria, 2004).

En la defensa inducida o activa, las células del
hospedero deben tener la capacidad de distinguir,
mediante receptores de membrana, entre las señales
propias y las generadas por un patógeno denomina-
dos elicitores (Van Loon y Van Strien, 1999).

Los factores de transcripción con motivo Trp-
Arg-Lys-Tyr (WRKY) deben su nombre a la región
de sesenta aminoácidos del dominio WRKY que
tiene una secuencia conservada en la región N-
terminal. Poseen afinidad a secuencias de ADN, ti-
po W-box (C/T) TGAC(C/T), que se encuentra en
la región promotora de muchos genes. Estos facto-
res regulan la transcripción y expresión de genes in-
ducidos por patógenos, senescencia, ácido absíciso
(ABA), ácido giberélico (GA), ácido salicílico (SA),
y desempeñan un papel importante, tanto en la re-
gulación del crecimiento y desarrollo de las plantas
como en la respuesta a muchas clases de estrés bió-
tico y abiótico.

Los genes WRKY serían activados por cascadas,
de señalización de MAPKs y kinasas, proteicas, de-
pendientes de calcio (Kim y Zhang, 2004). Se han
identificado 81 genes WRKY para Solanum lycoper-
sicum SlWRKY, clasificados en tres grupos principa-
les, de los cuales el segundo grupo se encuentra di-
vidido en cinco subgrupos. El grupo I conforma dos
dominios WRKY, que contienen, cada uno, un moti-
vo C2H2 de dedo de zinc. El grupo II contiene un do-
minio simple WRKY, que incluye un motivo C2H2
de dedo de zinc, que puede dividirse, a su vez, en
cinco subgrupos (II-a, b, c, d, e, respectivamente). El
grupo III contiene un dominio simple, con un moti-
vo C2HC de dedo de zinc (Edreva, 2005).

El desarrollo de técnicas moleculares para el aná-
lisis de la expresión génica; es decir, la determina-
ción efectiva de la producción de ARNm, que pos-
teriormente será traducido a la proteína específica,
permite avanzar en la investigación sobre la fisiolo-
gía y la defensa de las plantas. La PCR cuantitativa,
qPCR o PCR en tiempo real, será la técnica utilizada
en el presente estudio para la determinación de los
niveles de expresión génica en las plantas de toma-
te de mesa. Esta técnica es una variante de la PCR
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tradicional, en la cual se amplifican y cuantifican,
simultáneamente, los genes de interés, con la ayu-
da de cebadores específicos complementarios a se-
cuencias de interés, y un fluoróforo intercalante que
al ser excitado por una longitud de onda apropiada
emite fluorescencia, que es medida en cada ciclo de
amplificación (Barone et al., 2008).

2. Materiales y métodos

2.1 Obtención del material vegetal

Se elaboraron 600 semilleros a partir de semillas cer-
tificadas de tomate de mesa, las cuales al llegar al
estado de plántulas fueron trasplantadas y sembra-
das en un sustrato natural de humus; se esperó hasta
que tuvieran una edad aproximada de 60 días y una
altura promedio de 15 centímetros (Figura 1). Las
plantas fueron mantenidas en una cámara de creci-
miento a temperatura constante de 20◦C, ilumina-
das durante 16 horas y con control de la humedad,
mediante riego.

Figura 1. Cultivo de plantas de tomate en condiciones
controladas de laboratorio.

2.2 Extracción y cuantificación de ARN

Para la extracción de ARN, se utilizó el Kit Plant To-
tal RNA de la casa (SIGMA). Se pesaron, aproxima-
damente, 100 mg de un pool de hojas, correspon-
dientes a cada tratamiento de las plantas, las cuales
fueron molidas con la adición de nitrógeno líquido
en un mortero, agregando Buffer de lisis para luego
pasar a tubos cónicos de 1.5 ml.

Los restos celulares fueron separados por cen-
trifugación y el ARN se capturó en una columna,
mediante una solución de unión que prevé que el
ADN genómico y polisacáridos taponen la colum-
na. El ADN genómico residual se lavó con solucio-
nes, y el ARN purificado se eluyó en agua libre de

ARNasa. Se pudo obtener hasta 100 µg de ARN to-
tal, a partir de 10 mg de tejido vegetal, en un tiempo
de 30 minutos, una vez que el tejido fue molido.

El rendimiento típico es de 20-60 µg y depende
tanto del tipo de tejido como del estado de desarro-
llo. Se realizó tratamiento con DNasa I, para la re-
moción del ADN genómico que puede estar coeluí-
do junto al ARN, previo a la aplicación de la PCR en
tiempo real (Stephenson, 2012).

Se midió la concentración de ARN en el equi-
po Qubit 2.0 Fluorometer de Invitrogen y la inten-
sidad de la fluorescencia obtenida es proporcional a
la concentración. (Mingyu et al., 2012).

2.3 Síntesis de ADN complementaria
ADNc

Para la síntesis de ADN complementario se utilizó el
Kit Transcriptor Universal cDNA Master, de la casa
comercial (ROCHE), el mismo que provee los com-
ponentes necesarios para la síntesis de ADNc, in-
cluyendo los cebadores hexámeros, nucleótidos, so-
luciones tampón y enzimas, suplementadas en dos
viales que minimizan los errores de pipeteo.

Se utiliza como templete, el ARN obtenido del
paso anterior, esta es una reacción de transcripción
inversa. El cebador es un oligo dT que contiene, ex-
clusivamente, Timina la cual se hibridará a la cola
poli-A del ARNm. Es importante estandarizar las
cantidades de ARNm, para que las cantidades pro-
ducidas de ADN complementario sean un reflejo del
ARNm inicial (Rocha Life, 2010).

2.4 Reacción de PCR en tiempo real

Para la reacción de PCR en tiempo real, se utilizó el
Kit FastStart Essential DNA Green Master de la casa
comercial ROCHE.

Se analizan los datos en la fase de amplificación
constante (fase logarítmica lineal), mediante cuanti-
ficación relativa, comparando los niveles de expre-
sión entre el gen de interés y un gen de referencia
denominado constitutivo o “housekeeper”.

El sistema utilizado emplea el colorante SYBR
Green, que se intercala entre el ADN y fluoresce
una vez unido al ADN. La cantidad de pigmento
incorporado es proporcional a la cantidad de blan-
co generado. El colorante emite su fluorescencia a
520 nm.
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Para comprobar la especificidad de la reacción se
analiza la curva de fusión o “melting curve”, el en-
sayo se considera válido si produce un pico único
bien definido (Rivas y Proaño, 2010).

Los genes de la actina AC y del factor de elonga-
ción EF se utilizaron como referencia por la estabili-
dad de su expresión.

2.5 Sustancias aplicadas a las plantas

Se trabajó con tres sustancias preparadas en ba-
se acuosa para aplicar, mediante nebulización a las
plantas de tomate, conforme al modelo experimen-
tal elaborado.

Tratamiento 1: preparado a partir de una cocción de
la planta cola de caballo (Equisetum arvense) y poste-
rior dilución en proporción 1:3. Esta planta es utili-
zada en la agricultura ecológica por sus propiedades
anti fúngicas, que se deben al contenido de saponi-
nas, flavonoides y ácidos orgánicos.

Tratamiento 2: agua con una concentración de cloro
de 400 ppm, que se ha probado con éxito en la in-
ducción del sistema de defensa endógeno en plantas
(Zarattini et al., 2011).

Tratamiento 3: fungicida comercial, cuyo principio
activo es Myclobutanyl 125 g/l, aplicado en la con-
centración sugerida por el fabricante, triazol sisté-
mico utilizado para el control de enfermedades de
origen fúngico como la oidiosis del tomate, y utili-
zado en el mercado del austro ecuatoriano.

3. Resultados

Una vez realizadas las reacciones de amplificación,
mediante PCR en tiempo real, se verificó la presen-
cia de amplicones de los tamaños previstos, median-
te la migración de los productos de las reacciones
finales, en un gel de agarosa al 1,5 % (Figura 2).

Para el tratamiento 1, correspondiente a una so-
lución acuosa del extracto de la planta Equisetum ar-
vense, conocida en nuestro medio como cola de ca-
ballo; luego de las 24 horas, no se aprecia activación
ostensible para los genes SlWRKY (Figura 3).

Luego de 48 horas, la activación de los genes
SlWRKY 8 y SlWRKY 23 se incrementa levemente
(Figura 4).

Figura 2. Gel de agarosa al 1,5 %, en donde se pue-
den observar los fragmentos amplificados de los genes
SlWRKY8, SlWRKY23 y SlWRKY39, los cuales se encuen-
tran dentro del tamaño esperado, 200 bp, al compararlos
con el marcador de peso molecular de 100 pb.

Figura 3. ratamiento 1, aplicación de Equisetum arven-
se luego de 24h, M1 (muestra 1), M2 (muestra 2). Aná-
lisis de expresión de los genes SlWRKY8, SlWRKY23 y
SlWRKY39, 24 horas después de la aplicación de una solu-
ción, que contiene extracto de la planta Equisetum arvense.

Figura 4. Tratamiento 1, aplicación de Equisetum arven-
se luego de 48h, M1 (muestra 1), M2 (muestra 2). Aná-
lisis de expresión de los genes SlWRKY8, SlWRKY23 y
SlWRKY39, 48 horas después de la aplicación de una solu-
ción que contiene extracto de la planta Equisetum arvense.
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Al considerar el tratamiento 2, se observa que los
genes WRKY no se activan visiblemente (Figura 5).
Luego de 48 horas, los niveles de activación perma-
necen bajos (Figura 6).

Figura 5. Tratamiento 2, aplicación de cloro 400 ppm luego
de 24h, M1 (muestra 1), M2 (muestra 2). Análisis de expre-
sión de los genes SlWRKY8, SlWRKY23 y SlWRKY39, 24
horas después de la aplicación de una solución, que con-
tiene 400 ppm de cloro.

Figura 6. Tratamiento 2, aplicación de cloro 400 ppm luego
de 48h, M1 (muestra 1), M2 (muestra 2). Análisis de expre-
sión de los genes SlWRKY8, SlWRKY23 y SlWRKY39, 48
horas después de la aplicación de una solución que con-
tiene 400 ppm de cloro.

En el tratamiento 3, luego de 24 horas no existe
activación considerable de todos los genes (Figura
7). Luego de 48 horas, los niveles de activación per-
manecen bajos (Figura 8).

Figura 7. Tratamiento 3, aplicación de fungicida luego de
24h, M1 (muestra 1), M2 (muestra 2). Análisis de expre-
sión de los genes SlWRKY8, SlWRKY23 y SlWRKY39, 24
horas después de la aplicación de una solución que con-
tiene el fungicida myclobutanil.

Figura 8. Tratamiento 3, aplicación de fungicida luego de
48h, M1 (muestra 1), M2 (muestra 2). Análisis de expre-
sión de los genes SlWRKY8, SlWRKY23 y SlWRKY39, 48
horas después de la aplicación de una solución que con-
tiene el fungicida myclobutanil.

4. Discusión

Los valores obtenidos en la inducción de los genes
no alcanzan niveles que permitan establecer dife-
rencias significativas entre los tres tratamientos.

Los resultados del presente estudio son simila-
res a los de Huang et al. (2012), al someter plantas
de tomate a estrés abiótico, aunque la metodología
empleada difiere en cuanto al tiempo considerado
para la toma de muestras.

Sería importante determinar el nivel de expre-
sión de los genes SlWRKY 8, SlWRKY 23 y SlWRKY
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39 en otros tejidos de la planta, como en las raíces y
frutos, al ser sometida a diferentes tratamientos.

El estudio de los factores de transcripción WRKY
en Pinus radiata indica también que están relacio-
nados con la activación de genes de defensa (Frías,
2012), pero se requieren mayores pruebas en esta es-
pecie para elucidar los mecanismos y roles específi-
cos en las respuestas defensivas de esta planta (Liu
y Ekramoddoullah, 2009).

Se han identificado genes WRKY en más de 50
especies de plantas (Plant Transcription Factor Data-
base, 2014), por lo que posiblemente otras poblacio-
nes de vegetales presentarían mecanismos similares
para su defensa contra agresores bióticos y abióticos
(Wu et al., 2005).

5. Conclusiones

Considerando que los genes WRKY codifican fac-
tores transcripcionales que intervienen en una gran
variedad de procesos en las plantas, entre ellos la
respuesta al estrés abiótico y biótico, es importan-
te resaltar la posibilidad de utilizar sustancias alter-
nativas a los agroquimicos, las cuales se demuestra
producen diferentes perfiles de expresión en los tres
genes estudiados.

Al tomar en consideración que la familia WRKY
está formada por una gran cantidad de genes, apro-
ximadamente 6000, y que para Solanum lycopersi-
cum L. en la actualidad se han descubierto 81, se
deberán probar otros genes de esta familia y de-
terminar sus niveles de activación al someterlos a
tratamientos similares a los descritos en el presen-
te ensayo. No hay duda que los factores WRKY nos
mantendrán fascinados y ocupados en los próximos
años (Mingyu et al., 2012).
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