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Resumen:

Este proyecto docente ha servido para la creacién de un cuaderno de
practicas virtual de fisiologia y patologia molecular de plantas orientado al
aprendizaje y aplicacién de los protocolos fisiolégicos y moleculares utilizados
en vegetales, que comprenden: técnicas de laboratorio con plantas modelo,
protocolos de transformacién estable y transitoria de plantas, infeccién y
analisis fenotipicos en mutantes y plantas transgénicas, analisis de genes
reportadores, y finalmente manejo de los microorganismos adecuados. Ademas
se han seleccionado, digitalizado e integrado en una base de datos, imagenes
de plantas modelo de experimentacion como Arabidopsis en distintas etapas
del desarrollo vegetal, imagenes de microscopia 6ptica y confocal descritas
acorde con los objetivos de las distintas asignaturas a las que esta orientado el
cuaderno virtual.

Parte de este material basico, junto con una seleccién de documentos
externos (paginas web, revistas electronicas, animaciones, videos técnicos y
conferencias) se ha utilizado en el presente curso en las distintas asignaturas
del Grado en Biotecnologia y Master en Agrobiotecnologia. El conjunto de los
recursos esta siendo adaptado a formatos de aprendizaje secuencial tutelado y
evaluable que se ha integrado en la plataforma Studium de la Universidad de
Salamanca y ha estara plenamente operativo en el segundo cuatrimestre del
curso acadéemico 2012-2013. Del mismo modo, parte del material generado ha
sido empleado en la construccibn de las paginas web del Master en
Agrobiotecnologia y del Centro Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias
(CIALE), asi como en los folletos divulgativos del citado Master.

Introduccion:

Los analisis fisiolégicos y moleculares en plantas son herramientas
imprescindibles para el conocimiento y la comprensién de la funcion de los
vegetales y forman parte de los recursos basicos de todo docente del area de
Fisiologia Vegetal. Los sistemas docentes tradicionales permiten al alumno un
somero conocimiento tedrico de las técnicas fisioldgicas y moleculares basicas
y un manejo practico de las mismas casi testimonial, mientras que el acceso a
unas practicas actualizadas donde se tengan en cuenta los ultimos avances en
este campo (mutantes, transgénicas, genes reportadores...) en la
programacion docente, es muy limitado. Por otra parte, las limitaciones
temporales de los estudiantes para poder observar un proceso de crecimiento y
desarrollo vegetal o de respuesta a estrés en su totalidad a lo largo del ciclo de
vida de la planta, dificultan el aprendizaje del proceder fisioldgico.

La buena acogida entre los estudiantes de la innovacion practica llevada a
cabo recientemente en las asignaturas de Fisiologia Vegetal y Fitopatologia
Molecular guiadas y generadas por ordenador y empleadas por miembros de
este equipo y sus excelentes resultados en el aprendizaje, nos llevaron a
plantear la necesidad de disefiar un cuaderno virtual de fisiologia y patologia
molecular de plantas, donde nuestros estudiantes puedan aprender a plasmar
los resultados una vez hayan obtenido y procesado adecuadamente material
vegetal, elegido la(s) técnica(s) mas adecuada(s) para un objetivo concreto y
aplicado de forma correcta el protocolo correspondiente, para ejercitarse en el
diagndstico fisiologico y molecular, comparando éste con material vegetal



virtual propio con enlaces a reconocidas bases de datos de diversas fuentes
(Universidades, Instituciones...).

Objetivo del proyecto:

El objetivo general de este proyecto consiste en consolidar una herramienta
informatica que, al tiempo que cumple las funciones de simulador de procesos
fisiologicos y moleculares, (desde la obtencion de mutantes y plantas
transgénicas hasta herramientas moleculares y protocolos genéticos,
genodmicos y protedmicos), cumpla también funciones de referencia virtual y
guia de diagnéstico fisiolégico y molecular. El disefio de la aplicacion esta
asociado a la autoevaluacion de cada parte del proceso y exige la
demostracién de conocimientos y destrezas minimos para avanzar en la
aplicaciéon. Este cuaderno virtual de fisiologia y patologia molecular de plantas
esta facilitando el aprendizaje y la comprension de los procesos de crecimiento
y desarrollo vegetal o de respuesta a estrés, tanto bidtico como abidtico, al
tiempo que permite al profesorado un seguimiento pormenorizado de los
progresos o dificultades en el aprendizaje de cada estudiante y de cada grupo
0 curso en conjunto.

Justificacion:

Cada ano, el profesor que redacta esta memoria atiende a mas de 100
alumnos, de 2° y 3%ciclo, en asignaturas en las que el estudio de los aspectos
fisiolégicos y moleculares del vegetal son esenciales, asi como una parte
importante de los contenidos practicos.

Las restricciones temporales de los estudiantes para la experimentacion
vegetal limitan su participacion en la obtencion de muestras a la de meros
espectadores pasivos; en cuanto a los procesos fisiolégicos y moleculares, si
bien el conjunto de practicas de las distintas asignaturas cubren las
necesidades conceptuales minimas, el obligatoriamente corto acceso a los
laboratorios y el ciclo de vida del vegetal (aunque en la mayoria de nuestros
proyectos de investigacion se utilizan especies modelo como Arabidopsis
thaliana, el tiempo estimado desde la germinacién de una semilla hasta la
obtencién de frutos supera los dos meses), limita la experiencia practica de
nuestros estudiantes y no asegura la adecuada comprension ni la correcta
utilizacién de las diferentes metodologias. En cuanto al analisis fisioldgico y
molecular, las practicas de observacion y experimentacion programadas sélo
permiten un somero atisbo de los principales procesos de crecimiento y
desarrollo del vegetal y son del todo insuficientes para asentar los conceptos
indispensables y la experiencia de observacion minima para interpretar
adecuadamente un proceso de desarrollo vegetal o evaluar las respuestas de
las plantas a un estrés determinado, tanto de tipo abidtico (sequia, salinidad,
frio...) como bidtico (ataque por patdgenos, insectos, heridas...). Este aspecto
se solventa parcialmente mediante recursos informaticos propios que incluyen
enlaces con imagenes de plantas online; pero carecen de tutela académica, de
control del rendimiento y no son evaluables directamente.

Por otra parte, el coste econdmico para la realizacién de cualquiera de
estas practicas por parte de cada alumno, supera ampliamente la dotacién
disponible para tal fin, especialmente en asignaturas optativas, en las que no



se contempla una dotacion especial para las practicas de laboratorio.

El disefio de la aplicacidon ha de estar asociado a la demostracion de
conocimientos y destrezas que permitan al profesorado un seguimiento
pormenorizado de los progresos y de las dificultades en el aprendizaje de cada
estudiante y de cada grupo o curso en conjunto.

Actividades realizadas:

Las actividades desarrolladas en relacion a este proyecto, asi como los
resultados obtenidos se consideraran en distintos apartados:

1) Realizacion y documentacion digital de los resultados obtenidos en practicas
de laboratorio con plantas modelo de experimentacién (Arabidopsis).

2) Digitalizacion de imagenes con plantas modelo de experimentacion.

3) Seleccion de material externo.

4) Ensayos docentes en la plataforma Studium e integracién en paginas web.
5) Montaje del cuaderno virtual.

1) Realizaciéon y documentacion digital de los resultados obtenidos en
practicas de laboratorio con plantas modelo de experimentacion
(Arabidopsis).

Hemos realizado grabaciones en video digital y fotografias de los protocolos
habituales en nuestro laboratorio, asi como de los resultados pbtenidos en
cada procedimiento experimental y hasta el momento disponemos de varios
videos y figuras editados como el ejemplo que se muestra en la Figura 1.
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Figura 1.- Ejemplo de documentacién digital de protocolos de respuesta a herida en
hojas de plantas modelo como Arabidopsis, utilizando ensayos histolégicos de
actividad R-glucuronidaas.



2) Digitalizacion de imagenes con plantas modelo de experimentacion.

Del mismo modo, se han realizado imagenes digitales de diversas plantas
modelo habituales en nuestro laboratorio, como los ejemplos que se muestran
en la Figura 2.

Figura 2.- Ejemplo de documentacion digital de técnicas de laboratorio con plantas
modelo de experimentacion (Arabidopsis, izda. y sefializacién de heridas en plantas de
patata, drcha.).

3) Seleccién de material externo.

Si bien la base de la herramienta didactica que estamos construyendo ha de
ser material propio, creemos necesario utilizar material complementario externo
procedente de diversas fuentes con objetivos comunes a los de este proyecto.
En este sentido, hemos realizado una primera seleccion de material externo
que sera utilizado como material complementario como el que destacamos en
la Figura 3:
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Figura 3.- Ejemplos de seleccion y digitalizacion de imagenes de fuentes bibliograficas
y de bases de datos de acceso libre. (Esporas de Boftrytis y Alternaria, izda. y ryta de
sefalizacion de etileno en plantas, drcha.).

4) Ensayos docentes en la plataforma Studium e integraciéon en paginas
web

Durante el curso académico que ahora concluye hemos utilizado la plataforma
Studium en las asignaturas Fitopatologia Molecular (Grado en Biotecnologia,
https://moodle.usal.es/course/view.php?id=1578 Figura 4), para la puesta a
punto de los materiales que ibamos elaborando.

Utilizamos la actualizacion de ambas paginas como medio para testar la
potencialidad didactica de imagenes y esquemas basicos.

Del mismo modo, parte del material generado ha sido empleado en la
construccion de las paginas web del Master en Agrobiotecnologia
(http://agrobiotecnologia.usal.es) y del Centro Hispano-Luso de Investigaciones
Agrarias (CIALE, http://ciale.usal.es), asi como en los folletos divulgativos del
citado Master.
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Figura 4.- Integracion en la plataforma Studium de los contenidos correspondientes
a la asignatura de Fitopatologia Molecular (Grado en Biotecnologia) y Respuesta
de la planta a las condiciones adversas del medio: Estreses Bidticos (Master
Universitario en Agrobiotecnologia).

5) Montaje del cuaderno de practicas virtual.

Las pruebas con parte del material elaborado demuestran que incluso en
herramientas no especificas para su uso, como la simple integracion de
documentos aislados, simplifica y mejora notablemente el aprendizaje de los
alumnos en todos y cada uno de los niveles y asignaturas. Esto sugiere que la
programada integracion en una herramienta unica puede ser muy eficiente para
la docencia y mas amigable para el aprendizaje. Con este objetivo, desde
enero de este afio, estamos montando un programa especifico, que sera el
resultado final de este proyecto, que, aun integrado en un servidor externo



(Facultad de Biologia) sera accesible y estara integrado en la plataforma
Studium.

Como ejemplo de cuaderno virtual de recopilacién de supuestos practicos
basados en el material obtenido en los apartados anteriores y elaboracion de
los test de evaluacién adecuados a cada supuesto practico en su conjunto y a
cada una de las etapas basicas del mismo mostramos el integrado en la
asignatura de Fitopatologia Molecular.



PRACTICAS DE FITOPATOLOGIA

Practica 2: estudio del proceso de infeccion de patégenos necrotrofos

PRACTICA 2: ESTUDIO DEL PROCESO DE INFECCION
DE PATOGENOS NECROTROFOS

‘ 1. Objetivo

Cultivo de hongos necrotrofos y posteriormente infeccion de plantas de Arabidopsis con distintos

fondos gencticos para poder estudiar el proceso de infeccion fangico.

2. Fundamento teérico

Las plantas son organismos sésiles (viven ancladas por el sistema radicular al suelo) y esto les obliga al
desarrollo de mecanismos de defensa para hacer frente a las condiciones ambientales hostiles (tanto bioticas

como abioticas) en las que viven.

Una planta sana es aquella que puede desarrollar todas sus funciones fisiologicas hasta el limite
maximo que le permita su potencial genético, mientras que una planta enferma es aquella que presenta un
malfuncionamiento celular o tisular como resultado de la accion continua de un agente patogeno o factor

ambiental.

Entre los agentes patogenos causantes de enfermedad en vegetales encontramos a los hongos
necrotrofos, patogenos que se alimentan de los metabolitos contenidos en las c¢lulas del tejido muerto y para

ello producen la muerte de las celulas desde las primeras etapas de la infeccion.

Todos los organismos vegetales pueden ser atacados en un determinado momento de su ciclo de vida
por un hongo, de manera que los dafos ocasionados van desde leves hasta la completa destruccion y muerte
de los tejidos invadidos. Dado que economicamente esto implica pérdidas millonarias, la importancia de

estudiar la interaccion hongo—planta y del desarrollo de estrategias de control es indiscutible.

3. Materiales

> Reactivos:

— Plantas de Arabidopsis de fondo genetico silvestre (Col-0), insensibles a JA (coil-16), ABA (abil-
1), ET (ein2) y de respuesta constitutiva a ET.

— Hongos necrotrofos: Alternaria y Botrytis.

— Placas de medio PDA (Patata Dextrosa Agarosa).
> Equipos:

— Camara de flujo laminar.

— Microscopio optico.

> Material fungible:
— Placas Petri de vidrio estériles. —  Parafilm.
—  Pipetas de precision. — Portaobjetos.

— Rotulador de vidrio.



PRACTICAS DE FITOPATOLOGIA

Practica 2: estudio del proceso de infeccion de pat()genos necrotrofos

4. Procedimiento experimental y resultados

Cultivo de dos hongos necrotrofos. El cultivo de los hongos se va a llevar a cabo en una camara de

flujo laminar de dos formas:

a) Coger una pequefia porcion de micelio de una placa donde se tiene el hongo creciendo con

ayuda de una punta de pipeta estéril y colocarla en una placa de PDA.

b) Coger 150 ul de esporas y micelio de un hongo que se encuentra creciendo en una

suspension liquida y depositarlos en una placa de PDA.

Las dos placas obtenidas se sellan con parafilm y se llevan a la camara de crecimiento.

Observacion morfolégica de las esporas de los dos hongos necrotrofos con los que se trabajo en el
punto 1, con la finalidad de determinar el género al que pertenecen. A simple vista, tras una semana de
crecimiento, se observan ciertas diferencias entre los dos organismos: uno de ellos (A) presenta
coloracion negrusca, un aspecto mas filamentoso y algodonoso y micelio mas a¢reo y, por el contrario,
el otro (B) presenta una coloracion azul grisacea,un aspecto mas polvoriento y un micelio menos a¢reo

(crecimiento hacia el medio).

Otro dato importante para diferenciar entre los dos hongos es la morfologia de sus esporas, para
su estudio se depositan micelio y esporas de ambos en un portaobjetos y se visualizan en el microscopio.
El hongo A presenta esporas alargadas con septos transversales, mientas que el genero B tiene esporas

redondedas y organizadas en forma de racimos.

En base a esto se determina que el hongo A pertenece al genero Alternaria y el hongo B al genero

Botrytis.
Botrytis

Alternaria



PRACTICAS DE FITOPATOLOGIA

Practica 2: estudio del proceso de infeccion de pat()genos necrotrofos

3. Infeccion de plantas en tierra con Botrytis. Se van a infectar plantulas de Arabidopsis de fondo
genctico silvestre, insensibles a JA, ABA y ET y de respuesta constitutiva a ET. Para ello se depositan 5
ul de una solucion de esporas del hongo en hojas alternas de la roseta basal y se marcan los peciolos de
las hojas que han sido infectadas para facilitar la posterior determinacion de dafio local o sistémico.
Finalmente, se tapa la bandeja con las difentes plantas en tierra para que el crecimiento ocurra con un

100% de humedad y se sella con esparadrapo, de manera que se permite el paso de la luz.

4. Observacion fenotipica de la infeccion con esporas de Botrytis: los resultados fenotipicos

obtenidos trascurridos 8 dias de la infeccion con el hongo necrotrofo son:

— Plantulas de Arabidopsis de fondo genctico silvestre (Col-0): sobrevive a la infeccion aunque no
de forma tan eficaz como los mutantes resistentes a la infeccion (se observan ciertas hojas

amarillentas).
— Plantulas de Arabidopsis insensibles a JA (Coil-16): son sensibles a la infeccion.
— Plantulas de Arabidopsis insensibles a ABA (Abil-1): son sensibles a la infeccion.
— Plantulas de Arabidopsis insensibles a ET (Ein2-1): son sensibles a la infeccion.

— Plantulas de Arabidopsis de respuesta constitutiva a ET (Erf12 y Erf40): son plantulas que
sobreexpresan de manera constitutiva el factor transcripcional erf, lo que implica una activacion
continua de la respuesta a etileno y a JA. Estas plantulas son resistentes a la infeccion aunque
presentan un tamano menor al del tipo silvestre (siendo de menor tamafio los mutantes erf40
por tener una expresion mayor del factor erf), debido a que la activacion de erf provoca que

estas plantas crean que se encuentran en peligro continuamente y prioriza la defensa al

crecimiento.




PRACTICAS DE FITOPATOLOGIA

Practica 2: estudio del proceso de infeccion de patégenos necrotrofos

5. Conclusiones

Se ha observado infeccion generalizada en los mutantes sensibles a JA (Coil-16), en los insensibles a
ABA (Abil-1) y en los insensibles a ET (Ein2-1). Para colonizar el vegetal, el hongo necrotrofo dispone de
una serie de herramientas para sobrepasar las barreras fisicas del vegetal, como las secrecion de enzimas que
actuan sobre la pared celular, que le permiten la penetracion y el ablandamiento de los tejidos vegetales. En
algunos casos se observa pérdida de turgencia en los tallos debido fundamentalmente a una necrosis a nivel de

los haces vasculares.

Destacar que el hecho de que el tipo silvestre sea capaz de contener la infeccion, pone de manifiesto

que la enfermedad es la excepcion.



Figura 5.- Ejemplo de cuaderno de practicas en la asignatura de Fitopatologia
Molecular.

Principales conclusiones:

Las practicas fisioldgicas y moleculares con organismos vivos, en este caso
plantas reales, son imprescindibles e insustituibles en la formacién de
Licenciados o Graduados en Biologia, Bioquimica y Biotecnologia, titulaciones
en las que estan implicados los solicitantres de este proyecto. Con este
proyecto se aseguran, refuerzan y amplian los conocimientos y la experiencia
en la practica fisiologica y molecular vegetal de manera comoda para el
estudiante, por permitirle gestionar los tiempos de utilizacién y el ritmo de
aprendizaje, al tiempo que le permite seguir, mediante simulacion tutelada,
aspectos imprescindibles en la formacion agrobiotecnoldgica, pero imposibles
de realizar actualmente en nuestra Universidad, ademas de acceder a
herramientas moleculares, hasta ahora infrautilizadas, como a bases de datos
de garantia. Y todo ello en un sistema tutelado y sometido a evaluacion, tanto
por el propio estudiante como por su(s) profesor(es).

Esta herramienta de aprendizaje es supervisada por el profesorado,
permitiendo adaptarla a los adecuados niveles conceptuales y destrezas de
cada asignatura, estableciendo en cada caso limites minimos, pero no
maximos. Esto permite que el sistema sea unico, pero flexible, evaluando en
funcién de los objetivos de cada asignatura, pero permitiendo la practica, la
observacion y la adquisicion de conocimientos y destrezas en Fitopatologia
Molecular de Plantas hasta el limite que se marque el propio estudiante.Por
todo lo anterior, consideramos que el presente proyecto es un complemento
practico adecuado al Espacio Europeo de la Educacion Superior, que mejorara
la gestidn de recursos temporales y materiales de profesores y alumnos, al
tiempo que incrementara sensiblemente la calidad docente y la potencialidad
de aprendizaje en las asignaturas para las que esta disefiado. También, nos ha
permitido desarrollar un nuevo modelo de cuaderno de practicas basado en la
actualizacion de técnicas y protocolos asi como en el manejo de equipos
actuales y bases de datos que suplen las posibles carencias detectadas en la
formacion de los alumnos superando notablemente las expectativas iniciales.
Entre las principales aportaciones del proyecto cabe destacar que el cuaderno
de practicas permite al alumno tener una vision real de protocolos técnicos y
ademas los alumnos se inician en el manejo de reactivos y técnicas
moleculares cuyo requerimiento en el mercado laboral es elevado.

Respecto al rendimiento académico de los alumnos, el indice de
satisfaccion observado fue alto. Ademas, la realizacion del cuaderno de
practicas les permitid6 una mejor asimilacion del contenido tedrico. Por tanto,
podemos concluir que existe una relacion directa entre los objetivos deseados,
la metodologia activa que se emplea y la evaluacién obtenida.

Consideramos relevante hacer notar que este proyecto de cuaderno de
practicas virtual de fitopatologia molecular de plantas ha sobrepasado las
expectativas iniciales y en la actualidad participan en su elaboracion todos los
miembros del grupo, incluido PAS y becarios. Por otra parte, recursos no
programadas inicialmente, como conferencias internas del CIALE vy



demostraciones técnicas, estaran disponibles en el producto operativo el curso
2013-2014. Concluimos este informe con el compromiso de consolidar
mediante actualizaciéon, ampliacion y modificacién, si fuera necesario, los
contenidos del Cuaderno de Practicas Virtual de Fitopatologia Molecular de
Plantas, en futuras convocatorias de proyectos de innovacion docente.

Salamanca, 28 de junio de 2013.





