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RESUMEN

El chile serrano criollo Morelos 334, Capsicum annuum L., ha sido considerado
como el unico material con resistencia, contundente, a la enfermedad de la
marchitez del chile causada por Phytophthora capsici Leo. Sin embargo, en los
altimos afios se ha estudiado un patrén que ha mostrado resistencia a esta
enfermedad denominadoM-69 y del cual seinicia el esclarecimiento delos
mecanismos de defensa con herramientas moleculares como los microarreglos y
el andlisis de compuestos volatiles asociados a la interaccion Capsicum annuum
L.-Phytophthora capsici. En esta investigacion, se injertd el cultivar susceptible,
Sonora Anaheim en el patron resistente M-69 y se inoculé con el patégeno P.
capsici. A los 30 dias, las plantas control susceptibles, presentaron el 100 % de
incidencia con el total de mortalidad de éstas, no presentandose incidencia de la
enfermedad en las plantas del patron resistente M-69 y las injertadas. Mediante el
uso de microarreglos se detectaron 10,101 genes totales de los cuales en 507se
observo expresion diferencial, posteriormente, fueron seleccionados 45 genes
relacionados con la resistencia y metabolismo para detectar similitudes en los
patrones de expresion. La parte aérea susceptible injertada comparte el 23% de
similitud en la expresion genética con respecto al patron resistente M-69 y un 53%
es compartido con el cultivar susceptible Sonora Anaheim. Los genes ortélogos de
Arabidopsis thaliana expresados por la parte aérea injertada fueron AT4G15900.1
y AT5G50850.1, fueron regulados negativamente en M-69 y Sonora Anaheim,
estan involucrados con la produccion de antocianinas y en el metabolismo
secundario. El gen AT4G15700.1 estd regulado positivamente en M-69 y se
involucra en la homeostasis celular durante el estrés oxidativo. El gen
AT1G70310.1 estad directamente asociado a la sintesis de espermidina y es
regulado positivamente en el patron resistente y en la variedad susceptible
injertada. Se produjeron 18 compuestos volatiles 24 horas posteriores a la
interaccion C. annuum-Phytophthora capsici y 8 compuestos a los 14 dias
posteriores a esta interaccion. Metoxifeniloxima es producido Unicamente en la
planta injertada e inoculada 24 horas post inoculacién, sin embargo la produccion
de nonanal se mantiene en el patrén resistente M-69 y en la planta injertada 14
dias post inoculacion. Ambos compuestos estan relacionados con la resistencia a
patdgenos y con la produccién de proteinas PRy PAL.

Palabras clave: Resistencia, patron expresion, compuestos volatiles
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SUMMARY

The chili Serrano criollo Morelos 334 (Capsicum annuum) is considered as only
one with high resistance to chili wilt disease caused by Phytophthora capsici Leo.
However, in recent years, has been studied a new rootstock that has shown
resistance to chili wilt disease called M-69 of which start its elucidation of
resistance mechanism using microarrays and volatile compounds analysis
associated with Capsicum annuum L.-Phytophthora capsici interaction. In this
research, plants of sensitive cultivar Sonora Anaheim were grafted onto resistant
rootstock M-69 and was inoculated with P. capsici.30 days after inoculation there
was 100% of mortality in sensitive plants not grafted but none both, grafted plants
and resistant rootstock, showed symptoms. 10, 101 genes were detected using
microarrays of which 507 showed differential expression. 45 genes related with
resistance and metabolism were selected to detect similitude in patterns
expression. Sensitive grafted plant showed 23% of similitude with resistant
rootstock M/69 and 53% of similitude of expression with sensitive cultivar Sonora
Anaheim. Arabidopsis thaliana orthologue genes AT4G15900.1 and AT5G50850
were up-regulated in sensitive grafted plant but were down-regulated in M-69 and
Sonora Anaheim. This genes are related with anthocyanins production and
secondary metabolism. AT4G15700.1 gene is related with homeostasis during
oxidative stress and it's up regulated only in M-69.AT1G70310.1gene is related
with spermidine production and were up-regulated in sensitive grafted plant and
resistant rootstock. 18 volatile compounds 24 hours after inoculation with P. capsici
were produced and in the same way eight volatile compounds were producedl14
days after inoculation. Methoxy-phenyl-oxime was produced only by sensitive
grafted plant 24 hours after of inoculation, however, the volatile compound nonanal
production was remained in resistant rootstock and grafted plant 14 days after of
inoculation. Both, volatile compounds, are related with PR and PAL production
during pathogen resistance.

Key words: Resistance, patterns expression, volatile compounds
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I. INTRODUCCION

Las pérdidas en el cultivo del chile (Capsicum annuum L.) en el Norte de
México y el bajio han representado de un 80% hasta 100% de la produccion de
éste, lo cual se debe al ataque de virus bacterias y hongos (Castro y col., 2012;
CONAPROCH, 2014) principalmente la enfermedad conocida como la marchitez
del chile, que es ocasionada por el hongo Phytophthora capsici Leo.(Rincon y
Velasquez, 1999; Anaya y col., 2011).Este hongo ataca la raiz e incluso frutos y
hojas de la planta, asi mismo forma estructuras de resistencia que le confieren
proteccion y viabilidad por periodos de aproximadamente cinco afos, razén por la
cual se han inhabilitado zonas importantes de cultivo (Agrios, 1996, Velazquez y
col.,, 2004, Anaya y col., 2011, Babadoost, 2011, Castro y col.,, 2012). Para
disminuir la incidencia de la enfermedad de la marchitez del chile se usa bromo
metano o bromuro de metilo, el cual es un fumigante que causa dafios a la salud
por sus efectos carcinogénicos, neurotdéxicos y mutagénicos (Bravo y col, 2013;
ATSDR, 2013).

Por otro lado, la préactica del injerto se ha usado desde hace mucho
tiempo como alternativa para el manejo y control de plagas y enfermedades en
solanaceas como el jitomate y el chile (Oday col, 1999; Gonzales y col., 2008) por
lo que esta técnica se ha implementado en proyectos biotecnoldgicos relacionados
al mejoramiento de la resistencia a enfermedades de interés agricola como en el
caso del chile (Mohamed y col., 2013). Se sabe que el fendmeno de la resistencia
en plantas de chile es complejo, sin embargo, se ha determinado que se da
principalmente por la expresion de los genes que codifican para la produccion de
fenilalanina amonio liasa (PAL por sus siglas en inglés) y proteina de resistencia 1
(PR-1), dando como resultado cambios estructurales mediante el engrosamiento
de las paredes de las células y la produccién de metabolitos secundarios con
potencial fungicida (fenoles) durante la interaccion C. annuum-P.capsici Leo.
(Godinez y col., 2008; Kim y Kim, 2009). En las plantas de chile de tipo silvestre se

pueden encontrar individuos resistentes a P. capsici como es el caso de la linea
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Criollo Morelos (CM-334), un chile de tipo serrano, altamente resistente a este
patégeno (Bonnet y col., 2007; Gil, 1991). Esta linea de chile se ha usado como
porta injerto (Santos, 2004; Garcia y col., 2010) y como parental resistente en

cruzas con plantas susceptibles (Richinis, 2010).

En los ultimos cinco afios se ha detectado otra planta de chile resistente a
P. capsici, denominada M-69, la cual también se ha usado como porta injerto en
combinacion con plantas susceptibles a la enfermedad de la marchitez del chile
(Urrutia, 2010). La accesion M-69 ha mostrado resistencia contundente a P.
capsici de igual forma que CM-334 (Urrutia, 2011) por lo tanto es necesario
estudiar cuales son los mecanismos genéticos y metaboldmicos que le confieren
el caracter de resistente por medio de herramientas moleculares para detectar la
expresion de algun gen o un grupo de éstos de forma simultanea y asi obtener un
perfil de expresion en algin momento determinado bajo condiciones especificas

como estrés biotico o abidtico (Pérez y col., 2012).

En consecuencia, esta investigacion tuvo como objetivo determinar si el
perfil de expresion genética y metabolémica del porta injerto resistente M-69 es

similar al del material susceptible injertado del cultivar Sonora Anaheim.



Il. MOTIVACION DE LA PROPUESTA

En México se ha reportado que la superficie de siembra de chile es de
103.591,87 hectareas por parte de los estados productores como Aguascalientes,
Guanajuato, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Sinaloa, Sonora Chihuahua,
Querétaro, Hidalgo y Michoacan (SIACON 2012). En Aguascalientes, Guanajuato
y San Luis Potosi (19% del total nacional), se reportan pérdidas de superficie de
siembra aproximadamente de 12 mil hectareas a causa de la enfermedad de la
marchitez del chile causada por Phytophthora capsici Leo. (Anaya y col., 2011).

Para disminuir la incidencia de la enfermedad de la marchitez del chile se
usa bromo metano o bromuro de metilo, el cual es un fumigante que causa dafios
a la salud por sus efectos carcinogénicos, neurotdxicos y mutagénicos (Bravo y
col, 2013; ATSDR, 2013).Como alternativa al uso del bromuro de metilo y otros
fungicidas, se usa la técnica del injerto para controlar enfermedades como la
marchitez del chile, usando como porta injertos plantas resistentes (Mohamed y
col., 2013). Por lo tanto es importante encontrar nuevas fuentes de resistencia al
agente causal de la enfermedad de la marchitez del chile P. capsici Leo. asi como
esclarecer los mecanismos genéticos y metabolémicos que intervienen en el

patosistema de C. annuum L.- P. capsici Leo.



I1l. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1 Taxonomia del chile C. annuum L.

Botanicamente, el chile (C. annuum) se clasifica en el reino Plantea,
Divisibn Magnoliophyta; clase Magnoliopsida, Orden Solanales; Familia

Solanaceae, Género Capsicum (Vela, 2009).

El género Capsicum contiene cerca de 20 especies (Pikersgill, 1971),
aunque algunos autores afirman que hay de 25 (Andrews, 1995) hasta 30
(Eshbaugh, 1975). Las especies de este cultivo se originaron en el nuevo mundo y
algunas de éstas son silvestres y se encuentran en vegetacion sin disturbios,
aunque sus frutos pueden ser colectados y usados por el hombre. Cinco especies
(C. annuum L., C. frutescens L., C. chinenseJacq, C. baccatumJacq, y C.
pubescens L.) son cultivadas ampliamente en Latino América y el resto del mundo
(Pickersgill, 1971; Pugliese y col., 2013)

La especie C. annuum se distribuye ampliamente en México y América
Central y en Sur América, posiblemente después de la conquista de los espafioles
(Pickersgill, 1971). Sin embargo es la especie mas cultivada a nivel mundial
(Hwang-sung y col., 2015). Esta especie se distingue por su caliz dentado, una
inflorescencia solitaria y blanca, en cada nodo produce frutos principalmente
alargados en los tipos cultivados y que asi mismo han perdido la capacidad natural
para dispersarse. Por otra parte, las plantas de chile no cultivadas producen frutos
pequefios, erectos y deciduos, los cuales pueden ser dispersados por aves y otros
agentes. (Pickersgill, 1971; Eshbaugh, 1975).



3.2 Descripcion general de la enfermedad de la marchitez del chile.

Los hongos fitopatégenos forman un grupo diverso y pasan una parte de su
ciclo de vida en las plantas hospederas y otra parte en el suelo o materia organica
gue se encuentra en el mismo. Algunos hongos pasan su ciclo de vida en el
hospedero y s6lo sus esporas estan en el suelo, en la mayoria de los casos las
esporas se producen en el tejido del hospedero, lo cual asegura una rapida y
eficiente diseminacién (Agrios, 2005). Las esporas de los hongos requieren de
condiciones especiales para poder germinar, los hongos como los oomicetos
pueden producir zoosporas que requieren de agua en abundancia para su
produccion, movimiento y germinacion de las estructuras reproductoras (Agrios,
1996).

La infeccién causada por P. capsici, por si misma, es destructiva a nivel
mundial, sin embargo, existe la particularidad de que la planta atacada se vuelve
vulnerable a ser invadida por otros patégenos como Rhizoctonia y Fusarium a
través de las heridas causadas a la planta (Agrios, 2005; Erwin, 1996; Hausbeck
2004; Moran y col., 2010). La sintomatologia general de la enfermedad de la
marchitez del chile es la presencia de marchitamiento, clorosis, necrosis en la
base del tallo, en la raiz principal y raices secundarias, defoliacion, en ocasiones
se presenta crecimiento de micelio color blanco en tallo (Apodaca y col., 2004;
Velasquez, y col., 2004) y en otros casos, se ha reportado caida de flores y frutos
(Guerrero y col., 2004), sin embargo también puede haber ataque directo a las
hojas y frutos por la incidencia del tizén y pudricién de frutos causando al final la

muerte de la planta (Morany col., 2010; Zhang y col., 2013).



3.3 Descripcion del agente causal de la marchitez del chile.

La supervivencia y accion de los hongos fitopatbgenos depende de las
condiciones ambientales (humedad y temperatura) y caracteristicas intrinsecas de
las plantas (resistencia). EI micelio de un hongo sobrevive en un rango de
temperatura de -5 °C a mas de 45 °C, las esporas de los hongos resisten
intervalos amplios de humedad ytemperatura lo que les permite sobrevivir en

estado de latencia por tiempo indefinido (Agrios, 2005).

El género Phytophthora inverna en forma de oospora, clamidosporas o micelio en
el suelo o en las raices que ha infectado. Las pudriciones de raizcausadas por
Phytophthora dafian a sus hospedantes en donde la temperatura es relativamente
baja (15 y 23°C) y el suelo es lo suficientemente himedo (mayor al 60%) como
para permitir el desarrollo normal de las plantas susceptibles a este hongo. El
comportamiento de las distintas especies de Phytophthora que causan las
pudriciones de raiz de las plantas es muy parecida, sin embargo, también debe
destacarse que varios hongos como Rhizoctonia y Fusarium con frecuencia

producen sintomas similares (Agrios, 2005).

La mayoria de las especies de Phytophthora producen pudriciones de la
raiz, ahogamiento de plantulas y pudriciones de tubérculos, cormos, bases de los
tallos y otros érganos. Algunas especies son especificas al hospedero, es decir,
gue solo atacan a una o dos especies de plantas, otras especies de este patdogeno

tienen un amplio rango de hospederos (Agrios, 2005).

P. capsici es un oomiceto heterotélico (que requiere de otro individuo de
distinto signo sexual) que forma esporas sexuales que aseguren la sobrevivencia
a largo plazo puesto que se ha reportado que pueden persistir por afios en
campos de cultivo y son resistentes a condiciones ambientales adversas (Bowersy
col., 1990; Drenth y col,., 1995; Lamour, 2003). P. capsici, produce un gran
namero de esporangios en la superficie del hospedero, éstos se diseminan por

agua de lluvia o escorrentia y se liberan zoosporas que nadan hacia las plantas



hospederas para colonizarlas hasta que las condiciones son adversas y se
generan estructuras de invernacion (Du y col., 2014). Cuando las condiciones
ambientales son favorables, estructuras de invernacion germinan, hay produccién
de micelio el cual prosigue su crecimiento, produciendo esporangios nuevamente
y que posteriormente liberan zoosporas, las cuales nadan en el agua del suelo, e

infectan las raices de las plantas susceptibles (Agrios, 2005).

P. capsici genera la enfermedad de la marchitez del chile debido a la
pudricion de la raiz y de los frutos del pimiento (C. annuum L.), pudricién de la
zanahoria (Daucus carota L.) y la calabaza (Cucurbita pepo L.) y otras
cucurbitaceas; asi mismo, genera lapudricion de los frutos de tomate

(LycopersiconesculentumMill.) y berenjena (Solanum melongena L.)(Agrios, 2005).

3.4 Problemas fitosanitarios en México.

En México, el chile (C. annuum L.) es una de las hortalizas principales en la
dieta de la poblacién y por ello es cultivado comercialmente en la mayor parte del
pais. La region centro-norte ocupa el primer lugar en superficie cultivada
principalmente en la produccion de chile seco de tipo ancho, mirasol, pasilla 'y en
estado fresco, los cuales se utilizan para la extraccion de colorantes y en la cocina

(Velazquez y col., 2003).

En México se ha reportado la incidencia de la marchitez en los estados
productores de chile como Aguascalientes, Guanajuato, San Luis Potosi,
Zacatecas, Durango, Sinaloa, Sonora Chihuahua, Querétaro, Hidalgo vy
Michoacan, de los cuales, Aguascalientes, Guanajuato y San Luis Potosi la
superficie de siembra se redujo casi 60% (Anayay col., 2011; SIACON 2012).

Reportes del afio 2001 citaban que el hongo Phytophthora capsici Leo. era
el Unico agente causal de la enfermedad de la Marchitez o secadera de las plantas
de chile en las zonas productoras como Aguascalientes, Durango, San Luis Potosi
y Zacatecas (Velazquez, 2001). Sin embargo, se han hecho aislados de raices de

plantas enfermas y se han encontrado otros hongos fitopatdgenos como
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Rhizoctonia, Fusarium, Pythium y Phytophthora, los cuales interactian para la
produccion de la enfermedad (Velazquez y col., 2003; Guerrero y col., 2004;
Moran y col., 2010).

Las pérdidas en la produccion pueden llegar a ser considerables pues el
control quimico y cultural no ha sido suficiente para controlar el problema.
Diversos autores consideran que la resistencia genética es una alternativa
sustentable para enfrentar el problema fitosanitario y a la vez reducir el uso de
fungicidas y la degradacion del suelo. Al respecto, las poblaciones nativas
representan un reservorio genético que debe ser explorado para identificar
germoplasma resistente como en los chiles criollos de Morelos, donde se ha
detectado resistencia a la enfermedad de la marchitez del chile (Moran y col.,
2010).

3.5 Genotipos con resistencia a P. capsici Leo. en México.

En las plantas de chile de tipo silvestre se pueden encontrar individuos que
cuentan con mecanismos de defensa en contra de P. capsici como en el caso de
la linea Criollo Morelos (CM-334), que es un chile de tipo serrano altamente
resistente especialmente a este patégeno aun cuando se ha inoculado la cepa
mas agresiva (Gil, 1991; Bonnet y col., 2007; Kim y Kim, 2009).

Actualmente se le considera al CM334 como una planta de resistencia a P.
capsici a nivel mundial (Oelke y col., 2003; Glosier y col., 2008), por ello ha sido
objeto de diversos estudios a nivel genético en los cuales se ha encontrado
evidencia de que la hibridacién entre las plantas resistentes y las susceptibles
puede ser viable, sin embargo aun no se define totalmente este fenémeno
(Suguita, 2006; Sy y col., 2008; Richinis y col., 2010). Por otro lado, la injertacion
de variedades susceptibles con porta injertos resistentes ha sido una buena
opcion en el control de la enfermedad de la marchitez del chile causada
principalmente por P. capsici y otros hongos (Santos, 2004; Garcia y col., 2010;
Urrutia, 2010).



La linea CM334 puede no ser la Unica fuente de resistencia disponible en
México ya que, en un estudio previo, la accesion criolla M-69 procedente del
Banco de Germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), con sede en Celaya Guanajuato, fue detectada
como resistente en presencia de la mezcla del oomiceto Phytophthora y otros

patdogenos como Fusarium y Rhizoctonia (Urrutia, 2010).

Adicionalmente, la accesién criolla M-69 se prob6 como planta porta injerto
combinada con cuatro variedades comerciales de pimiento dulce (Maria, Startep
36, Triple Star y GretzKyRz) observandose compatibilidad con tres de éstas
(Maria, Triple Star y GretzkyRz) y adicionalmente se confirid resistencia a la
enfermedad de la marchitez del chile, perfilandose la accesion M-69 como una
buena opcion para el control de la enfermedad como porta injerto. (Urrutia, 2010).

3.6 Injerto en hortalizas.

El injerto en plantas es una practica que se ha realizado a lo largo del
tiempo, la cual consiste en la union de dos porciones de tejido vegetal, de tal
forma que se unan, crezcan y se desarrollen como una sola planta (Acosta, 2005).
Uno de los objetivos del injerto en hortalizas es controlar las enfermedades del
suelo en solanaceas como el tomate y el chile (Oda y col, 1999; Gonzales y col.,
2008, Mohamed y col., 2013).

Se conoce como porta injerto (patrén) a la planta de la cual van a usarse
sus raices, mientras que se conoce como injerto (variedad) a la planta de la cual
van a aprovecharse las hojas y la que dara el fruto. Generalmente el porta injerto
es resistente a las plagas y enfermedades, mientras que el injerto es propenso a
ser afectado, sin embargo, proporciona mayor cantidad y calidad de fruto (Acosta,
2005). Para que el injerto entre dos plantas tenga éxito, éstas deben ser
compatibles (afines). La afinidad estd dada a nivel anatémico y fisiologico, es
decir, similitud en la constituciéon de sus tejidos y que la savia que circula sea

similar en cantidad y constitucion en ambas partes (Acosta, 2005).



A continuacién se describen los tipos de injertacion mas comunes en

plantas herbaceas.

3.6.1 Injerto de pua.

Este injerto se elabora una vez obtenidas las plantulas del injerto y el porta
injerto. La planta del porta injerto debe contar con 4-5 hojas verdaderas y el injerto
las dos primeras hojas verdaderas. Ambas se decapitan y a la parte apical (injerto)
se le da forma de pua y a la parte que contiene la raiz (porta injerto) se le hace
una hendidura en forma de “V” de tal manera que ambas coincidan al momento de
injertar; posteriormente se fijan con un clip de silicon o plastico (Oda, 1999;
Acosta, 2005; Urrutia, 2010) (Figura 1).

Figural. Injerto en pua. A) Injerto, B) Porta injerto.
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3.6.2 Injerto en tubo de silicon.

Con este método es posible injertar plantulas pequefas. Primero se corta el
porta injerto en forma diagonal generalmente entre 45 a 65°, de igual forma se
corta el injerto. Se coloca un clip (tubo) de silicon del diametro requerido (0.6 a 0.8
milimetros) sobre el porta injerto; posteriormente se desliza el injerto dentro de
este clip (tubo) de tal forma que haya contacto firme entre los cortes encontrados
(Oda, 1999; Acosta, 2005; Urrutia, 2010) (Figura 2).

A A

Figura 2.Injerto en tubo de silicon. A) Porta injerto, B) Injerto.
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3.7 Aspectos genéticos y metabdlicos en el proceso de resistencia de las plantas

en contra de enfermedades causadas por microorganismo fitopatdégenos.

3.7.1 Mecanismos generales en la defensa de las plantas.

Las plantas para defenderse disponen de una variedad de mecanismos de
defensa que van, desde las barreras fisicas hasta las reacciones bioquimicas que
alertan las células entre si, produciendo sustancias toxicas que eliminan o inhiben
la colonizacién de patdégenos y/o plagas (Riveros, 2001). La resistencia en plantas
se manifiesta por la incapacidad de un patdgeno para crecer y multiplicarse, asi
como diseminarse, lo que a menudo puede denotarse por medio de la respuesta
hipersensible dando lugar a la muerte celular en el sitio de infeccion (apoptosis)
que da como resultado la formacion de un anillo de células muertas que rodean el
area afectada para evitar su diseminacion dentro del érgano infectado (resistencia
local). Este fendmeno desencadena resistencia no especifica en la planta
completa que le provee de proteccion a subsecuentes ataques por un amplio

rango de patdgenos (Urrutia, 2011).

Durante el proceso anterior, se refuerzan las paredes celulares por la
deposicion de polisacéaridos, proteinas, glicoproteinas, fenoles insolubles y la
estimulacion de la ruta de sintesis de metabolitos secundarios en donde destacan
compuestos con actividad antimicrobiana (fitoalexinas), reguladores de defensa
como el acido salicilico, etileno y metabolitos derivados de la acumulacién de
lipidos; asi mismo se acumula un amplio rango de proteinas asociadas con la

defensa o proteinas de resistencia (Albersheim, 1978; Odjakova, 2001).
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3.7.2 Reaccion de hipersensibilidad.

El contacto directo de un fitopatdgeno con una planta hospedera, se inicia
una cascada de sefales de transduccion, que finalmente desencadenan la
respuesta de hipersensibilidad (HR). La respuesta HR es una reaccion local y se
caracteriza por la aparicion de lesiones necréticas en el sitio de infeccion. Como
consecuencia, se detiene la invasién del patégeno en las células inicialmente
infectadas, evitando la diseminacion del patdgeno por toda la planta. La reaccion
HR se desencadena debido a ciertos eventos moleculares que permiten la

restriccion del movimiento del patégeno (Odjakova, 2001; Satnge y col., 2007).

El primer evento celular que se ha detectado es el flujo de iones a través de
la membrana plasmatica que produce intermediarios reactivos de oxigeno (EROS)
como son el radical superdxido (O 2- ), oxidrilo (OH-) y peroxido de hidrogeno (H2
02). El primer estallido oxidativo (ROS ) es inespecifico y se observa en las
primeras horas después de la infeccion. La etapa Il de EROS se correlaciona
directamente con la respuesta de defensa y se produce entre las 2 horas y de 2 a
6 dias post infeccion dependiendo del patégeno (Suzuki, 2006; Satnge y col.,
2007). Ademas, se ha observado que aumentan los niveles de &cido salicilico
(AS), involucrado en la respuesta de defensa de las plantas. También, se produce
la sintesis y entrecruzamiento de proteinas de la pared celular, provocandose la
lignificacion de ésta y el depdsito de callosa en torno a la lesiéon (Odjakova, 2001,
Amirsadeghi, 2007; Satnge y col., 2007).

En respuesta al ataque de hongos y otros fitopatbgenos, algunas plantas
contrarrestan la penetracion e invasion de estos patdgenos, con compuestos o
minerales como glicoproteinas, compuestos fendlicos, lignina, suberina, silice y
calcio. Junto a ello se sintetizan compuestos antimicrobianos derivados de la ruta
fenilpropanoides como fitoalexinas y proteinas relacionadas con patogénesis
(Satnge y col., 2007).Las proteinas de resistencia (PR) constituyen un grupo
heterogéneo de proteinas, constitutivas o inducidas, muy estables a pH bajos,

relativamente resistentes a la accion de proteasas, generalmente de entre 8-100
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kDa, toxicas para los patdogenos. Estas proteinas se acumulan
predominantemente en los espacios extracelulares (Odjakova, 2001). Las
proteinas de resistencia (PR) se inducen diferencialmente dependiendo de la
especie vegetal y del tipo de infeccion que ha sufrido la planta. La presencia de
estas proteinas es facilmente demostrable al comparar por electroforesis,
extractos de acidos nucléicos de plantas sanas y de plantas expuestas a la accién
de patdgenos. Las proteinas PR se concentran en el lugar de la infeccién, pero
también se encuentran en tejidos sin inocular y mantienen su actividad de unos
dias hasta algunas semanas (Richinis y col., 2010).Entre las PR se encuentran
PR1 y PR5 que tienen actividad anti fangica y anti oomicetos, PR2 que tiene
actividad -1,3 glucanasa, PR3 y PR8 de actividad quitinasa y PR10 de actividad
nucleasa. No obstante, dado que p-glucan y quitina, son los principales
constituyentes de la pared celular de los hongos, la accion de quitinasas y 3-1,3-
glucanasas se asocia con actividad anti fangica. Estas son proteinas hidroliticas
gue en forma sinérgica degradan la pared celular de los hongos y su presencia se
correlaciona con la resistencia de la plantas a algunas micosis. El aumento en los
niveles endégenos de AS es necesario para la activacion transcripcional de los
genes que codifican para proteinas PR acidas (2 a 6 dias post infeccion) (Ueeda y
col.,, 2006; Satnge y col., 2007; Oliver y col., 2009; Muthukumar y col., 2011;
Okubara y col., 2014).
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3.7.3 Resistencia sistémica adquirida.

En la resistencia sistémica adquirida (SAR), hay acumulacién de AS y
proteinas PR en los tejidos distantes al sitio de infeccion, permiten a la planta
defenderse con mayor intensidad y velocidad frente a una segunda infeccion de un
patdgeno (Satnge y col., 2007). Es un mecanismo de resistencia que permanece
por algunas semanas en la planta y permite el reconocimiento de un amplio rango
de patdégenos incluyendo hongos, pseudohongos (chromistas) y bacterias.
Generalmente se expresa como una disminucion de la severidad (ej. nUmero y
tamafo de las lesiones producidas) de las enfermedades que estos patdgenos

producen en monocotiledoneas y dicotiledoneas (Satnge y col., 2007).

La induccién de SAR ocurre por la accién de una sefal inespecifica,
transportada sistémicamente cuya naturaleza molecular se desconoce. No
obstante, numerosos trabajos han demostrado la acumulacién de &acido salicilico
(AS) en el floema se da en respuesta a una infeccion primaria, y se asocia este
compuesto con la sefial necesaria para activar una serie de procesos bioquimicos
propios de la SAR, los que incluyen en la sintesis de proteinas regulatorias,
activacion de una bateria de genes PR y a la acumulacion de diversas proteinas
PR, algunas de las cuales presentan actividad anti fungica y antimicrobiana en

general (Satnge y col., 2007).

A pesar de que la concentracion de AS se correlaciona con la induccion
de proteinas PR, es posible que la naturaleza quimica de esta sefial en algunas
plantas sea diferente. EI AS puede inhibir la accibn de enzimas oxidativas
(catalasas) y de este modo provocar un incremento de H202 y otras especies
reactivas de oxigeno (Satnge y col., 2007).Tanto la inhibicién de catalasas como el
aumento de especies reactivas de oxigeno inducen la expresion de genes de
defensa asociados con SAR, por esto, se ha postulado que la accion del AS en la
SAR podria estar mediada por concentraciones elevadas H2 O2 y estrés oxidativo,
lo que posiblemente ocurriria en un grupo reducido de células en contacto directo

con el patébgeno u otro agente inductor, provocando una reaccion de
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hipersensibilidad microscopica (Satnge y col., 2007;Wang y col., 2013; Okubara y
col., 2014).

3.7.4 Expresion genética en la defensa de las plantas.

El estrés se define como los factores externos que representan una
desventaja en la planta y que generalmente apuntan a condiciones ambientales,

incluyendo la competencia con malezas, patdgenos e insectos (Xu y col., 2008).

La respuesta celular hacia el estrés incluye cambios dentro de la
membrana, vacuolizacion de las células, cambios en la arquitectura de la pared
celular. A nivel bioguimico las plantas alteran su metabolismo en diferentes rutas
para nivelarse ante el estrés incluyendo la produccibn de compuestos
osmoreguladores como la prolina, glicina y betaina. Los eventos moleculares
ligados a la percepcion del estrés llevan a respuestas gendémicas (Taiz y Zeiger,
2006).

Se ha demostrado que la resistencia a P. capsicLeo.en tallo, raiz y hojas
esta controlada por diferentes sistemas genéticos (Foster, 2010; Richinis, 2010).
Algunos transcritos de estos genes se han denominado proteinas asociadas a la
resistencia (PR), sin embargo, los mecanismos de defensa en las plantas estan

controlados por multiples rutas bioguimicas (Wongpia, 2010).

Los genes asociados a la resistencia son representados por la presencia de
las proteinas PR que se clasifican en 14 grupos (PR1- PR14) basados en la
homologia estructural dentro de los grupos; siendo los genes representativos
durante el proceso de defensa en las plantas CABPR1, GLU, POX y sus
productos: CABPR1 (PR-1) GLU (glucanasas), POX (peroxidasa), los cuales se
acumulan en los espacios intracelulares principalmente dentro del tallo cuando hay

ataque por patégenos como P. capsici (Hong y Hwang, 2005).

Las PRs son inducidas por hongos, virus, bacterias, insectos y nematodos

principalmente (Bol y Linthost, 1990). Al respecto, se ha determinado que existe
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una activacion diferencial de los miembros de las familias de genes PRs ya que
cuando hay ataque por patdgenos principalmente se expresan las PRs en formas
acidas (Bol y col., 1996). Las PRs se dividen en grupos de familias que comparten
similitudes en la secuencia de aminoacidos, relaciones serolégicas y actividad
enzimatica y biologica. En el Cuadro 1 se muestran las familias de proteinas

relacionada con patogénesis que se han detectado en plantas de interés agricola.

Las proteinas de resistencia son codificadas por las plantas hospederas
inducidas especificamente en situaciones de patogénesis y no solamente se
acumulan localmente, sino que son inducidas sistémicamente (RSA) para prevenir
futuros ataques de hongos, bacterias y virus. La induccién de las PR se han
encontrado en diversas familias de plantas, sugiriendo que el rol de estas
proteinas es importante en la adaptacion de las plantas a condiciones de estrés
biético (Van Loon, 2009).El criterio para incluir nuevas familias de PR es que
éstas deben ser inducidas por un patdgeno en un tejido en donde normalmente no
se expresa, y que la expresién inducida debe mostrar ocurrencia en al menos dos
diferentes combinaciones de planta-patégeno, asi mismo, la expresion de esta
proteina debe ser confirmada independientemente en diferentes laboratorios (Van
Loon, 2009).
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Cuadro 1.Familias de proteinas relacionadas con patogénesis PR’s en
plantas de interés agricola (Fernandez, 2011).

PR Planta en la que se detect6 Funcion

PR-1 Arroz, cebada, tomate, tabaco. Engrosamiento de la pared
celular.

PR-2 Arroz, trigo, cebada, maiz, papa, pB-1, 3-glucanasa.

tomate, tabaco, chile, frijol, soya,

betabel.

PR-3 Arroz, maiz, tomate, chile, betabel.  Quitinasa.

PR-4 Tabaco, tomate, arbol de goma. Quitinasa.

PR-5 Arroz, trigo, cebada, avena, sorgo, Alteracion de la permeabilidad de
papa, tomate, tabaco. la membrana del hongo.

PR-6 Cebada, tomate, papa, tabaco. Inhibidor de proteinasa.

PR-7 Tomate. Endoproteinasa.

PR-8 Pepino. Quitinasa.

PR-9 Tomate, arroz, tabaco, trigo. Peroxidasa.

PR-10 Papa, esparrago, chicharo, frijol, Ribonucleasa.

arroz.

PR-11  Tabaco. Quitinasa.

PR-12  Arabidopsis, chicharo, rabano. Defensina.

PR-13  Cebada. Tionina.

PR-14  Cebada LTP4. Transferencia intracelular de
lipidos.

PR-15  Cebada. Oxalacetato oxidasa.

PR-16  Cebaday trigo. Parecida a oxalacetato sin
presentar esta actividad.

PR17 Trigo Peptidasa
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Al respecto, en la interaccion P. capsici y la accesion M-69 se observé que
en el extracto de hojas de las plantas resistentes se expresaron los transcriptos de
PR-1y PAL-1 diferencialmente a partir de las 24 horas post inoculacion hasta los

35 dias, siendo el transcripto PR-1 el mas persistente en el tiempo (Urrutia, 2011).

3.7.5 Los microarreglos como herramienta para la descripcion de la expresion

genética.

El analisis de la expresion genética es importante en muchos campos de la
investigacion biolégica, donde los cambios en la fisiologia de un organismo o una
célula se acompafian por los cambios en el modelo de la expresion génica. El
microarreglo es una tecnologia recientemente desarrollada que permite un estudio
simultdneo de la expresion de multiples genes en las plantas, u otros organismos
(Pérez, 2005). El desarrollo de esta tecnologia permite un salto cualitativo en las
investigaciones de la fisiologia y la defensa de las plantas (Pérez y col., 2012).
Esta tecnologia esta basada en un proceso de hibridacién y el uso de superficies o
chips los cuales se encuentran arreglados en una cuadricula regular con
segmentos y patrones de tiras de ADN, las cudles son depositadas en todos y
cada uno de los segmentos de la cuadricula del chip (Hernandez y col., 2013).

El procedimiento de un experimento con microarreglos de ADN incluye
varios pasos, desde la preparacion de la muestra hasta el andlisis de los datos. El
chip de ADN (cADN) resultante de la hibridacion es escaneado y procesado para
producir un arreglo numérico en dos dimensiones de la expresion de los genes y
estos datos son usados para aplicar un andlisis con algoritmos (Hernandez y col.,
2013).

La elaboracion de los experimentos con microarreglos comprende tres
pasos basicos: 1) Preparacién de la muestra y marcaje de la misma, lo cual
consiste de muestras de ARN o ADN del tejido de interés, el cual se marca con
fluoréforos; 2) Hibridacion y enjuague, el cual consiste en la union de dos tiras

complementarias de ADN para formar una molécula de doble hélice, el cADN
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(ADN complementario) marcadores mezclado junto con el chip a temperatura
especifica para templar las secuencias complementarias y finalmente el chip se
enjuaga para remover excedentes y contaminantes; 3) Escaneo de la imagen del
microarreglo y su procesamiento que consiste en analizar las tonalidades y la
intensidad de los colores generandose una matriz de datos en un arreglo de
nameros en dos dimensiones en donde las columnas indican los genes y los
renglones indican las muestras. Cada columna representa el nivel de expresion de
todos los genes de una muestra, cada renglon representa el nivel de expresion de

un gen entre las diferentes muestras (Hernandez y col., 2013).

En la dltima década, la tecnologia del microarreglo ha permitido generar
informacion sobre la interaccién planta —patégeno (Lodha, 2011). Esta tecnologia
ha descrito los genes involucrados en la respuesta sistémica adquirida. Por
ejemplo en Arabidopsis thaliana se han observado 7000 genes relacionados a la
resistencia, asi mismo se han observado aproximadamente 300 genes nuevos
relacionados al mismo fendémeno. Con el uso de diferentes algoritmos con
patrones de regulacion comunes (regulones) se pueden agrupar diferentes tipos
de genes de resistencia como en el caso del gen PR-1 que corresponde al grupo
de PR’s y que se induce bajo el control de NPR1 (Nonexpressor of pathogenesis-
related gene), proteina que interactia con miembros de la familia de factores de
transcripcion TGA de cierres de leucina basicos (TGA-bZIP). El promotor de PR-1
en Arabidopsis contiene un sitio de union para el factor TGA-bZIP que sirve como
elemento positivo para la induccion de la respuesta sistémica adquirida. Por esto
se puede esperar que todos los genes del regulén PR-1 contengan un sitio de
union con el factor de transcripcion TGA-bZIP en sus promotores. Sin embargo, no
es el unico factor de transcripcion al cual se une PR-1, pues existe otro como el
promotor W box (WRKY que inhibe la transcripcion), otro factor poco conocido que
activa la transcripcion y TGA-bZIP (Lodha, 2011).

El factor WRKY podria actuar junto con otros factores de transcripcién para
llevar a cabo una regulacion precisa en la expresion de genes durante la

respuesta sistémica adquirida y se ha propuesto que el regulén de los genes PR-1
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puede ser co-reprimido por los factores WRKY y durante la respuesta sistémica
adquirida estos genes podrian ser desinhibidos. Este es un ejemplo en donde los
perfiles obtenidos de los microarreglos arrojan informacién sobre las redes
reguladoras y el descubrimiento de genes en las plantas. Hasta ahora se han
realizado muchos experimentos con microarreglos en las interacciones de planta-
patégeno, enfocandose en los mecanismos que controlan la resistencia de las
plantas a la enfermedad, la trama en las rutas de sefializacion involucradas y las

estrategias que usan los patégenos para suprimir la defensa (Lodha, 2011).

AuUn no hay un lenguaje unificado para intercambiar datos entre diferentes
laboratorios, por lo que se requiere acudir a la sociedad dedicada a la
interpretacion de los datos arrojados por los microarreglos con respecto a la
expresion genética o “Microarray Gene Expresiéon Data Society” (MGED) ahora
denominada “Functional Genomics Data Society”(FGDS), la cual desarrolla
lineamientos para la publicacion de datos provenientes de microarreglos; asi
mismo, esta sociedad desarrolla un lenguaje estandarizado y proveer una
plataforma para la presentacion y analisis de los datos de los microarreglos

generados por diferentes laboratorios a nivel mundial (Lodha, 2011).

3.7.6 Produccion de metabolitos secundarios asociados a la defensa de las

plantas de chile.

Las plantas se defienden contra las adversidades que la rodean por la
produccion de sustancias (metabolitos secundarios) que son codificadas por
genes de resistencia. La carrera armamentista entre la planta y el patdégeno
(estrés biolégico) decide el éxito o el fracaso y en casos muy especificos puede
haber una relacion benéfica, ya que también el atague de otros agentes
patogénicos, por ejemplo, el virus del tabaco (TMV) que puede inducir la tolerancia
a condiciones ambientales adversas (Heldt, 2007; Thakur, 2007; Xu y col., 2008).
Por otro lado, la interaccion de la raiz con hongos o bacterias benéficos puede
promover que la planta exprese resistencia sistémica lo cual incluye la produccion

de metabolitos secundarios (Martinez y col., 2013).
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Estas sustancias se les conoce como fitoalexinas o metabolitos secundarios
de bajo peso molecular con propiedades antimicrobianas y que se producen y
acumulan en plantas expuestas a microorganismos. Estos compuestos
normalmente se encuentran en niveles basales en las plantas sanas pero su
acumulacion se incrementa dramaticamente después del ataque de un patégeno
(Paxton 1981; Garcia, 2003).

Las plantas producen diferentes metabolitos secundarios bajo estrés biotico
a partir de fenilalanina amonio liasa (PAL) en contra de hongos como P. capsici
(Koc y col., 2011, Godinez y col., 2008) y se acumulan en grandes cantidades
tanto en el sitio de penetracibn como en las células y tejidos adyacentes
generandose una reaccion hiper sensible que consiste en la muerte programada
de las células dafiadas por ataque de patégenos (Hammerschmidt 1999). Al
respecto, en la interaccién P. capsici — Capsicum se ha observado el aumento de
fenilalanina amonio liasa (PAL), cambios en compuestos fendlicos con
propiedades toxicas e incremento en la sintesis de la fitoalexina capsidiol que
contrarresta el ataque de P. capsici (Fernandez y col., 2012), asi mismo, en la
interaccion P. capsici—accesion M-69 se observé una mayor produccién de fenoles
totales y flavonoides en comparacién a las plantas susceptibles California Wonder

en las primeras 24 horas post inoculacion (Urrutia, 2011).

3.7.7 Compuestos organicos volatiles.

Las plantas producen y emiten numerosos compuestos volatiles organicos.
Siempre se ha reconocido el olor que producen, por su importancia comercial y
estética, que liberan no solo de flores y frutos sino también de tejidos vegetativos.
Generalmente estos compuestos estan conformadas por terpenos, derivados de
acidos grasos y compuestos aromaticos. La importancia de los compuestos
volatiles de plantas radica en que pueden actuar como sefales para otros
organismos u otras plantas, y aun para la misma planta. Estos compuestos
pueden modificar el entorno de las especies que los producen, sus vecinos y sus

enemigos (Marin, 2007). Los compuestos volatiles sirven a las plantas para
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reproduccion, atrayente de polinizadores y dispersores de semillas; como defensa
para repeler insectos, detener la colonizacién de bacterias y hongos fitopatdogenos;
para atraer enemigos naturales de fitéfagos y como mensajeros intra- e
interespecificos. Los progresos en las técnicas de analisis, la biologia molecular y
la bioquimica, han permitido elucidar vias biosintéticas, enzimas y genes
involucrados en la producciéon y emision de éstos, lo que ha ayudado a conocer
parcialmente la razon del porqué se producen este tipo de sustancias, el papel que
desempeiian en la interaccion con otros organismos y con el medio (Marin, 2007).
Algunos compuestos organicos volatiles son especificos a ciertas especies de
plantas, por ejemplo los isotiocianatos son catabilotos volatiles de los
glucosinolatos y son caracteristicos de las cruciferas por ataque de plagas
especializadas a este tipo de plantas, por otro lado el estrés de origen abidtico
como altas temperaturas, estrés por sequia llevan a la produccion de isoprenos,
monoterpenos y sesquiterpenos. Los terpenosson producidos en abundancia por
las hojas verdes y son aldehidos de seis carbonos, alcoholes y ésteres de lipo-
oxigenasas embebidas en acidos grasos (Atkinson y col., 2013).El acido
jasmonico es precursor y regulador positivo de la sintesis de compuestos
organicos volatiles ya sea enddgena o exdgenamente en mono Yy dicotiledoneas
(Okada, 2014).
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3.8 Descripcion de las plantas usadas en este estudio.

3.8.1 Planta patron M-69.

Planta anual, herbacea de entre 50-80 centimetros de altura, de habito
erguido de tallos pubescentes, de hojas abundantes verde oscuro pequefas de
aproximadamente dos centimetros, oblongas, flor blanca, anteras violaceas, fruto
de aproximadamente cinco centimetros que en estado verde es color oscuro y se
torna rojo a la maduracion, altamente resistente al oomiceto fitopatdgeno

Phytophthora capsici Leo. (Figura 3).

Figura 3. Planta de chile M-69 usada como porta injerto resistente a Phytophthora
capsici. A) Porte de la planta patrén, B) fruto inmaduro, C) fruto maduro.

24



3.8.2 Sonora Anaheim.

La variedad de chile Sonora Anaheim es una planta herbacea de
aproximadamente un metro de altura, de tallos glabros, hojas anchas y oblongas,
flor blanca, fruto de alargado y ancho (aprox.19 cm x 4.5), posee un picor suave
(500-2500 unidades Scoville); el fruto a la maduracién se torna rojo, aunque el
consumo es en estado verde o menos maduro. Es resistente al virus del mosaico
del tabaco patotipo 0 (TMV PO) y susceptible a Phytophthora capsici Leo. (Figura
4).

Figura4. Planta de la variedad Sonora Anaheim susceptible Phytophthora capsici.
A) fruto de calidad comercial, B) porte de la variedad.
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1. HIPOTESIS

La interaccion de Phytophthora capsici Leo- Capsicum annuum L. induce la
expresion de genes de resistencia y la produccion de compuestos volatiles
asociados a ésta, tanto en el patron de chile resistente M-69 como en la parte

aérea susceptible Sonora Anaheim injertada sobre dicho patron.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Determinar si el perfil de expresion genética y metabolomica del patron
resistente M-69 es similar al del material susceptible Sonora Anaheim en él

injertado en interaccién con el fitopatégeno Phytophthora capsici Leo.

4.2 Objetivos particulares.

Establecer la interaccion patégeno (Phytophthora capsici Leo.)-hospedero
(Capsicum annuum L): porta injerto M-69, cultivar susceptible Sonora Anaheim vy la

planta injertada M-69/Sonora Anaheim.

Identificar el perfil de expresion génica en el patron resistente M-69, en el
cultivar susceptible Sonora Anaheim y la planta injertada M-69/Sonora Anaheim
asociado a la interaccion con Phytophthora capsici Leo.

Identificar el perfil en la produccién de compuestos volatiles en el patréon
resistente M-69, en el cultivar susceptible Sonora Anaheim y la planta injertada M-

69/Sonora Anaheim, asociado a la interaccion con Phytophthora capsici Leo.
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V. METODOLOGIA

El experimento de campo se llevd a cabo en el Campus Amazcala de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad Autonoma de Querétaro y el andlisis de
compuestos volatiles se llevd a cabo en el instituto Leibnitzfirgemuise-

undzierpflanzenbau en Grossbeeren Erfurt E. V. Alemania.

5.1. Establecimiento de la interaccidn patégeno (Phytophthora capsici Leo.)-
hospedero (Capsicum annuum L): Porta injerto M-69, cultivar susceptible Sonora

Anaheim y la planta injertada M-69/Sonora Anaheim.

5.1.1 Obtencién de plantulas del cultivar susceptible Sonora Anaheim y el patron

resistente M-69.

10 dias previos a la siembra de la variedad Sonora Anaheim, se colocaron
200 semillas de M-69 en remojo en agua corriente a temperatura ambiente por 24
horas y se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades previamente
desinfectadas con sales cuaternarias (10 mililitros/litro de agua), se us6 como
sustrato vermiculita. Las plantas germinaron bajo las siguientes condiciones: 32 °C
humedad relativa del 32.3 % y 15,900 lux en el dia; 23°C, 52% humedad relativa y

cero lux por la noche.

10 dias posteriores a la siembra del patron resistente M-69, se sembraron
200 semillas de la variedad Sonora Anaheim (Seminis) en charolas de poliestireno
de 200 cavidades previamente desinfectadas con sales cuaternarias (10
mililitros/litro de agua) bajo las mismas condiciones que las semillas del patrén

resistente M-69.
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5.1.2 Elaboracién de injertos.

Los injertos se elaboraron por el método de tubo de silicon (Oda, 1999)
cuando las plantas de Sonora Anaheim contaban con seis u ocho hojas
verdaderas y M-69 con seis u ocho hojas verdaderas y una altura aproximada de

10 centimetros (Figuras 5y 6).

Figura 5. Plantas de Sonora Anaheim (izquierda) y accesiéon M-69 previa
injertaciéon (derecha).
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Figura6. Planta injertada Sonora Anaheim (parte aérea) y accesion M-69 (parte
radical).

Los injertos se colocaron en macetas de ocho centimetros de diametro y
seis centimetros de altura las cuales se llenaron con vermiculita a capacidad de
campo con solucion nutritiva (Anexo 1), posteriormente las macetas se colocaron
dentro de bolsas de poli papel y se cerraron con cinta de enmascarar para evitar la

desecacion (Figura 7).
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Figura 7. Plantas injertadas dentro de bolsas de poli papel para evitar desecacion
y favorecer la cicatrizacion.

Los injertos se colocaron dentro de una camara de crecimiento, Artificial
Climate Chamber Rtop Series TM (Figura 8). Las condiciones iniciales fueron de
80% de humedad relativa, 26°C, 2200 luxes y 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

Al segundo dia se aumentd la temperatura a 28°C.
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Figura 8. Camara usada para promover la union entre el injerto de Sonora
Anaheim y el patron resistente M-69.

A los 12 dias se aumentd la luz a 5500 luxes y se inicid la aclimatacion
abriendo la parte apical de las bolsas de poli papel pero sin sacar las macetas de
las bolsas. Las plantas injertadas fueron nuevamente con la solucion nutritiva
(Anexo 1). A los 13 dias post injerto se hizo la primera poda de brotes laterales de
la planta receptora (M-69).

A los 16 dias post injertacién se tomaron las medidas del tallo de las plantas
injertadas y no injertadas a un centimetro de la cicatriz en el caso de las plantas
injertadas y un centimetro debajo de los cotiledones de acuerdo con Garcia y col
(2010).
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5.1.3 Confrontacion del patrén resistente M-69, las plantas injertadas (M-
69/Sonora Anaheim) y el cultivar susceptibles Sonora Anaheim con Phytophthora
capsici Leo.

La cepa de Phytophthora capsici Leo.C7P8 fue proporcionada por el INIFAP
y preparada 10 dias antes de la inoculacién sembrandola en cajas Petri con medio
de cultivo PDA. Una vez listo el inéculo, se aplicé directamente en la base del tallo
por medio de discos de agar de 2.54 centimetros de diametro de acuerdo con
Cuandom (2004) (Figura 9).

P. Capsici
Cepa INIFAP

Figura 9. Establecimiento de la interaccién planta-patégeno.
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5.2 ldentificacion del perfil de expresién génica en el patron resistente M-69, en el
cultivar susceptible Sonora Anaheim y la planta injertada M-69/Sonora Anaheim

asociado a la interaccion con Phytophthora capsici Leo.

5.2.1 Recoleccidén de muestras y extraccion de ARN total.

Una vez inoculadas las plantas con el patdgeno Phytophthora capsici, se
tomaron hojas de la parte apical a las 24 horas post inoculacion y se congelaron
con nitrogeno liquido, posteriormente fueron pulverizadas en un mortero para la
extraccion de acidos nucleicos (Figura 10). La extraccién del ARN se llevé a cabo

usando el protocolo de Tizol ® (Anexo 2).

Figura 10. Molienda de las muestras vegetales con nitrégeno liquido.
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5.2.2 Elaboracion de microarreglos para la identificacion del perfil de expresion

génica.

Las muestras de ARN (anexo 3) fueron hibridadas en el Instituto de
Medicina Genomica de acuerdo a su protocolo para su posterior procesamiento
en la elaboracion de microarreglos. Los microarreglos fueron elaborados por
Affimetrix sobre el GeneChipTomatoGenomeArray ™ numero 900739.Las
iteraciones entre los tratamientos para detectar cambios diferenciales en la

expresion génica, después de 24 horas, se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Iteraciones post inoculacion con P. capsici leo

clave Descripcion

1  patron resistente M-69 sin inoculo (P. capsici) VS patron resistente M-
69 resistente inoculada con P. capsici

2 Planta injertada sin inoculo (P. capsici ) VS Planta injertada con
inoculo (P. capsici )

3 Planta susceptible Sonora Anaheim sin inoculo (P. capsici ) VS Planta
susceptible Sonora Anaheim con inoculo (P. capsici )

Los datos fueron procesados con los programas: Bioinformatico R y el
estadistico JMP8.Para determinar la identidad de los genes encontrados se
usaron las siguientes bases de datos: SOLGENOMICS, NCBI, TAIR,
GENOME.JP, GENEVISIBLE, miBASE, UNIPROT, INTERPRO.
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5.3 Identificacién del perfil en la produccién de compuestos volatiles en el patron
resistente M-69, en el cultivar susceptible Sonora Anaheim y la planta injertada M-

69/Sonora Anaheim, asociado a la interaccion con Phytophthora capsici Leo.

5.3.1 Captura y analisis de compuestos volatiles por medio del dispositivo

Twister™,

A las 24 horas post inoculacién con P. capsici se colocaron piezas de
polidimetilsiloxano (Twister™) como medio de adsorcién de compuestos gaseosos
de acuerdo con Baltussen y col. (1999) sobre la superficie foliar en los
tratamientos: patron resistente M-69 con y sin indculo; cultivar susceptible Sonora
Anaheim con y sin in6culo y planta injertada M-69/Sonora Anaheim con y sin
in6culo. Después de una hora de exposicidn, los dispositivos Twister ™ se
retiraron de la superficie foliar y se colocaron dentro de viales de cristal (Figura
11). Posteriormente fueron transferidos a un equipo de desorcion termal en donde
los analitos fueron termalmente liberados en un equipo para cromatografia de

gases acoplado a masas.

Figura 11. Dispositivo Twister™ sobre la superficie de una hoja para captura de
compuestos volatiles.
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El analisis de compuestos volatiles en las iteraciones, fue hecho por la
técnica de cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS). Para tal efecto, Se
us6 un cromatografo Agilent 7010 acoplado a un Mass Hunter 702 de Agilent. La
columna usada para la cromatografia fue una columna AnalyticalScience ™
BP5MS de 30 m x 250 ymi.d., 0.25 pym.

El cromatografo de gases acoplado a masas fue operado bajo el siguiente

programa:

40°C por 3 minutos, posteriormente la temperatura se manejé0 en
incremento de 2°C por minuto hasta 60°C; se mantuvo en ésta temperatura por
dos minutos, a continuacion se us6 un incremento de 3°C por minuto hasta
alcanzar 180°C y se mantuvo en ésta temperatura por 10 minutos isotermalmente.

Durante la cromatografia se us6 gas Helio con flujo constante de 1.2 ml por minuto

El programa para el crioenfoque (concentracion por frio apara analitos de
bajo punto de ebulliciobn) comenzé a -100°C, posteriormente la temperatura se
incrementd 12°C por minuto hasta 280°C, se mantuvo en ésta temperatura por 3

minutos.

El Twister ™ fue colocado en una unidad de desorcion termal de Gerstel
con el siguiente programa: la temperatura de inicio fue de 25°C, posteriormente
subié hasta 100°C por minuto hasta alcanzar 250°C y se mantuvo a ésta

temperatura por 4 minutos.

El anadlisis de masas se ejecutd en modo full-scan con un rango de
masa/carga (m/z) de 50-300 y una energia de impacto de electrones de 70ev. Los
datos fueron analizados con el software MPP 13.1 de Agilent (los analisis
estadisticos incluyeron ANOVA y una p < 0.01; foldchange = 2 (FC)). Los
compuestos fueron identificados por comparacion de espectros de masas
tentativamente usando las bibliotecas de Wiley 10N11.L y las librerias del NIST
14.L
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La identificacion de los compuestos volatiles producidos en las iteraciones
se realizé haciendo uso de las bases de datos: PUBCHEM de NCBI, TOXNET del
US National Lybrary of Medecine, webbook del NIST, Common Chemistry, The

European Bioinformatics Institute.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Establecimiento de la interaccién planta-patégeno.

6.1.1 Determinacion de compatibilidad en las plantas injertadas.

Después de 10 dias posteriores al injerto, hubo un 6 % de incompatibilidad.
En las plantas injertadas no compatibles se observo necrosis entre la parte aérea

Sonora Anaheim y el patron resistente M-69 como se observa en la figura 12.

Figura 12. Parte aérea del injerto con necrosis.

En estudios realizados sobre injertos, se ha determinado que para que se
lleve a cabo la union entre las dos partes, debe existir tolerancia fisiolégica y por
consecuencia, la fusion de los protoplastos de las plantas unidas por contacto
(injertadas) en los primeros dias de vida de las plantas (Nosrtog, 1981; Moore,
1984). Durante el proceso de injertacion, se llevan a cabo eventos importantes:
Entre las células rotas y colapsadas de la interface del injerto se forma una capa
necrética, se incrementa la actividad citoplasmatica a lo largo de la capa de
células adyacentes a las superficies cortadas habiendo acumulacién de
dictiosomas durante las primeras 6 horas después de la injertacion iniciandose la

39



adhesion del injerto al patron a las 24 horas post injertacion por la division celular y
da como resultado formacion del callo (Moore, 1884), que fragmenta
paulatinamente la capa necrética formada a causa del corte a los 2 0 3 dias post
injertacion. Después de la formacion del callo celular en el punto de unién de un
injerto, existe la diferenciacion cambial que conlleva a la union vascular
presumiblemente por la produccion de auxinas en un flujo basipetalo y la
produccion de exudados del floema y proteinas solubles (Moore, 1984; Pina,
2005) en la interface del injerto después de los 14 dias post injertacién (Nosrtog,
1981). En este caso, los injertos de M-69 y Sonora Anaheim comenzaron a unirse
por completo posterior a los 10 dias post indculo, lo cual concuerda a lo descrito

anteriormente.

El concepto “mensaje hormonal” establece que las hormonas se producen
en una parte de la planta y afectan otra parte remota, de acuerdo a esto las
auxinas se producen en los brotes apicales y son translocadas hacia la raiz, en
donde interfieren con el desarrollo radicular, morfologia y funcionamiento, asi
mismo las auxinas han mostrado influencia en la produccién de citoquininas las
cuales son producidas en la raiz y translocadas hacia los brotes apicales en donde

controlan procesos importantes de desarrollo (Alonia y col., 2010).

En injertos no compatibles se presentan los primeros eventos antes
mencionados, sin embargo, en lugar de producirse dictiosomas, se lleva a cabo la
suberizaciéon en las células adyacentes colapsadas e inicia la senescencia del
callo celular recién formado; generdndose una capa necrética y gruesa en la
interface del injerto, por lo que no se lleva a cabo la rediferenciacion celular y la
abscision ocurre durante los primeros dias o entre tres a cinco semanas
posteriores a la injertacion segun el caso (Norstog, 1981). La incompatibilidad se
da por intolerancia fisiolégica y ocurre cuando se injertan plantas de diferentes
géneros o especies dando como resultado la interrupcion del paso de iones y una
respuesta hipersensible (también puede ser inducida por patégenos o por heridas,
respuesta a toxicidad). Por lo tanto, la incompatibilidad es un ejemplo mas del
mecanismo de defensa en plantas (Nosrtog, 1981; Wang, 2011). En este

40



experimento se observdé que hubo un bajo porcentaje de incompatibilidad en
donde la capa necrética formada y el desprendimiento de ambas partes del injerto,

concordando con lo descrito por los autores mencionados.

En este caso, los injertos entre la accesion M-69 y Sonora Anaheim
presentaron compatibilidad en un 94% por la presencia de callo celular en las
uniones del injerto y del porta injerto (Figura 13). Esto concuerda con los hallazgos
relacionados con la fisiologia del injerto, pues asi mismo se ha encontrado que la
cantidad de asimilaros es proporcional a la edad de los injertos compatibles, es
decir, se reestablece el flujo por la conexiébn de los haces vasculares. Para
comprobar este fenbmeno, se ha observado que en plantas compatibles regadas
con solucién 14€ y carboxyfluoresceina (tincion fluorescente) se reestablece el
flujo acropétalo, por otro lado, en injertos no compatibles el transporte es débil o

inexistente (Schoéning y Collmann, 1997).

Formacioén de
callo celular

Figura 13. Union de haces vasculares en el injerto y formacién de callo celular.
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En el analisis de varianza aplicado al grosor del tallo, se observaron
diferencias significativas en las plantas injertadas con respecto a las no injertadas.
En las plantas de la variedad comercial Sonora Anaheim sin injertar se obtuvo el
mayor grosor con respecto a las plantas no injertadas del porta injerto M-69 y a las

plantas injertadas entre ambos genotipos como se observa en la figura 14.

05 1 15 2 25 3 35 4
DIAMETRO
DEL TALLO EN mm

=

Figura 14. Analisis de varianza aplicado al didmetro de las plantas injertadas y no
injertadas. P<0.05, cv 19,3%. Los niveles no conectados por la misma letra son
significativamente diferentes.

Lo anterior sugiere que es posible la existencia de un efecto del patron
resistente M-69 sobre la variedad injertada Sonora Anaheim por la existencia de
factores de crecimiento y otras moléculas responsables del funcionamiento 6ptimo
en una planta como como nutrientes y agua. Asi mismo, el porta injerto influye en
aspectos morfolégicos, como el grosor del tallo y hojas principalmente de la planta
injertada, ya sea incrementando o disminuyendo su capacidad de absorcion
(Martinez y col., 2010). En otras palabras, los disturbios fisiologicos causados por
la discontinuidad vascular durante la union del injerto pueden llevar a la inhibicion
del crecimiento provocada por la restriccion de la comunicacion entre el porta
injerto y el injerto (Martinez y col., 2010). En este caso se observa que las plantas
de susceptibles del cultivar Sonora Anaheim injertadas presentaron una

disminucion significativa en el grosor de su tallo.

42



Al respecto, en plantas injertadas con CM-334 considerado como resistente
a P.capsici, se observaron diametros que oscilaron entre 2.13-2.89 milimetros en
combinacion con injertos de chile ancho y chilaca (Osuna y col., 2012), siendo
cercanos a los diametros obtenidos en el presente estudio, en donde se observo
un diametro promedio del porta injerto de 2.3 milimetros en combinacion con
Sonora Anaheim, por otro lado, en un estudio elaborado por Garcia y col. (2010),
se observo una reduccion en el diametro del tallo de CM334 sin injertar y un
aumento al ser injertado con el cultivar Rebelde, caso contrario a lo sucedido en
este estudio en plantas injertadas de M-69 y Sonora Anaheim en donde no hubo

cambio significativo en el grosor del tallo del patron resistente.

6.1.2 Incidencia y severidad de la enfermedad de la marchitez del chile.

Se presenté un 100% de incidencia de la enfermedad en las plantas
susceptibles correspondientes al cultivar Sonora Anaheim (Figura 15). Por otra
lado, no se presentd ningun sintoma relacionado con la incidencia de la
enfermedad de la marchitez del chile en las plantas injertadas M-69/Sonora
Anaheim, ni en el patron resistente M-69 (Figura 16), puesto que ya se ha
comprobado su resistencia (Urrutia, 2011) lo cual confirma en este estudio su alta
resistencia a P. capsici causante de la enfermedad de la marchitez del chile.

Figura 15. Sintomatologia de la enfermedad de la marchitez del chile causada por
Phytophthora capsici. Leo en el cultivar susceptible Sonora Anaheim.1) Inicio de
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clorosis, 2) Marchitamiento/defoliacion, 3) Secadera, 4y 5) Muerte de la planta; 6)
Acercamiento a la

Plantas injertadas e inoculadas sin Sonora Anaheim no injertadas y con
incidencia de P. capsici Leo. incidencia de P. capsici Leo.

Figura 16. Comparacion de sintomas en las plantas inoculadas con P. capsici. A)
Plantas injertadas M-69/Sonora Anaheim sin sintomas de marchitamiento
(circuladas en rojo), B) Plantas no injertadas Sonora Anaheim con los primeros
sintomas de la enfermedad de la marchitez del chile.

El inicio de la de la sintomatologia general de la enfermedad de la marchitez
del chile, se presentd a los 7 dias post inoculacién en este experimento, sin
embargo se ha reportado que la incidencia de la enfermedad de la marchitez del
chile puede ocurrir hastal5 dias después de la inoculacion de acuerdo a Garcia y
col. (2010), por lo que estas observaciones sugieren que la cepa C7P8 de P.

capsici es muy agresiva.

A los 30 dias post inoculacion, las plantas susceptibles del cultivar Sonora
Anaheim habian muerto. La sintomatologia presentada por las plantas
susceptibles fue clorosis, marchitamiento, defoliacion, pudricién en la base del tallo
y muerte de la planta. La severidad de la enfermedad fue alta como se muestra

en la figura 17 en donde se cuantifica el area bajo la curva del progreso de la
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enfermedad. En el caso de las plantas injertadas y la accesion M-69 descrita
como resistente no se presentaron sintomas de la enfermedad de la marchitez del
chile durante los 30 dias en los que las plantas susceptibles murieron (Figura
17).El total de las plantas injertadas sobre M-69 mostraron resistencia contundente
al ataque de Phytophthora capsical igual que las plantas injertadas sobre CM-334,

tal como lo reporta Garcia y col. (2010).

ABCPE
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Dias posteriores a la inoculacién

Figura 17. Severidad de la enfermedad de la marchitez del chile en 30 dias post
inoculacioén con P. capsici.
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6.2 Identificacién del perfil de expresion génica en el patron resistente M-69, en el
cultivar susceptible Sonora Anaheim y la planta injertada M-69/Sonora Anaheim

asociado a la interaccion con Phytophthora capsici Leo.

Se detectaron 10, 101 genes en total, de los cuales so6lo 507 fueron
diferenciales para las tres iteraciones antes mencionadas. Al final se seleccionaron
45 genes en funcién de los regulados positivamente y negativamente en el patrén
resistente M-69 para poder detectar genes de resistencia en éste y que mostraron
un patron similar de expresion parte aérea injertada y asi mismo detectar si la
parte aérea injertada tuvo similitud con el patron de expresion del cultivar
susceptible Sonora Anaheim. Los 507 genes encontrados como diferenciales
fueron clasificados de acuerdo a la funcion bioldgica (ontologia genética) como se

muestra en la figura 18.

APOPTOSIS ~ CICLO CELULAR

3%  CATABOLISMO %
_ 7 4% -

_ CRECIMIENTO
3%

— __DEFENSA
2%

RESPUESTA AESTRES ABIOTICO___

3%

REPLICACION, TRNASCRIPCIONY
TRADUCCION
11%

METABOLISMO SECUNDARIO__————

3% DESCONOCIDO

33%

METABOLISMO PRIMARIO _
14%

FOTOSINTESIS _
5%

_ FACTORES DE TRANSCRIPCION
3%

Figura 18. Clasificacion general de los genes diferenciales encontrados en el
experimento de acuerdo a su funcién bioldgica.
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La clasificacion general de los genes diferenciales expresados en este
experimento, muestra que una gran cantidad de estos no tienen una funcion
biolégica precisada y ademas representan un porcentaje importante (33%).Por
otro lado, los porcentajes de expresion en proceso bilégicos como metabolismo
primariol4%, procesos celulares 11%, transporte 9% y fotosintesis 5% son
importantes debido a que son indispensables para la homedstasis de la planta; sin
embargo, los porcentajes destinados a la respuesta a factores ambientales es bajo
pues en defensa solo hubo el 2%, de respuesta a patdogenos 2% y de respuesta a
estés 3%. Al respecto, Richinis y col. (2010) encontraron que en la interaccion de
SCM334 y P. capsici 24 horas post inoculacion, el 35% de los genes
correspondieron a metabolismo primario, el 7% en homedstasis de la planta, 8%
destinado a transporte, respuesta a estimulos 17% y solo el 2% a defensa. En
este experimento se observd una tendencia parecida con respecto a los genes

destinados para la defensa exclusivamente.

En cuanto a la expresiéon de genes Up regulated (“regulados positivamente”)
y Down regulated (‘regulados negativamente”) por cada caso, se observan
diferencias de expresion entre las tres iteraciones. El resultado mostré pocos
genes regulados positivamente y regulados negativamente en el patron resistente
M-69 en comparacion con la planta injertada y la susceptible como se observa en
el Cuadro 3.

Cuadro 3. Numero de genes diferenciales expresados a las 24 horas
posteriores a la interaccion con P. capsici.

patrén resistente M-69  Planta injertada sin Planta susceptible Sonora

sin inéculo VS patrén in6culo VS Planta Anaheim sin inoculo VS Planta
resistente M-69 injertada con indculo  susceptible Sonora Anaheim
resistente con indculo con inoculo

Up Down Neutros Up Down Neutros Up Down Neutros

3 20 484 202 86 219 148 84 275
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En las figuras 19, 20 y 21 se muestra a detalle el porcentaje de los genes
regulados positivamente y regulados negativamente, asi como su clasificacion por
funcion biolégica correspondiente a cada iteracion: el patron resistente M-69,
planta injertada M-69/Sonora Anaheim y la cultivar susceptible Sonora Anaheim.
El color gris indica que no hubo cambio en la expresion genética (neutros o sin
cambio), el color verde indica la expresion suprimida o regulados negativamente y

el naranja indica una sobre expresion o regulados positivamente.

. - DOWN UPREGULATED  Produccién de
M: e‘“b"l ]].m" primario REGULATED 1% antocianinas
Transportadores <: 4% Metabolismo

Metabolismo secundario Primarid
Replicacién, Fotosintesis
transcripcion y

SIN CAMEIO
95%

Figura 19. Porcentaje de la expresion genética diferencial en el patrén resistente
M-69.
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Figura 20. . Porcentaje de la expresion genética diferencial en las plantas
injertadas (patron resistente M-69/Sonora Anaheim susceptible).
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Figura 21. Porcentaje de la expresion genética diferencial en las plantas
susceptibles Sonora Anaheim.

Al respecto con los porcentajes expresion, Jiang y col. (2009) observaron
que en la interaccién de la levadura Cryptococcus laurentii- tomate cherry, el
porcentaje de genes relacionados con el metabolismo primario fue de 15% los
cuales fueron regulados positivamente mientras que el 20% fueron regulados
negativamente. En este mismo caso, de los genes con funcion de defensa, sélo el
8% fueron regulados positivamente y el 2% negativamente; el 1% de los genes de
fotosintesis fueron regulados positivamente mientras que el 8% fueron silenciados,
ademas los genes con funcién bioloégica desconocida ocuparon el mayor
porcentaje pues el 56% de estos fueron regulados positivamente mientras que el
46% fue regulado negativamente. En la interaccion con P. capsici, en este estudio,
la mayoria de los genes resultaron ser de funciéon desconocida, lo cual coincide
en el alto porcentaje de su expresion ya sea regulado positiva o negativamente;
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asi mismo el porcentaje de genes destinados a la defensa tiende a ser bajo en
todos los casos sobre todo en el patron resistente M-69. Al respecto, en un estudio
hecho con P. capsici-SCM334 solo el 17% de los genes se relacionaron con la

respuesta a estimulos (Richinis, 2010).

En los diagramas de Venn obtenidos se muestra el nimero de genes que
se comparten en las tres iteraciones. En la Figura 22 se observa que solo un gen
regulado positivamente es compartido entre el patron resistente M-69 y la planta
injertada, a su vez ésta comparte 23 genes con la planta susceptible Sonora
Anaheim. En la Figura 23 se observan las mismas iteraciones con los genes
regulados negativamente y se observa que ningun gen se comparte con el patréon
resistente M-69 y solo cinco genes se comparten entre la planta injertada y la
planta susceptible Sonora Anaheim.

UP REGULATED

Figura 22. Numero de genes regulados positivamente compartidos e individuales
en las tres iteraciones en este experimento.
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20

DOWN REGULATED

Figura 23. Numero de genes regulados negativamente compartidos e individuales
en las tres iteraciones en este experimento.

En el Cuadro 4 se muestran las anotaciones de 45 genes seleccionados de
los 507 genes totales diferenciales regulados positivamente y negativamente en
donde se muestran los valores numéricos obtenidos de los microarreglos por
medio del foldchange (FC -2<2) es decir el nUmero de veces que se expresa un
gen en las tres iteraciones, de la misma forma, en la figura 24 se muestra el patrén
de expresion genética en las tres iteraciones por medio de un heatmap utilizando

los valores del cuadro 4.
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Cuadro 4. Anotacion de los genes identificados como diferenciales expresados en
el patron resistente (1), la planta susceptible injertada sobre el patrén resistente (2)
y la planta susceptible Sonora Anaheim a las 24 horas post inoculacién con P.
capsici Leo.*genes relacionados con la respuesta a patdgenos como hongos y
bacterias, A genes relacionados con respuesta a estrés.

Interacciones: foldchangepor tratamiento (up

regulated y downregulated)

Gen del microarreglo Gen ortélogo de Descripcién funcional 1 2 3
A. thaliana
Les.2993.3.1_at* AT5G50850.1 funcién catalitica/ piruvato deshidrogenasa/  -1,07513 1,4139657 -0,434499
produccién de metabolitos secundarios
Les.3267.2.51_a_at AT1G12780.1 UDP-glucosa 4-epimerasa que cataliza la  -1,05075 1,7968168 0,0023251

interconversién de los nucleétidos UDP-glucosa
UDP-galactosa via intermediario UDP-4-ceto-
hexosa

Les.494.3.51_atA AT1G12780.1 Proteina de dimerizacién/respuesta a estrés/  -1,11094 0,772821 1,0851638
regulacion de la liberacién de Ca+ intracelular

LesAffx.64437.1.S1_at* AT4G15900.1 PRL1 represor basal de transcripcion/  -1,176817 1,1515693 -0,108566
produccion de antocianinas/ruta de sefializacion
en la respuesta de defensa contra bacterias y
hongos

Les.1013.1.A1_atA AT5G10100.1 Gen Aft productor de antocianinas/actividad 1,1099699 -0,815546 0,6037684
trealosa-fosfatasa/respuesta a estrés por cambio
de actividad celular (expresién genética,
secrecion, produccién de enzimas)

LesAffx.53857.1.S1_atA AT4G15700.1 Familia de proteinas glutaredoxinas/homeostasis 1,12272 1,7932665 0,9561715

redox en la célula.

LesAffx.65143.1.A1_atA ATCG00570.1 Citocromo b5597 del fotosistema I/ tolerancia a  1,2464286 -0,354426 -0,643885
desecacion
Les.210.1.S1_atA AT3G23730.1 Xiloglucano:  Xiloglucosil-transferasa/biogénesis -0,409811 1,0002656 1,1890614

y organizacion de pared celular

Les.2183.2.51_at ATCG00480.1 Caodificaciéon de la sub unidad beta ATP sintasa -0,904613 1,6169733 2,8950987
en cloroplasto/hidrélisis de ATP acoplado al
transporte de protones

Les.3016.1.S1_at AT5G54270.1 Proteina estructural de clorofila B captadora de ~ 0,0440025 1,3572863 2,027733
luz/molécula estructural

Les.3322.2.51_at AT5G13630.1 Quelatasa de Magnesio/procesos de biosintesis -0,160179 1,2704454 1,3793275
de clorofila

Les.3378.3.51_atA AT5G43330.1 Malatodeshidrogenasa/ -0,541215 1,2786291 1,0117053

procesos metabolicos de carbohidratos/

tolerancia a calor

Les.4008.2.51_atA AT4G03210.1 Xiloglucan-endotransglucosilasa: biogénesis y  -0,670168 1,545668 1,1048204
organizacion de pared celular/enlaces
glucosilicos/respuesta desecacion y salinidad

Les.4045.1.S1_at AT1G15405.1 Desconocido 0,115514 -1,399612 1,9183529
Les.4345.2.A1_a_at AT1G29910.1 Proteina 3 de unién de clorofila Ay B -0,178151 1,2103506 1,1825582
Les.4345.2.A1_x_at AT1G29910.1 Proteina 3 de unién de clorofila Ay B -0,049906 1,4884185 1,2977094
Les.4345.3.S1_x_at AT2G34430.1 Unién de clorofila/fotosintesis/captura de luz en -0,015471 1,0230293 1,3955139

el fotosistema | y Il

Les.4399.2.51_at ATCG00830.1 Proteina  ribosomal 2 de cloroplasto/  -0,687875 1,3803724 1,1120611
constituyente de la unidad grande del complejo
ribosomal
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Les.5707.1.51_at

AT5G66080.1

Familia de proteinas fosfatasas 2C del

cloroplasto/proteina de desfosforilaciéon

0,0786302

1,325536

2,3870976

LesAffx.10352.1.A1_at*A

AT5G11200.1

Homologo al gen humano UAP56B/ helicasa
DEAH box/respuesta celular a estimulos por

dafio al ADN/regulador de expresién genética

-0,418116

1,6184687

1,5197856

LesAffx.14665.2.S1_at

AT1G65220.1

Regulacion de la iniciacion de la traduccion

-0,386906

1,380652

1,1052796

LesAffx.15226.1.S1_at

AT3G18600.1

Actividad helicasa dependiente de ATP/unién de

acidos nucleicos

-0,494105

1,040159

1,1283162

LesAffx.25436.1.81_at* A

AT5G47390.1

Regulacién negativa de la actividad de la
peroxidasa/reglador positivo del crecimiento
celular/respuesta a cadmio, &cido abscicico,
gibelinas, etileno, &cido jasmoénico, &cido

salicilico

0,0560617

1,3012619

1,2279192

LesAffx.25797.1.51_atA

AT5G38630.1

Citocromo B561-1/actividad carbon-monoxido-
oxigenasa/actividad oxidoreductasa/procesos de

oxido-reduccion

-0,749257

1,6147311

1,3851299

LesAffx.38907.2.S1_at*

AT3G51550.1

FERONIA/kinasa/respuesta a hongos/regulacion
negativa de la ruta de sefializaciéon de acido
abscicico/regulacion negativa del crecimiento
celular/respuesta a etileno/desarrollo radicular

-0,214974

1,0225309

1,6771615

LesAffx.39914.1.51_atA

AT5G54310.1

Activador de GTPasa/unién del AND/regulador
del trafico membranal y abscision de 6rganos

-0,820019

-1,055956

1,3786157

LesAffx.48402.1.S1_at

AT4G15510.1

Centro de reaccion del fotosistema Il

-0,351533

1,870899

1,1225077

LesAffx.50170.1.S1_atA

AT2G44300.1

Proteina relacionada con transporte de lipidos

0,1070339

1,5096019

2,3883348

LesAffx.61034.1.81_at*A

AT1G32540.2

Unién del ADN/ codificacion de una proteina
especifica con 3 dominios dedos de zinc que
actlan como reguladores positivos de muerte
celular

-0,655898

1,651384

1,6096939

LesAffx.68259.2.51_at

AT4G34460.2

Proteina beta de unién de GTP/unién de
nucledtidos y proteinas/relacionado con la forma
de los 6rganos

-0,043216

1,1830867

1,3907638

LesAffx.71307.1.81_at*A

AT5G58800.1

Familia de proteinas quinonareductasa/actividad
oxido reductasa/respuesta a estrés

oxidativo/regulacion negativa de la transcripcion

-0,495719

1,1699883

1,006974

LesAffx.846.2.51_at*A

AT4G19420.2

Pectin-acetil-transferasa/catividadcarboxil-
esterasa/organizacion de la pared celular

-0,340575

1,1519463

1,0193796

LesAffx.163.1.S1_at

AT1G19600.1

Protefna carbohidrato-kinasa/fosforilacién

0,0732147

1,2267961

-1,106068

Les.2692.1.A1_at*A

AT1G22070.1

Respuesta de defensa a bacterias/respuesta
hipersensible en plantas/regulacion de la
transcripcion y templado de ADN/resistencia
sefializacién

sistémica  adquirida/ruta  de

mediada por &cido salicilico

0,2004916

-1,032941

-0,148816

Les.2753.1.S1_at

AT4G29160.1

Formacion intralumenal de vesiculas/transporte

vacuolar y de proteinas

0,155757

-0,132744

-1,061203

Les.2868.1.S1_at

AT5G45600.2

Homologo al gen humano GSA41l/regulador
negativo de la floracién por la acetilacién de la
histona 4/regulacién del fotoperiodo y el paso de
estado vegetativo a reproductivo/regulacién de
transcripcién y templado de ADN

0,2599752

-1,484969

-0,185055

Les.2876.2.51_atA

AT5G03720

Solanum lycopersicum factor de transcripcion A3
por estrés al calor

-0,017302

-1,071753

-1,014291

Les.4691.1.51_at

AT4G39690.1

Desconocido

0,3515115

-1,320981

-1,316264

LesAffx.44987.1.S1_at*

AT1G17050.1

SPS2 (Solanesildifosfato sintasa 2), trans-
octapreniltransferasa/ biosintesis de

isoprenoides

-1,214009675

0,44062989

0,424676719

Les.2578.1.81_at*A

AT3G06650.1

ACLB-1; ATP citrato liasa/biosintesis de

metabolitos secundarios

0,250793346

1,016897883

0,039389134
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Les.29.1.81_at*A

AT1G70310.1

SPDS2 (espermidina sintasa 2); espermidina
sintasa

-0,022128789

1,151184031

-0,740177222

Les.3383.1.81_at*A

AT3G48990.1

Proteinas dependientes de AMP sintasa y
ligasas (MalonilCoA sintasa)/transporte  de

lipidos, biosintesis de metabolitos secundarios.

-0,553354814

0,790379246

-1,138463785

Les.3510.1.51_at*A

AT4G15560.1

CLA1L, 1-deoxi-Dxilulosa-5-fosfato sintasa,

biosintesis de metabolitos secundarios

-0,419724454

0,578699099

1,041589874

Les.5017.1.81_at*A

AT3G46130.1

MYB111 factor de transcripcion/ formacién de
flavonoles por consecuencia de procesos
oxidativos de los intermediarios de los

flavonoides flavonones y dihidroflavonoles.

0,403663132

-0,163047887

-1,097326431

Les.2182.3.S1_at*A

AT2G22250.1

Prefenatoaminotransferasa (PAT) amino
tranferasa clase 1 y 2/ metabolismo de la

fenilalanina

-0,056002057

-0,27653942

1,420146449
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Figura 24. Heatmap de los genes identificados como diferenciales expresados en
el patrén resistente M-69 (1), la planta susceptible injertada sobre el patrén
resistente (2) y la planta susceptible Sonora Anaheim (3) a las 24 horas post
inoculacién con P. capsici.
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En el heatmap se muestra el patron de expresion genética diferencial
entre los tres casos de iteracion, en éste se observa que los genes regulados
positivamente comparten el perfil de expresion principalmente entre la planta
injertada y el cultivar susceptible Sonora Anaheim en 24 genes Esto pudiese ser
observado debido a que la planta injertada es el mismo genotipo susceptible
Sonora Anaheim injertado solamente sobre otro genotipo distinto. Por otro lado,
s6lo 13 genes de la planta injertada tienen un patron de expresion similar al del

patrén resistente M-69.

Se observa también, que en la parte susceptible injertada hay expresion
positiva en tres genes relacionados con la respuesta a patdégenos y a estrés como
AT4G15900.1 y AT5G50850 que no se encuentran expresados tanto en el patron
resistente M-69 ni en el cultivar susceptible Sonora Anaheim. Estos estan
involucrado en la produccién de antocianinas y en metabolismo secundario
general. Por otro lado, existe una regulacion negativa del gen AT2G22250.1 en la
parte susceptible injertada que esta involucrado en el metabolismo de la
fenilalanina la cual esta involucrada en el metabolismo secundario de las plantas y
el cuél se encuentra expresado en el patrén resistente y en el cultivar susceptible
posiblemente, siendo posible que la regulacién negativa en la parte aérea injertada
no sea necesario expresar dicho gen puesto que esta aislada del suelo infectado;
asi mismo hay represion del gen AT5G54310.1 en el patron resistente M-69 y en
la parte aérea injertada y que esta involucrado con la abscisién de érganos como
hojas, flores o frutos, no obstante el mismo gen esta regulado positivamente en la
variedad susceptible por los que posiblemente la inoculacion con P. capsici Leo.,
active su expresion indicando que el cultivar susceptible esta en estado critico de

estrés a comparacion del patron resistente.

En el patron resistente existe sobre expresion del gen AT5G10100.1
involucrado en la produccion de antocianinas que producen la coloracion de las
plantas y ademas interactlan en la respuesta a estrés causado por insectos,
patogenos y dafios por luz ultravioleta (Qi y col.,, 2011; Shin y col., 2015). Los
genes AT1G22070.1, AT5G03720, AT3G46130.1 estan relacionados con el
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transporte por vacuolizacion, la produccién de flavonoides y estrés al calor los
cuales se sobre expresados solamente en el patron resistente M-69 por lo que se
observa que existe mayor actividad en el metabolismo primario y en la defensa a
comparacion del cultivar susceptible Sonora Anaheim. Estos genes no se
encuentran regulados positivamente en la planta injertada ni en la variedad
susceptible Sonora Anaheim, ademas el gen AT4G15700.1 esta sobre expresado
en el patron resistente M-69 el cual esta relacionado con la homedstasis redox en
casos de alta exposicion a la luz u otras fuentes que causen estrés oxidativo por
liberacion de radicales peréxido durante una reaccion hiper sensible por lo que es
otro indicio que puede explicar la resistencia en M-69 (Grant, 2001; Awadl y col.,
2015; Sevilla y col., 2015) a comparacion de la planta injertada y de la planta

susceptible.

La sintesis de espermidina (AT1G70310.1) (fenolamidas y poliaminas)
juega un rol importante como fitoalexina o fitoanticipina en resistencia a
patégenos, resistencia a desecacion, estrés salino e incluso a luz ultravioleta
(Dong y col., 2015), asi miso se combina con otras moléculas como lignanos y
proteinas para llevar a cabo otras funciones bioldgicas (Imamura y col., 2015). La
espermidina también actia como mediadora en la respuesta hiper sensible como
consecuencia de la disfuncion mitocondrial por lo que se activa la actividad
mitogena de las proteina MAPK que estan relacionadas directamente con la
defensa en las plantas y con la ruta de sefializacion de WIPK (proteina kinasa
inducida por heridas) y la proteina Kinasa inducida por &cido salicilico (SIPK)
(Berberich y col.,, 2015). En este experimento, la espermidina parece estar
influenciada por la el patrén resistente puesto que esta regulada positivamente en
ambos, patrén e injerto pero no en la variedad susceptible Sonora Anaheim del
mismo modo el gen AT3G06650.1 se expresa de forma similar entre el patron
resistente M-69 y la parte aérea susceptible. Este gen codifica para la ATP citrato
liasa que cataliza el citrato a oxalato y acetil coenzima A en el citosol de la célula 'y
actua como regulador en el cambio del metabolismo de carbohidratos a acidos

organicos, acidos grasos, produccion de isoprenoides, flavonoides, esteroles y
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ceras. Este proceso es importante para el crecimiento normal de las plantas y en

la biosintesis de metabolitos secundarios (Gawryluk y col, 2015; Xu y col., 2015).

El gen AT3G48990.1 solo tiene expresion positiva en la parte aérea
injertada y codifica para malonil-CoAsintetasa la cual interviene en produccién de
acidos grasos de cadena larga, metabolitos secundarios como flavonoides, ceras y
es intermediario en conjunto con chalcona sintasa en la ruta de produccion de
fenilpropanoides (Kreuzaler, 1972; Lee, 2015; Sun y col.,, 2015; Sagar y col.,
2015). Estos metabolitos estan asociados a la interaccion planta-patdgeno y a
estrés medio ambiental y herbivoria. En este experimento se observa que Este
gen no se encuentra expresado en el patron resiste M-69 y es silenciado en la
variedad susceptible sonora Anaheim por lo que es muy posible que P. capsici
influya en directa mente en la expresion de este transcrito importante en el
fendbmeno de la resistencia. Como se observa en los resultados los genes
diferencialmente expresados positiva 0 negativamente estan directamente
relacionados con la defensa e indirectamente relacionados con la expresion de
proteinas de resistencia como PR1 y PAL puesto que la expresion de
intermediarios para ambas proteina pues en la interaccibn M-69-patégeno (C.
annuum-P. capsici) se observo la expresion de los genes que codifican para las
proteinas de resistencia PAL-1 y PR-1 a las 24 horas post inoculacién
manteniéndose la expresion hasta 35 dias durante la interaccibn C. annuum con
P. capsici Leo. (Urrutia, 2011).
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6.3 ldentificacion del perfil en la produccion de compuestos volatiles en el patron
resistente M-69, en el cultivar susceptible Sonora Anaheim y la planta injertada M-

69/Sonora Anaheim, asociado a la interaccion con Phytophthora capsici Leo.

En la interaccion de los genotipos M-69, Sonora Anaheim y el injerto (M-
69/Sonora Anaheim) se generaron diferentes compuestos volatiles a las 24 horas
post inoculaciéon como se muestra en la Figura 25, sin embargo éste patrén
cambia a los 14 dias post inoculacion con el patbgeno como se muestra en la

Figura 26.
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Figura 25. . Produccién de compuestos volatiles a las 24 horas post inoculacion
con P. capsici. Se muestran las abundancias de los compuestos producidos por
los genotipos M-69 (resistente), Sonora Anaheim (susceptible) y el injerto
(M69/Sonora Anaheim).
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Los compuestos volatiles mas abundantes producidos en las 24 primeras
horas post inoculacién fueron careno, o-cimeno, por el cultivar susceptible Sonora
Anaheim; el 6-metil5-hepten-2-ona, decanal, nonanal y metoxifeniloxima por la
planta injertada patron resistente M-69/Sonora Anaheim y el patron M-69 decanal,

nonanal y el o-cimeno.

El careno actia como repelente de insectos y es producido en plantas
coniferas resistentes a escarabajos fitfagos Dendroctonus ya que provoca
toxicidad en ellos con efecto ovicida (Taff y col., 2015) sin embargo Dendroctonus
cuenta con arsenal bacteriano en sus intestinos para poder degradar tal
compuesto por lo que el careno puede funcionar como un atrayente para dicho
fitéfago (Cano y col., 2012; Boone vy col., 2013; Roach y col., 2014). El o-cimeno
es generado a partir de la aplicacion exdégena de acido jasmoénico o por la
presencia de insectos chupadores como afidos que a su vez inducen la misma
respuesta en las plantas vecinas puesto que puede actuar como elicitor, activando
el gen de la proteina PAL (Kishimoto y col., 2006; Navia y col., 2009; Cascone y
col., 2015). Por otro lado, también posee actividad antibacterial y antimicoética
(Jelen y col., 2005; Morandi 2015; Shahbazi, 2015).

El 6-metil5-hepten-2-ona (sulcatona) el cual es liberado a la atmésfera por
las plantas e interactia con el ozono, permanece en el ambiente de 10 minutos
hasta 1.5 horas (Colman vy col., 2015) sin embargo, en esta interaccién aun se
pudo identificar en abundancia 24 horas después, por lo que posiblemente P.
capsici favorece la produccién de dicho compuesto. Este compuesto también tiene
funcion como feromona atrayente de agregacion del insecto Platypusmutatus,
gusanos, curculionidos plagas de pinos, del café, escarabajos; asi mismo este
compuesto es componente del sabor y aroma del tomate, fresa y café (Quaglia y

col, 2012; Jaramillo y col., 2013; Wactawczyk y col., 2015).

El nonanal es un atrayente de insectos benéficos como Oriussimilis que es
un insecto depredador de afidos, trips y acaros (Sengonca y col, 2008; Yu y col.,
2008), sin embargo también repele herbivoros y ejerce dafio en las larvas que

parasitan a las plantas que producen este tipo de compuestos (Hatano y col.,
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2015). Este compuesto se encuentra en altas proporciones en el cacahuate A.
hypogaea por lo que puede ser una herramienta para poder capturar insectos
benéficos (Constanza y col., 2015). Otro efecto del nonanal es la estimulacion del
crecimiento de hongos patégenos causantes como Uromyces (Mendgen y col.,
2006) sin embargo, éste compuesto genera la expresidon de proteinas de
resistencia del tipo PR1 pues se ha encontrado que aumenta la resistencia contra
las bacterias Pseudomonas syringae, Bacilluscereus y Listeria monocytogenes,
asi mismo inhibe la germinacién de Colletotrichumlindemuthianum, Penicillium
italicum, Penicillium digitatum (Giron y col., 2012; Tao y col., 2014; Quintana y col,.
2015).

El decanal inhibe el crecimiento de Aspergillus flavus sin embargo, esto
genera un incremento en la virulencia de este patégeno por el aumento en la
biosintesis de aflatoxinas (Chang y col., 2014), por otro, la do se ha encontrado
que inhibe el crecimiento de Rhizoctonia solaniy Pythium ultimum (Hewavitharana
y col., 2014) asi mismo tiene funcién de kairomona en la atraccion de Cidya
pomonella en el manzano (El y col.,, 2013) y como parte de los compuestos
volétiles producidos en el tomate por la infestacion de mosca blanca Trialeurodes
vaporariorum bajo condiciones de invernadero. El decanal activa la sefial de
respuesta en plantas no infestadas por mosca blanco por lo que se da una sefial
de alerta por la activacion de las rutas de sefalizacion del acido salicilico y el
silenciamiento de genes relacionados con respuesta a acido jasmonico, etileno y

fotosintesis (L6pez y col., 2012).

La metoxifeniloxima pertenece al grupo de las oximas cuyo metabolismo
lleva a la produccion de glucosinolatos. El carvacrol tiene propiedades
antioxidantes, fungicidas contra Aspergillus flavus, Penicilliumsp. Colletotrichumsp.
Candidasp. (Sokovic y col., 2002; Suntres y col.,, 2013), Pseudomonassp.
(Oussalah y col., 2006), E. coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcusaureus,
Listeria monocytogenesy Bacilluscereus (Oussalah y col., 2007; Nabavi y col.,
2015; Kim y col.,, 2015). Por otro lado tiene potencial como alelopatico (bio-

herbicida) pues se ha observado que inhibe la germinacion de la lechuga Lactuca
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sativa en 0.120% peso/volumen (Pinheiro y col., 2015). Todos los compuestos
antes mencionados se producen durante la interaccion con P. capsici, por lo que
no se descarta que hay un efecto sobre éste sin embargo, esto no esta
directamente relacionado con la resistencia puesto que el cultivar susceptible
Sonora Anaheim muere por la infeccién de P. capsici independientemente de la

produccién de dichos compuestos.
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Figura 26. Produccién de compuestos volatiles a las 14 dias post inoculacién con
P. capsici. Se muestran las abundancias de los compuestos producidos por los
genotipos M-69 (resistente), Sonora Anaheim (susceptible) y el injerto (M-
69/Sonora Anaheim).
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En las primeras 24 horas post inoculacion se observa produccion de un
anico compuesto en la planta injertada (metoxifeniloxima) el cual puede explicar
en parte la resistencia de esta combinacion puesto que éste compuesto no se
produce ni en el patron resisten M-69, ni en el cultivar susceptible Sonora Anaheim
por lo que se sospecha que se produce de novo en la planta injertada
posiblemente como efecto de la injertacion.

En la interaccion con P. capsici después del4 dias el cultivar susceptible
produjo 6-metil5-hepten-2-ona (sulcatona) y carvacrol; la planta injertada (patron
resistente M-69/cultivar susceptible Sonora Anaheim) 6-metil5-hepten-2-ona
(sulcatona) y nonanal y el patron resistente 6-metil5-hepten-2-ona (sulcatona),
carvacrol y nonanal. En este caso se observa una coincidencia en la produccion
de un compuesto volatil asociados a la interaccion con P. capsici Leo. por parte de
la planta injertada y el patrén resistente M-69 pues en ambos se da la produccién
de nonanal el cual tiene propiedades fungicidas por lo que posiblemente hay un
efecto evita el crecimiento de P. capsici Leo. y la colonizacion en el patrén
resistente M-69, por otro lado se ha observado que el nonanal esta asociado a la

produccion de proteinas de resistencia PR 1, 2 y 4(Quintana y col., 2015).

En las plantas sin indculo, también se observd cambio en la produccion de
compuestos volatiles. En el patron resistente M-69 se elevé la produccion de 5,9-
Undecadien-2-ona, 6,10-dimethyl-, (Z)- (nerilacetona), 9- acido octadecandico(z)- y
nonanal; en la planta injertada se produjo 4H-1-Benzopiran-4-ona, 5,9-
Undecadien-2-ona (nerilacetonadcis-geranilacetona), carvacrol y metoxifeniloxima;
en el cultivar susceptible Sonora Anaheim se produjo 5,9-Undecadien-2-ona
(nerylacetone, cis-geranylacetone), carvacrol, isopilocarpina y nonanal. En este
caso se observa que el patdgeno afecta suprimiendo la producciéon de nonanal en

el cultivar susceptible pues se produce en ausencia de este.
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VII. CONCLUSIONES

El patrén de chile M- 69, resistente a P. capsici Leo, es compatible con el

cultivar susceptible Sonora Anaheim.

El patron de expresion genética en M-69 no fue el mismo que el presentado
en la parte aérea susceptible injertada, ni tampoco fue similar al cultivar
susceptible Sonora Anaheim, en la interaccion con Phytophthora capsici, sin
embargo, el patron de expresion de algunos genes relacionados con la
resistencia a la enfermedad, de la marchitez del chile, fue similar en el patrén
resistente M-69 y en la parte aérea injertada. Por lo tanto, los datos sugieren que
si hubo incidencia del patrén M-69 en la expresion genética de la parte aérea

susceptible injertada.

Por otra parte, el perfil de produccion de compuestos volatiles asociados a
la interaccion C. annuum-P. capsici fue diferente en las tres iteraciones, patron
resistente M-69, Sonora Anaheim y su injerto, cony sin inéculo. Sin embargo, se
generaron dos compuestos comunes, al inicio de la interaccion y al final de la
misma: metoxifeniloxima que se produjo en la planta injertada e inoculada y
nonanal que se presenté en ambos, en el patron resistente M-69 y en la parte
aérea susceptible injertada. Lo anterior sugiere que hay influencia del patrén
resistente sobre la parte aérea susceptible en la produccion de compuestos

volétiles asociados a la respuesta de defensa a Phytophthora capsici.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1

Solucién nutritiva usada en este estudio.

Para preparar 200 litros de agua

Nitrato de calcio....... 100 gramos
Cloruro de calcio....... 2 gramos
Nitrato de potasio...... 40gramos

Sulfato de potasio...... 58gramos
Nitrato de magnesio....16gramos
Sulfato de magnesio....8gramos
Acido fosférico......... 32 mililitros

Librel mix ®............. 5gramos.
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ANEXO 2
EXTRACCION DE ARN POR REACTIVO TRIZOL ®

1- Obtener en un tubo eppendorf una muestra de 100 miligramos del tejido

previamente molido con nitrogeno liquido.

2- Agregar un mililitro del Reactivo Trizol ® al tubo eppendorf que contiene la
muestra del tejido molido e incubar a temperatura ambiente por un lapso de diez

minutos.

3- Agregar 500uL de cloroformo isoamilico por cada mililitro del Reactivo Trizol ®

usado.

4- Agitar vigorosamente por 15 segundos e incubar diez minutos a temperatura

ambiente.
5-Centrifugar a 15, 000 rpm por 12 minutos a cuatro gados centigrados.
6- Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo.

7- Agregar 500uL de alcohol isopropilico y 50 pL acetato de sodio 3M por cada
mililitro del Reactivo Trizol ® usado para precipitar el ARN.

8- Mezclar por inversion e incubar 18 horas a -20 grados.

9- Centrifugar a 15, 000 rpm por 10 minutos a cuatro grados centigrados y

remover el sobre nadante.

10- Lavar la pastilla obtenida con un mililitro de etanol al 75% por cada mililitro del

Reactivo Trizol ® usado y mezclar por vortex.

11- Volver a centrifugar a 7, 500 rpm por cinco minutos a cuatro grados

centigrados.

12- Dejar secar el ARN por 10 minutos y disolver la pastilla seca en 50 pyL de agua
libre de RNAsas (agua DEPC).

13-. Almacenar a -70 grados centigrados para evitar su degradacion.
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ANEXO 3

Extraccion ARN para la elaboracién de microarreglos.

Las concentraciones obtenidas por el método del Trizol ® se muestran en el
Cuadro 3. Dichas concentraciones fueron hibridadas en el Instituto de Medicina
Gendmica para su posterior uso en la elaboracion de los microarreglos antes
mencionados. Las concentraciones se reportan en microgramos por micro litro de
extracto de ARN total.

Valores de las concentraciones de ARN obtenidas por Trizol ™

TRATAMIENTO []ARN ug/ul

M69_S/I 1435,83
M69_ClII 2218,22
INJ_S/I 1377,14
INJ_C/I 1374,92
SA_SII 1067,29
SA_ClI 1814,24
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