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RESUMEN

Capsicum chinense es una especie de importancia econdmica para la Peninsula de
Yucatén; sin embargo, los cultivos estan expuestos a diversos microorganismos
patdbgenos como los oomicetos. Los oomicetos fitopatdgenos del genero Pythium
causan diferentes sintomatologias como damping-off, pudricién de frutos y semillas
provocando pérdidas en cultivos a nivel mundial. No obstante, las plantas han
desarrollado estrategias que les permiten percibir y responder en presencia del
patdgeno; una de las sefializaciones mas importantes es la que involucra la
produccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Pero cuando existe una
liberacién excesiva de ROS estas pueden ser toxicas para la célula, Por lo que es
necesario que sean estrictamente reguladas por mecanismos antioxidantes
enzimaticos como la ascorbato peroxidasa (APX), la cual es importante para la
degradacion de ROS, ademas que puede regular vias de sefializacion involucradas
en la respuesta a patdgenos, otra enzima relacionada con la eliminacién de ROS y
la respuesta temprana a la invasion de patdégeno es la polifenol oxidasa (PPO).
Considerando la importancia de la sefializacion por ROS y su regulacion durante la
infeccion por este patdgeno, el objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion de
genes que codifican enzimas relacionadas con el estrés oxidativo en C. chinense
en respuesta a P. ultimum. Se logré la clonacién de genes ortdlogos de APX, PPO
y Actina; se realiz6 la descripcion morfolégica de P. ultimum, se determind que es
altamente patogénica tanto para plantulas como para semillas en emergencia donde
a las 96 hr las raices testigo habian crecido un promedio de 17.87% mas en
comparacion con las inoculadas. En el andlisis de expresion por PCR tiempo real
para PPO revelo la presencia de diferentes isomorfas, en contraste para APX, para
el cual fue posible la clonacion de un gen (MG911728) y el analisis de expresién en

raices C. chinense.
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ABSTRACT

Capsicum chinense is a species of economic importance for the Yucatan Peninsula;
however, the cultures are exposed to various pathogenic microorganisms such as
oomycetes. The phytopathogens oomycetes of the Pythium genus cause different
symptoms for example damping-off in fruit, seedling and seed root rot, causing
losses in crops worldwide. However, plants have developed strategies that allow
them to perceive and respond in the presence of the pathogen; One of the most
important signs is the one that involves the production of reactive oxygen species
(ROS). But when there is an excessive release of ROS these can be toxic to the cell,
S0 it is necessary to be strictly regulated by enzymatic antioxidant mechanisms as
the ascorbate peroxidase (APX), which is important for the degradation of ROS, also
that can regulate signaling pathways involved in the response to pathogens, another
enzyme related to the elimination of ROS and the early response to pathogen
invasion is Polyphenol oxidase (PPO). Considering the importance of ROS signaling
and its regulation during infection by this pathogen, the aim of this work was to
evaluate the expression of genes that encode enzymes related to oxidative stress in
C. chinense in response to P. ultimum. The cloning of orthologous genes of APX,
PPO and Actin was achieved; it was described morphologically to P. ultimum; It was
determined that it is highly pathogenic both for seedlings and seeds in emergencies
where, at 96 hours, the control roots had grown an average of 17.87% compared to
those inoculated. In the analysis of real time PCR expression for PPO revealed the
presence of different isomorphs, in contrast for APX we achieved the cloning of a
gene (MG911728) and the change of express in roots of C. chinense.
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I. INTRODUCCION

El chile habanero (Capsicum chinense, jacg.) es uno de los principales cultivos para
el estado de Yucatan; su fruto posee caracteristicas de interés comercial debido a
su alto contenido de capsaicina (Yafiez et. al., 2015). Es comercializado en el
mercado local, nacional e internacional, donde se consume en forma de salsas o
como condimento, ademas de ser emplearlo como materia prima para la extraccion
de caspicia para producir farmacos, unguentos, lociones y crema ( Ruiz-lau, 2011).
A pesar que, en 2010 el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI), otorgo
la de nominacion de origen a los estados de la Peninsula de Yucatan bajo el nombre
de “CHILE HABANERO DE LA PENINSULA DE YUCATAN’ la produccién del
estado ha ido en descenso; en el 2017 Veracruz se posicion6 como el primer
productor a nivel nacional con una produccion de 2977.7 ton. (SIAP, 2017). Por lo
gue una alternativa para aumentar la produccioén en la region es reduciendo las
pérdidas ocasionadas por los microorganismos patdégenos (Moguel-Salazar et
al.,2018).

Entre los diferentes patdgenos que se han reportado que pueden infectar las plantas
de chile habanero, y en general del género Capsicum se encuentran los oomicetos
como Pythium spp. (Nawaz et al. 2015; Shahid and Ali 2017), ocasionando la
pudricion de plantulas y frutos carnosos. Hasta el momento no existen medidas de
control que puedan proteger a los cultivos cuando las condiciones de humedad y

temperatura son favorables para el desarrollo de Pythium spp.

Para hacer frente al ataque de patdgenos y en general del estrés bidticos y abidticos
las plantas presentan un mecanismo de defensa, el cual es inducido por la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), el cual es indispensable para
procesos como el crecimiento, desarrollo, la respuesta hipersensible, la muerte
celular programada y el desencadenamiento de sefiales de traduccién, que
provocan la activacion de genes actuar de defensa de la planta (Laxalt and Munnik,
2002; Bailey y Mittler, 2006).



Considerando que la liberacion excesiva de ROS puede ocasionar dafios a la célula
que los produce (Caverzan et al. 2016) las plantas para protegerse del dafio que
puede ocasionar la explosion oxidativa y mantener el equilibrio entre la produccion
y desintoxicacion de ROS, poseen mecanismos de defensa antioxidantes
enzimaticos como la ascorbato peroxidasa (APX) y la polifenol oxidasa (PPO) (Gill
and Tuteja, 2010). El sistema antioxidante es crucial para mantener el equilibrio
celular y la respuesta antioxidante de las plantas. Por ejemplos la APX es clave en
degradacion del H202 (Caverzan et al. 2016) y PPO cataliza la hidroxilacion de
compuestos fenoles a a orto-difenoles seguido de la oxidacién de los mismos a
ortoquinonas produciendo polimeros coloreados no toxicos para la célula (Jukanti,
2017).

Considerando la importancia de la sefalizacion por ROS y su regulacion durante la
infeccion por este patdégeno y teniendo en cuenta que diferentes estudios han
demostrado que la actividad de las enzimas APX y PPO se activan en las plantas
en respuesta a la infeccion por patégenos (Gayoso et al., 2004; Jung et al., 2004;
Azarabadi et al., 2017; Kakueinezhad et al., 2018), y que en el caso de C. chinense
se desconoce el nivel de respuesta de durante la infeccion por Pythium ultimum, en
este estudio se analizo la expresion de los genes que codifican para APX y PPO;
esto con el fin desarrollar estrategias posteriores de control orientadas hacia el

mejoramiento genético de C. chinense para poder hacer frente a dicho oomiceto.



II. ANTECEDENTES

2.1 Descripcion botanica de Capsicum chinense

“Es un arbusto pequefio, su altura varia entre 45 a 75 cm en cultivo a cielo abierto
y de 75 a 120 cm en condiciones de invernadero. Presenta una raiz pivotante que
puede profundizar de 40 a 120 cm y su sistema radicular esta bien desarrollado. El
tallo generalmente glabro, presenta un crecimiento semi-determinado de forma
gruesay erecta; sus hojas son de tamario variable, lisas y de forma ovadas a ovadas
lanceoladas de 3.8 a 6.5 cm de ancho” (Smith y Heiser, 1957).

“La floracion se presenta cuando la planta empieza a ramificarse. Las flores son de
color blanco su tamafio oscila entre 1.5 a 2.5 cm de diametro de la corola, el nUmero
de pétalos y sépalos es entre cinco y siete, el numero de flores va desde una hasta
grupos de dos o mas. Sus frutos son bayas huecas y poco carnosas de tamafio de
2 a 6 cm y color verde cuando recién emergen y cuando van madurando puede
variar entre rojo naranja y amarillo; presentan de tres a cuatro I6bulos, las semillas
se encuentran alojadas en las placentas, son lisas y pequeiias, su testa es de color
café claro a oscuro y presentan un periodo de germinacién de ocho a quince dias”
(Tun-Dzul 2001) (Fig. 1).

Figura 1. Fruto de C. chinense



2.2 Importancia de C. chinense

La importancia del chile habanero radica en el fruto, el cual es exportado por México
hacia Estados Unidos donde tiene gran demanda. En la escala de Scoville (SHU)es
considerado uno de los chiles mas picantes y arométicos. Es utilizado en forma de
pastas que fungen como salsas y en fresco como un condimento (Ruiz-Lau, 2011);
sin embargo su interés no radica Unicamente en el consumo humano; sino que
posee un alto potencial para la extraccién de la capsaicina, la cual es utilizada a
nivel comercial para fabricar colorantes naturales y minerales, ademéas de ser
empleado en la industria médica y farmacéutica en forma de lociones o cremas para
aliviar dolores musculares debido a su propiedad analgésica y en la industria
quimica del chile habanero se extraen oleorresinas para la elaboracién de aerosoles
pimienta (Cedrén and Whitaker, 2013).

2.3 Produccién de Chile habanero en México

El chile habanero a pesar de ser originario de centro América; México es uno de los
principales productores con una produccion de 12,038.35 toneladas, de los cuales
casi el 75% del total nacional es producido por cinco estados Veracruz, Yucatan,
Tabasco, Nayarit y Campeche (Tabla 1).

Tabla 1. Principales productores de Chile habanero en México

Estado Produccién Rendimiento PMR $/Ton Valor de la
(Ton) Ton/ha) produccion (mdp)

Veracruz 2,977.70 23.08 16,200.62 48,240.60

Yucatan 1,633.31 10.43 20,171.42 32,946.19

Tabasco 1,598.50 10.02 14,673.75 23,455.98

Nayarit 1,462.30 21.35 23,714.52 34,677.74

Campeche 1,243.73 13.23 16,576.49 20,616.67

Datos tomados de SIAP, 2017



Un numero considerable de productores de la region depende del cultivo del chile
como fuente de ingreso. Una forma de contribuir a aumentar sus ingresos se dio en
el 2010 cuando el Instituto Mexicano de la Propiedad Intelectual le otorgo al chile
habanero la denominacion de origen (IMPI, 2010), no obstante a partir de 2012 a la
fecha la produccion de la peninsula de Yucatan ha ido en descenso, principalmente
del estado de Yucatan el cual en 2011 ocupaba el primer lugar como productor
Nacional, de 2012 a 2016 fue superado por Tabasco y en el 2017 por Veracruz
estado que produjo casi el 25% de total nacional mientras que Yucatan apenas el
13% (SIAP, 2017). La disminucioén de la produccion en el estado de Yucatan puede
atribuirse a los factores abidticos como la temperatura, escasez de agua y minerales
(Schulze et. al., 2005), pero de igual manera a las plagas y enfermedades que
pueden atacar el cultivo cuando las condiciones son favorables para la infeccion
(Martinez-Mex et al., 2018).

2.4 Principales Patogenos del Chile habanero

Entre las plagas de insectos que ataca el cultivo de chile se encuentra el barrenador
Anthonomus eugenii, el cual provoca caida de las flores y frutos y si no es controlado
puede perderse hasta el 50% de la produccién (Rodriguez-Leyva et al., 2012), Otra
de las plagas de importancia que se han encontrado en chiles y de incidencia
estacional es la mosquita blanca Bemisia tabasi vector importante de virosis (Padhi,
Maity y Chattopadhyay, 2017), ademas de la mosquita minadora Liriomyza sp y el
acaro blanco Polyphagotarsonemus latus, el cual ataca el cultivo en cualquier etapa
de desarrollo causando la muerte del mismo (Tun-Dzul José de la Cruz, 2001).
Ademas de insectos, el cultivo de chile se ve amenazado por organismos
fitopatdgenos; hongos y oomicetos como Pythium spp., los cuales pueden formar
complejos y causar grandes pérdidas en los cultivos emergentes o en plantula

después de la emergencia



2.4.1 Oomicetos

Los oomicetos son un grupo diverso de organismos eucariotas que han colonizado
muchos habitat, la mayoria de las especies conocidas son parasitos de plantas y
ocasionan enfermedades en cultivos de importancia econémica (Thines y Kamoun,
2010). Presentan una flexibilidad genética que les permite adaptarse rapidamente y
desarrollar resistencia, debido a ello, la mayoria de los fungicidas no tienen efecto
sobre ellos (Tyler, 2001).

2.4.2 Género Pythium

El género Pythium se han considerado como organismos parecidos a hongos o
pseudo-hongos (Ho, 2009), los cuales pertenece a la clase Oomycota y a la familia

Pythiaceae. (http://www.mycobank.org); se reportan 140 especies conocidas, 41

nuevas especies, ahora bien se han propuesto un total de 355 especies pero
muchas de ellas no han sido descritas formalmente (Kageyama, 2014).

La mayoria de las especies de este género son homotdlicas, sin embargo, existen
siete especies heterotalicas (Lamour y Kamoun, 2009). Son a menudo patégenos
de plantas, debido a su amplio rango de hospederos. Su distribucién es a nivel
mundial, se pueden encontrar diferentes especies en los tropicos, regiones

templadas o incluso en climas frios (Plaats-Niterink, 1981).

Se caracterizan por la produccién de oosporas de paredes gruesas, las cuales
pueden germinar y formar esporangios cuando las condiciones de humedad son
favorables, un anteridio alargado, paredes celulares compuesta de celulosa, hifas
cenociticas con ramificaciones irregulares (Schroeder et al., 2013). La mayoria de
las especies de Pytium son capaces de reproducirse tanto sexual como

asexualmente (Middleton, 1943).

La reproduccion sexual tiene lugar por medio de oogonio y anteridio (Fig. 2). El
oogonio es el 6rgano femenino, pueden ser de forma esférica a limoniformes y son
intercalares o terminales. La pared oogonial puede ser lisa o adornada con

proyecciones. El anteridio es el 6rgano masculino, consiste en una célula


http://www.mycobank.org/

anteridiana que puede ser sésil en una hifa, intercalar, o terminal en un tallo
anteridial. La célula anteridiana toca el oogonio y forma un tubo de fertilizacién que
penetra la pared oogonial. Después de la fecundacioén el contenido oogonial forma
un cigoto, la oospora. Solamente en casos raros se produce mas de una oospora

dentro de un oogonio (Plaats-Niterink, 1981).

Su reproduccién asexual se realiza por medio de zoosporangios y zoosporas (Fig.
2) (Plaats-Niterink, 1981). Los esporangios se separan del resto del micelio por una
pared transversal, en cierto punto desarrollan un tubo de descarga por donde fluye
el citoplasma, y forma una vesicula en su extremo. La vesicula esta rodeada por
una membrana donde el interior se empiezan a formar las zoosporas, la cuales se
delimitadas y comienzan a moverse, después de algun tiempo, la pared de la
vesicula desaparece y se liberan las zoosporas moviles al medio (Plaats-Niterink,
1981; Schroeder et al., 2013)

Las zoosporas se mueven a través de medios liquidos dos flagelos, los cuales le
sirven para desplazarse libremente a través del agua de riego. Estas zoosporas
actian como agentes infecciosos primarios, ya que son atraidas por los exudados
como azlcares y aminoacidos de las raices y las semillas germinantes presentando
un quimiotropismo positivo (Donaldson and Deacon, 1993), una vez que las
zoosporas tocan la superficie del hospedero se anclan a las paredes celulares e

inicia la infeccion.
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2.5 Mecanismo de Infeccidn de los Oomicetos

La germinacion de las zoosporas del oomiceto inicia cuando entra en contacto con
la planta, el patdgeno se abre paso al interior de la célula vegetal, secretando
enzimas hidroliticas hacia la pared celular de la planta y las proteinas “pathogen-
associated molecular patterns (PAMPSs), los cuales son reconocidos por los

receptores de la planta llamados “ receptores de reconocimiento de patdégeno”
(PRR), con lo que la planta inicia la defensa contra el patégeno al secretar enzimas
hidroliticas como quitinasa, glucanasa o proteasas; desencadenando la inmunidad
innata, lo que lleva a la muerte celular para evitar que el patdgeno avance. En
respuesta el patdégeno libera toxinas e inhibidores de las enzimas hidroliticas y logra

introducir hifas al tejido, una vez dentro de la planta la hifa se transforma en



haustorio, con la finalidad de absorber nutrientes y liberar proteinas efectoras, las

cuales suprimen la defensa de PRR de la planta y permiten el avance de la infeccién.

La planta de igual manera ha desarrollado una segunda linea de defensa
denominada Inmunidad desencadenada por efectores (ETI) desarrollando proteinas
de resistencia para reconocer las proteinas efectoras o su actividad, A pesar de ello,
es0 no es suficiente ya que los oomicetos han desarrollado proteinas efectoras que
no son reconocidos por la ETI, por lo que la infeccion es exitosa y el patdégeno
obtiene los nutrientes que estan disponibles en el huésped (Stassen y Ackerveken,
2011). Una vez que Pythium sp. mata y coloniza el tejido, este esporula y produce
esporangios o estructuras reproductivas para poder colonizar nuevos hospederos.
A pesar de ello existen otros mecanismos de defensas que las plantas poseen para

defenderse de los ataques de los patdgenos.

2.6 Mecanismos de defensa de las plantas

Las plantas estan constantemente sometidas a factores biéticos y abiéticos. Debido
a que estos factores en algin momento limitan su crecimiento y desarrollo, afectan
su rendimiento y produccion; esto ocurre porque la planta se encuentra en un estado
de estrés que pueden ocasionar cambios fisiologicos, anatomicos, bioquimicos y

moleculares (Walley et al., 2007)

Para contrarrestar estas afecciones las plantas poseen mecanismos de defensa que
son activados por los diferentes compuestos producidos por los patdégenos, lo cual
desencadena una cascada de sefiales de traduccion, lo que lleva a la activacién de
genes de defensa, la respuesta hipersensible (HR), la muerte celular programada,
la respuesta sistémica adquirida (SAR) (Maleck y Dietrich, 1999) y el
desencadenamiento de las ROS lo que produce una explosion oxidativa (Laxalt y
Munnik, 2002), todo ello proporciona resistencia durante la infeccion por patégenos,

dando como resultado una mejor resistencia a dicho ataque.



2.6.1 Especies reactivas de Oxigeno

Las ROS, han estado presentes desde que las cianobacterias fueron capaces de
realizar la fotosintesis hace 2700 millones de afios (Airaki, 2012). “son formas
parcialmente reducidas o activadas del oxigeno atmosférico (O2). Generalmente
provienen de la excitacion del Oz para formar al oxigeno singulete (*O2) o de la
transferencia de uno, dos o tres electrones al Oz para formar, al radical superoxido
(O2), al perdxido de hidrogeno (H202) o al radical hidroxilo (°OH)” (Rivera-Cabrera
et. al., 2008) (Tabla 2). Se producen en las plantas durante el proceso de
fotosintesis, en las mitocondrias cloroplastos y peroxisomas bajo condiciones
normales y se incrementan cuando la planta esta expuesta a condiciones
desfavorables (Airaki, 2012; Choudhury et al., 2017)

Los diferentes tipos de estrés en las plantas llevan a la sobreproduccion de ROS, lo
gue ocasiona dafos en las proteinas, los lipidos, carbohidratos y al ADN, dando
como resultado el estrés oxidativo. Las ROS influyen en la expresiéon del nimero de
genes y es por ello que controlan los procesos de crecimiento, ciclo celular, la
muerte celular programada, la respuesta de defensa contra patégenos y las

respuestas al estrés abiotico (Gill y Tuteja, 2010)

Tabla 2. Especies Reactivas de Oxigeno

Superdxido 02" Oxigeno singulete 10201Ag
Hidroperoxilo HO:2 Peroxido de Hidrogeno H202
Hidroxilo OH°
Peroxilo ROO°
Alcoxilo RO°

Fuente: (Fernandez et al., 2009; Sharma et al., 2012)
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Sin embargo, las plantas, para poder contrarrestar el dafio que ROS pueda
ocasionarles, presentan mecanismos de defensa antioxidantes (Foyer y Noctor,
2005)

2.7 Antioxidantes enzimaticos

Las plantas poseen mecanismos de defensa antioxidante, presentes cerca de los
lugares de produccion de ROS, los cuales sirven para eliminarlas y asi proteger a
las células de los dafios ocasionados por el estrés oxidativo; entre ellas se
encuentran las enzimas tal como la superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
ascorbato peroxidasa (APX), glutatiéon reductasa (GR), glutation peroxidasa (GPX),
polifenol oxidas, etc.), compuesto no enzimaticos como el acido ascorbico y

compuestos fendlicos y alcaloides (Gill and Tuteja, 2010)

2.7.1 Ascorbato Peroxidasa (APX)

La APX (E.C.1.1.11.1) es una enzima peroxidasa monomericas de 30-40 kDa de
masa molecular, es la que lleva a cabo la primera reaccion del ciclo ascorbato
glutatién, cuando reduce H202 a H20, empleado de sustrato reductor al ascorbato,
el cual se oxida a monodeshidroascorbato (MDA), se puede encontrar isoformas de
APX en los cloroplastos membrana del estroma vy tilacoides, en el citosol, las
mitocondrias y peroxisomas para regular los niveles de H20:2 (Fig. 3). Debido a esta
isoformas las plantas son capaces de usar de manera eficiente el ascorbato, el cual
es el antioxidante soluble mas abundante para la eliminacion de H202. APX es la
encargada de mantener el equilibrio de H202, modular la aclimatacion al estrés de
la planta y regular las vias de sefializacion involucradas en el desarrollo de la planta
(Maruta y Ishikawa, 2018)

Las APX cloroplastidicas de algunas plantas superiores como espinaca, se sabe
que codifican para un unico gen y sus ARNm se generan por splicing alternativos

de dos exones en el extremo 3" del gen (Ishikawa et al., 1997), mientras que en
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arroz y Arabidopsis existen dos genes que codifican para la APX de cloroplasto

(Teixeira et al., 2006).
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Figura 3. Eliminacién de ROS por APX en diferentes compartimentos

celulares

Fuente: Modificado de (Caverzan et al., 2012)

2.7.2 Polifenol Oxidasa (PPO)

Es una oxidoreductasa que cataliza dos reacciones diferentes en presencia del Oz:

la o-hidroxilacién de sustratos fendlicos actividad conocida como cresolasa

(E.C.1.14.18.1) y la oxidacion de o-difenoles a quinonas actividad catecolasa (E.C.

1.10.3.2) (Fig. 4). Estas enzimas se han relacionada con el control de los niveles de

O2: en el fotosistema Il (Sheptovitsky and Brudvig, 1996) y con la respuesta a

patdgenos (Lazarovits y Ward, 1982).

La mayoria de los PPO se ubican en los cloroplastos (Arnon, 1949), localizada

especificamente en la membrana de los tilacoides (Nicolas et al., 1994; Sommer et
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al., 1994) justo alado de los fotosistemas | y Il (Lax and Vaughn, 1991), ademas se
han reportado PPO en el citosol (Nakayama et al., 2000), en la vacuola (Ono et al.,

2006) y en mitocondrias no unidas a la membrana (Nicolas et al., 1994).

OH
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OH
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Figura 4. Mecanismo de reaccion de PPO en plantas

Fuente: Modificado de (Gacche, et. al., 2003)

Se han realizado estudios para evaluar la relaciéon de ROS y los antioxidantes
enzimaticos durante la interaccion planta-patégeno, los cuales han demostrado que
existe un aumento de la actividad de ROS en raices de plantas después de la
inoculacion, lo que sugiere que existe un incremento de la explosion oxidativa

durante dicha interaccion.

Para contrarrestar ROS en plantas de C. annum inoculadas con Phytophthora
capsici se observé que la actividad de la CAT se vio aumentada mientras que la
APX disminuyo (Gayoso et al., 2004). En Pyrus communis infectado con Erwinia
amylovora, se registraron actividades relativamente altas CAT, SOD y APX de 24 a
96 horas pos-inoculacion (Azarabadi et al., 2017). De igual manera se ha observado
un incremento en la actividad de la PPO en hojas y raices de Capsicum sp.
infectadas con Phytophthora capsici (Jung et al., 2004 y Jukanti, 2017). En jengibre
infectadas con Pythium aphanidermatum La actividad de la PPO, la lipoxigenasa y

la fenil amonio liasa aumentaron hasta 14 dias después de la inoculacion y después
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disminuyeron mientras la Peroxidasa (PO) aumenta para después disminuir
bruscamente (Ghosh, 2015). Por lo que esto sugiere que las enzimas antioxidantes
como PPO y APX, estan relacionadas con la respuesta temprana de la planta al
patdgeno y ademas son capaces de regular a las ROS compensando el estrés

oxidativo.
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ll. JUSTIFICACION

Se ha demostrado una induccion temprana y un incremento en la actividad de las
enzimas APXy PPO en plantas inoculadas con patdégenos, lo que indica que esta
enzimas se activan en respuesta a una infeccion; Sin embargo no se conoce si estas
enzimas son capaz de activarse en C. chinense en presencia de P. ultimum, y si
dicha actividad es capaz de ayudar a combatir la infeccion; conocer esto podria
ayudar a implementar estrategias orientadas hacia el mejoramiento genético para

poder combatir dicho oomiceto incluso de manera temprana.
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V HIPOTESIS

Si la actividad enzimética de APX y PPO se activa en respuesta a la infeccion por
patdgenos en plantas de Zingiber officinale, Pynus communis y Capsicum annum,
es posible que los genes que la codifican modifiquen su expresion estén presentes

en C. chinense en respuesta a la infeccién por P. ultimum
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V OBJETIVOS
5.1General

Analizar la expresion de genes que codifican enzimas relacionadas con el estrés

oxidativo en C. chinense en respuesta a la infeccion por P. ultimum.

5.2Especificos

e Clonar los genes que codifican para las enzimas ascorbato peroxidasa y
polifenol oxidasa en C. chinense.

e Describir morfolégicamente P. ultimum

e Evaluar la susceptibilidad de C. chinense durante la infeccion con P. ultimum.

¢ Identificar la expresion de los genes APX y PPO de C. chinense relacionados

con la respuesta a la infeccion por P. ultimum.
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VI ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El proyecto se dividié en cuatro etapas para su desarrollo:

1¢"ETAPA. Clonacion de los genes que codifican enzimas relacionadas con el
estrés oxidativo

Inicio con el disefio de oligos, que consistio en la busqueda y analisis in silico de
secuencias conservadas de las enzimas APX y PPO relacionadas con el género
Capsicum. Se prosiguié con la clonacion de los genes que codifican APX y PPO;
para lo que se realizé germinaciéon de semillas in vitro el mantenimiento de las
plantulas de C. chinense germinadas y el mantenimiento de la cepa de Pythium
ultimum. Posteriormente se realiz6 extraccion de ARN total de las plantulas, para
sintesis de cDNA, PCR punto final, electroforesis y purificacién de los productos
obtenidos. Los productos obtenidos de la PCR, fueron secuenciados por la empresa
Macrogen inc. las secuencias se analizaron con el software BioEdit; de igual manera
se compararon en la base de datos BLAST de la NCBI y se realiz6 el registro de la

secuencia obtenida en la base de datos de la NCBI.

2da Etapa Induccién de zoosporas P. ultimum

La cepa de P. ultimum fue resembrada en PDA, V8% clarificado y agar-agua para
su evaluacion, para cada resiembra se realizd frotis para constatar la pureza del
cultivo y para observar las estructuras morfologicas de P. ultimum, en paralelo se

inoculaban frutos de chile habanero para corroborar la patogenicidad de la cepa.

3" ETAPA Evaluacién de lasusceptibilidad de C. chinense durante lainfeccién
por P. ultimum

Para esta etapa se utilizaron raices emergentes y plantulas C. chinense la cuales
se desinfectaron y después de 7 dias se inocularon con fragmentos de micelio de
P. ultimum, se midi0 la patogenicidad y se determind el dafio a las raices
emergentes, ademas que se observé en microscopio electronico de barrido. En las

plantulas de C. chinense se les realizo la desinfeccidn de raices y la infeccion de las
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plantulas con zoosporas de P. ultimum, las raices se observaron en microscopio

optico.

4" ETAPA. Identificacidon de la expresion de genes que codifican las enzimas
APXy PPO relacionadas con la respuesta a la infeccidon por P. ultimum

Se desinfectaron semillas de C. chinense var. Chichen Itza Seminis®, la infeccion
de las raices emergentes, para después realizar la extraccion de ARN total a partir
del tejido de las raices emergentes infectadas, la sintesis de cDNA, y por ultimo se
determind la expresion de los genes que codifican las enzimas de APX y PPO por

la realizacion de la gqRT-PCR.
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VIl MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefio in silico de oligonucleétido

Elegir los oligonucle6tidos apropiados para el andlisis de expresion de los genes
gue codifican las enzimas APX, PPO y actina, es de gran importancia para la PCR,
debido a que un mal disefio de los mismos puede tener repercusiones como
amplificar fragmentos inespecificos. No se tienen reportes de cebadores para APX

y PPO en C. chinense, por lo tanto, fue necesario disefiarlos.

Se realiz6 una busqueda y seleccion in sillico de secuencias conservadas de las
enzimas APX y PPO relacionadas con el género Capsicum en la base de datos de
la National Center for Biotechnology Information (NCBI). Posteriormente se
alinearon las secuencias obtenidas con ayuda del programa en linea Multiple

sequence aligment (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), con el propdésito de

ubicar los sitios conservados de las secuencias. Seguidamente se emplearon dos

software en linea: NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cqi?LINK _LOC=BlastHome) y primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-

0.4.0/). Si bien el resultado de la RT-PCR puede ver se afectado por varios factores,
como la calidad de ARN, también es de suma importancia asegurar el disefio de los
oligos. Por lo que una vez seleccionado el tamafio y la secuencia de los oligos, estos
se analizaron con el software IDTOligoAnalyzed 3.1

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), para determinar la probabilidad de generar

estructuras secundarias como hairpin, self-dimer, hetero dimer o mismatch, luego

fueron sintetizados por la compafiia Macrogen inc.

7.2. Desinfeccion de Semillas y Cultivo in vitro de C. chinense

Las semillas de Capsicum chinense var. Chichen Itza utilizadas en este experimento

fueron de la marca seminis®.

La desinfeccion se llevdé acabo en condiciones asépticas. Primero se enjuagaron

con agua destilada estéril cuatro veces para eliminar el fungicida, después las
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semillas fueron introducidas en etanol al 80% (v/v) por 5 min, seguido de cuatro
enjuagues con agua destilada estéril y posteriormente con hipoclorito de sodio al
30% (v/v) (Cloralex® 5%), adicionando una gota de Tween 20 por 15 min con
movimientos constantes, por ultimo, se realizaron cuatro enjuagaron con agua
destilada estéril. Después de la desinfeccion las semillas, se depositaron en cajas
Petri que contenian papel filtro humedecido, se dejaron en obscuridad por 7 dias
(Bojorquez-Quintal et al., 2014).

Transcurrido los 7 dias las semillas que presentaron radicula fueron depositadas
individualmente en magentas de cristal con sustrato esterilizado en autoclave a
121°C por 20 min compuesto de 75% peat moos y 25% perlita, se les adiciono 10
ml de solucién Hoagland’s No. 2 Basal Salt Mixture (sigma-Aldrich), preparada
segun indicaciones del fabricante y diluido 1:5 v/v. Se incubaron en el cuarto de
cultivo con una temperatura de 25+2°C, 40% de humedad relativa y un fotoperiodo
de 16/8 horas

7.3 Extraccion de ARN y Sintesis de cDNA

Se tomaron plantulas de C. chinense cultivadas in vitro de 45 dias después de la
germinacion se les realiz6 una extracciéon de ARN total empleando el protocolo
TRIzol ™ Reagent (invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para
comprobar la integridad del ARN extraido, se realizdé una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio 0.5 pg/ml, y se corrié durante 35 min a
80V en camara de electroforesis (CBS, Scientific), con un marcador de masa
molecular Trackit ™ Invitrogen 100 bp. Para su digitalizacion se fotografio con un

fotodocumentador UV (High Performance UV transilluminator).

La sintesis de cDNA se realizé usando Thermo Scientific RevertAid First Strand
cDNA Synthesis kit para APX y PPO y Verso 1-step RT-PCR Hot-Start para Actina

empleado como gen de referencia, segun indicaciones del fabricante.
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7.3.1 Amplificacion por RT-PCR de APX, PPO y actina

Para la amplificacion de APX, PPO y actina (gen de referencia), se realiz6 una PCR
punto final. La reaccion se preparé en tubos de 0.2 ml con el kit Platinum® Tagq DNA
Polymerase (segun indicaciones del fabricante); La mezcla de reaccion contenia 1pl
de cada oligo (Tabla 4), 5 ul de buffer 10x PCR, 1 pl de dNTP’s 10mM, 1.5 pl de
MgCl2 50 mM, 1ul de DMSO, 0.2ul de Platinum® Taq y 2ul de la muestra de cDNA,

en un volumen final de 50ul por muestra, ajustada con agua didestilada.

Se emplearon las siguientes condiciones en el termociclador: Desnaturalizacion
inicial 94 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s,
un alineamiento de 58°C para APX, 53°C para PPO y 55°C para actina por 30 s,
una extension de 72 °C por 1min y una extension final de 72°C por 5 min. Se empledé
un testigo el cual no contenia cDNA sino agua didestilada, esto para la validacion
de la prueba de PCR. Para la comprobacion de la amplificacion de la PCR se realizé
una electroforesis en gel de agarosa con las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. La purificacion de los productos de PCR se llevd acab6 empleando
el PureLink® PCR Purification kit siguiendo las indicaciones del fabricante, las
muestras purificadas se almacenaron a -20°C y posteriormente fueron
secuenciadas por la compafila Macrogen inc. Las secuencias recibidas fueron
analizadas y limpiadas con el programa BioEdit (versidon 7.2.5); una vez que se
limpiaron las secuencias, se realiz6 un alineamiento en BLAST con otras secuencias

reportadas en la base de datos de la NCBI.

7.3.2 Optimizacion de RT- PCR

La optimizacion se realizé empleando la Platinum® Taq y las condiciones descritas
anteriormente, con variaciones Unicamente en las temperaturas de alineamiento,
donde se usaron temperaturas de 50°, 55°, 58°, 60°, 63°, 65°C, para cada uno de

los juegos de oligos de APX, PPO y actina.
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7.4 Descripcion Morfologica de P. ultimum

La cepa utilizada fue P. ultimum (P233.08) obtenida de The Czech Collection of
Phytopathogenic oomycetes bank of The Silva Tarouca Research Institute for

Landscape and Ornamental Gardening (RILOG).

Para la descripcion morfologica de la cepa, se inoculo un fragmento de micelio
(7.3mm de diametro) en el centro de la placa cada 7 dias en medio Agar dextrosa y
papa (PDA Difco™), en medio V8 5% por 30 dias y en agar-agua por 15 dias en
oscuridad a 25°C para promover la formacion de estructuras vegetativas,
reproductoras y de resistencia (. El micelio se observd en el microscopio 6ptico

(Nikon, Eclipse E200) con tincion de azul de metileno.

Para corroborar la patogenicidad de la cepa se infectaron frutos de C. chinense,
previamente esterilizados en autoclave a 121°C por 20 min; en cada una de las

resiembras que se realizaron.

7.4.1 Induccidén de zoosporas de P. ultimum

La induccién de zoosporas se realizé tomando la cepa crecida en PDA por tres dias
de edad, se corto en la periferia del cultivo fragmentos de 7.3 mm de didmetro; cada
fragmento fue colocado en cajas Petri con medio agar-V8 al 5% e incubado en
obscuridad por 7 dias en la camara bioclimatica (Aralab®) a 25°C y 60% de
humedad relativa. Transcurrido los dias, se les agregé 15 ml de agua destilada
estéril y se mantuvieron por 3 hr bajo luz indirecta; con ayuda del filo de un bisturi
se efectud un barrido del micelio (sin romper el agar-V8) y se colecto la solucion que
contenia las zoosporas en un vaso precipitado estéril (Pettitt et al.,, 2002,

modificado).

Para el conteo de las zoosporas se tomaron 10 ul de la solucion recuperada, se
depositaron en la camara de Neubauer y se observo en microscopio (Nikon, Eclipse
E200) a 40X. Para poder determinar la concentracion de zoosporas por ml se aplico

la siguiente formula:
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Concentracion (zoosporas/ml) = Numero de zoosporas x 10,000
Numero de cuadros

7.5 Evaluacion de la susceptibilidad de C. chinense durante la infeccién por
P. ultimum

Se emplearon semillas (C. chinense var. Chichen Itza seminis®) y plantulas
adquiridas en invernadero local, Las cuales fueron desinfectadas en condiciones

aséptica (Bojorquez-Quintal et al., 2014).

7.5.1 Evaluacion de la susceptibilidad en plantulas de C. chinense

Se tomaron plantulas de C. chinense de 48 dias después de la germinacion, se
elimino el exceso de sustrato golpeando lentamente las raices (Fig. 5a), después
se enjuagando con agua corriente; las raices completamente limpias (Fig. 5b),

fueron sumergidas agua destilada estéril.

Figura 5. Limpieza de raices de C. chinense. A) Eliminacién de sustrato. B)
Raiz limpia
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Para realizar la desinfeccion de las raices, estas se depositaron en una solucion de
alcohol al 80% (v/v) por 5 min, luego se enjuagaron con agua destilada estéril,
después se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 30% (v/v)
(Cloralex® 5%) adicionado con una gota de tween 20 por 15 min, se enjuagaron
nuevamente con agua destilada estéril (Bojérquez-Quintal et al., 2014) y se
depositaron en charolas de plastico con 4 L solucion Hoagland's; preparadas con
soluciones stock del 1-6 (ver anexo 1.). Se les coloc6 una bomba de aire para
oxigenar el agua y se dejaron toda la noche para corroborar su integridad antes de

la infeccion (Fig. 6).

Figura 6. Aclimatacion de Plantulas con solucién hoagland’s para posterior
infeccidén con P. ultimum

Para la infeccidon de las plantulas se preparé en una charola de plastico 3 L de agua
destilada estéril adicionada con 1.02x10* zoosporas/ml. Se tomaron 30 plantulas a
las cuales se les realizd un corte en la base del tallo con el filo de un bisturi. Se
sumergieron las raices en la solucién de zoosporas, la evaluacion se realizé a 24,
96 hy a los 7dias pos-infeccion en cultivo hidropoénico, las cuales se fotografiaron y
se observaron en el microscopio 6ptico (Nikon, Eclipse E200).

Se emplearon 30 plantulas como testigo del experimento, a las cuales se les realizé
el mismo corte en la base del tallo, y se sumergieron en 3 L de agua destilada estéril,
sin solucion de zoosporas y se evaluaron de la misma forma que las plantulas

infectadas.
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7.5.2 Evaluacién de la susceptibilidad en raices emergentes de C. chinense

Las Semillas desinfectadas se pusieron a germinar en papel filtro en obscuridad
(Bojorquez-Quintal et al., 2014); después de 7 dias en obscuridad se tomaron 46
semillas que presentaron radicula emergente las cuales se midieron (Fig. 7a 'y 7b)
y se separaron en dos tratamientos; los testigos se sumergieron en 100 ml de agua
destilada estéril y el grupo infectado se sumergieron en una solucion preparada con
el total de micelio crecido en caja petri en agar-V8 5% cortado en fragmentos y
depositado en 100ml de agua destilada estéril e incubado por un dia en cadmara
bioclimatica (Aralab®) en condiciones de obscuridad a 25°C y 60% de humedad

relativa.
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Figura 7. Raices emergentes. A) Tamafio de la radicula después de 7 dias en
obscuridad. B) Medicién de laradicula antes de la inoculacion

Cada una de las raices emergentes de los dos tratamientos fueron depositadas
individualmente en cajas Magenta® (Fig. 8) con 30 ml de medio agar, preparado
con MS (Murashigue y Skoog 4.3g, 30g de sacarosay 2.2g Phytagel). Se incubaron
en la camara bioclimatica en obscuridad y se realizé la evaluaciébn de la
susceptibilidad de C. chinense por medio de la escala de patogenicidad (Tabla 3) y

midiendo el crecimiento de la radicula a las 24 y 96 horas pos inoculacion.
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Figura 8. Semilla emergente depositada en caja magenta

Tabla 3. Escala de Evaluacién para la patogenicidad de la radicula de C.
chinense inocula con P. ultimum

Escala de Patogenicidad

Grado de Dafo Sintomas
0 Sintomas no visibles
1 Radicula ligeramente necrética 1-30%
2 La radicula necrética de 31-60%
3 La radicula necrética 61-90%

4 La radicula necrética >91%
Modificado de (Sabbagh et al.2018)

7.5.2.1 Microscopia Electrénica de Barrido

Las raices emergentes testigo e infectadas con P. ultimum después de las 24 y 96
h se fijaron en solucién FAA (Formaldehido 10%, Acido acético 5% y Etanol 50%
v/vilv), durante dos horas al vacio. Después de la fijacion el tejido se deshidratd en
gradientes de etanol al 70% dos veces por 2 min, después 85% 95% y 100% v/v por
intervalos de 15 min, para luego depositarlas en etanol al 70% (v/v). Para la
preparacion del tejido este se deposité dos veces en etanol al 100% por intervalo
de 15 min y se realizé el secado a punto critico en el secador (Tousimis Sandri-
795®), intercambiando el etanol con CO:2 liquido y CO2 gaseoso; por ultimo las
muestras se montaron en una pelicula de carbén adhesivo y se cubrieron con un
metalizado de oro (Denton Vacuum Desk II®). Las muestras se visualizaron en el
Microscopio Electronico de Barrido JEOL modelo JSM-6360LV®.
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7.6. Identificacion de la expresidon de genes que codifican para APXy PPO en

C. chinense infectado con P.ultimum

La extraccion de ARN total se realiz6 tomando los tejidos de raices emergentes
infectadas y testigo del experimento anterior en tiempo 0 y 24h y empleando el kit
ZR Plant RNA MiniPrep™, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (mencionado antes), para verificar la calidad
del ARN extraido. Se cuantifico el total de ARN obtenido, con el Quantus™
Fluorometer (Promega). Todas las muestras se ajustaron a una concentracion de
20ng/ul. Para la sintesis de cDNA se emple6 Thermo Scientific RevertAid First

Strand cDNA Synthesis kit, segun indicaciones del fabricante.

7.6.1 Condiciones de RT-qPCR

La RT-gPCR se llevé acabo en placas de 96 pozos con un sistema de PCR en
tiempo real PikoReal 96 y software PikoReal 2.1 (Thermo Scientific) utilizando el
ensayo de PCR basado en SYBR Green. Cada mezcla de reaccién contenia 10 pl
de SYBR Green Master Mix 2x (Thermo Scientific), 1 ul de cada cebador (Tabla 4)
y 3 pl de cDNA hasta un volumen final de 20 ul. Se sometié a las siguientes
condiciones: 94°C durante 2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 s, 60°C
durante 30 s, 72°C durante 1 min y una extension final de 72°C durante 5 min. Las
melting curve se analizaron a 60-95°C después de los 35 ciclos. Cada analisis se
realizé por triplicado, y el andlisis estadistico se realizé con el sofware Statgraphics
Centurion 16.1.11.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 Disefio de oligonucledtidos

De la busqueda de secuencias realizada en la base de datos de la NCBI, solo se
eligieron cinco para cada enzima, relacionadas con el género Capsicum. Dichas
secuencias se alinearon con el software en linea Multiple sequence aligment, donde
se determinaron los sitios conservados. Ubicados los sitios conservados, se tomod
una de las cinco secuencias las que presentara mas similitud con la secuencia
consenso dado por el programa; a esta secuencia se le realizé un analisis para
determinar los oligonucleétidos, con dos softwares en linea: NCBI y primer3, se
obtuvieron un total de catorce pares de oligonucleoétidos, se eligieron tres pares para
cada una de las enzimas (Tabla 4) los cuales se verificaron que se encontrara en

los sitios conservados.

Se determin6 que los oligonucleétidos disefiados de APX y PPO presentan una
delta mayor (AG) que oscila entre -3.61 a -13.19 y -1.95 a 6.76 respectivamente.
Los oligonucleétidos sintetizados presentan temperaturas de alineamiento que van
de 58.4 a 62.5 para APX, 56.4 a 58.4 PPO y 58.8 y 60.5 para actina (Tabla 4).
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Tabla 4. Secuencia de nucleétidos de los oligonucleotidos disefiados para
los ensayos de RT-gPCR de APX, PPO y Actina

Nombre Secuencia Tm Maxima
AG
APX1F TGTGCTCCTCTTATGCTCCG 60.5 -3.61
APX1R ACCTCAACAGCAACAACACG 58.4 -3.61
APX2F GCWGGTGTTGTTGCTGTTGA 58.4 -5.09
APX2R GCATCAGGCAAGCGACCTTC 62.5 -4.67
APX3F ATGCTCCGTCTHGCATGGCAC | 63.3 -8.96
APX3R CTTCCCAAGGTATGGCCACC 62.5 -13.19
PPO1F GGTCTCTATGGTGTTGCTAA 56.4 -3.14
PPO1R GGTCTCTATGGTGTTGCTAA 58.4 -6.76
PPO2F GATTACGCACCAATGCCCAC 60.5 -5.09
PPO2R GTATAGCTCCCCGCGAACTC 62.5 -6.34
PPO3F TTCTACTCAGCTGGTTTGGA 56.4 -1.95
PPO1R GGTCTCTATGGTGTTGCTAA 58.4 -6.76
*PRIMER_2_F_ACTINE | ACTGGTGTGATGGTTGGCAT 58.4 -3.43
*PRIMER_2_R_ACTINE | GATGGGAACTGTGTGGCTGA 60.4 -3.14

*Chan, 2016 no publicado.

8.2 Amplificacién de APX

Para determinar los oligonucleétidos adecuados para el analisis de expresion se
realiz6 un ensayo de amplificacion en PCR punto final donde se usaron los
oligonucleotidos APX3F y APX3R (Tabla 4), el resultado de la reaccion se presenta
en la figura 9, donde se observa en el primer carril el marcador de masa molecular,
en el segundo carril el amplificado por RT-PCR de una banda que corresponde a
395 pb aproximadamente y el ultimo carril el control negativo el cual sirvid para la

validacion de la reaccion.
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Figura9. Amplificado de APX: M) Marcador de masa molecular. APX) Amplicon
de Ascorbato peroxidasa con 365 pb aprox. Neg) Testigo negativo de la
reaccion de RT-PCR

8.2.1 Anélisis de la secuencia de APX

El fragmento obtenido de APX fue purificado y se mandé a secuenciar a la empresa
Macrogen inc. Las secuencias recibidas se analizaron y limpiaron con el programa
BioEdit, posteriormente se alinearon en el programa multAlin para corroborar su
similitud , la secuencia obtenida de 304 pb fue analizada y se realiz6 un alineamiento
(NCBI-BLAST), donde se obtuvo un 99% de identidad con ascorbato peroxidasa de
la especie C. annum y C. chinense (Tabla 5), ademas se realiz6 el cladograma
donde se observa que la secuencia analizada (en rojo) se ubica dentro del clado
gue agrupa a los miembros del género Capsicum, con lo que se confirmé que lo que
se obtuvo es APX de Capsicum (Fig. 10). La secuencia fue registrada en la base de
datos de la NCBI con el nUmero MG911728.
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Tabla 5. Analisis BLAST en la base de datos de la NCBI para el amplicén de
APX

Descripcion Total | Query E Ident Accesion
Score | Score | cover value

Capsicum annuum L- 99% | 1e-157 | 99% NM
ascobate peroxidase 1, 001325038
cytosolic-like
(LOC107873435), mRNA
Capsicum annum L- 564 564 100% 8e-157 | 99% XR
ascorbate peroxidasa 1 001675330.1
cytosolic-like

(LOC107873435), transcript
variant X3, misc, RNA

Capsicum annum L- 564 564 100% 8e-157 | 99% XM
ascorbate peroxidasa 1 016720285.1
cytosolic-like

(LOC107873435), transcript
variant X2, mRNA

Capsicum chinense CcAPX | 564 564 100% 8e-157 | 99% | AY078080.1
mMRNA for ascorbate

peroxidase partial cds
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Figura 10. Cladograma de APX. En amarillo el clado del género Capsicum y en rojo la secuencia amplificada



8.3 Amplificacion de PPO

Para determinar los oligonucle6tidos adecuados para el andlisis de expresion se
realiz6 un ensayo de amplificacion en PCR punto final (condiciones mencionadas
antes) donde se usaron los oligonucleétidos PPO1F y PPO1R (Tabla 4), el resultado
de la reaccion se presenta en la figura 11, donde se observa en el primer carril el
marcador de masa molecular, en el segundo carril el amplificado por RT-PCR con
banda que corresponde a 536 pb aproximadamente y el ultimo carril el testigo

negativo el cual sirvio para la validacion de la reaccion.

2072

1500

100

Figura 11. Amplificado de PPO: M) Marcador de masa molecular. PPO)
Amplicon de Polifenol oxidasa con 536 pb aprox. Neg) Testigo negativo de la
reaccion de RT-PCR

8.3.1 Analisis de la secuencia de PPO

El fragmento obtenido de PPO fue purificado y se mandd a secuenciar por la
empresa Macrogen inc. Las secuencias recibidas se analizaron y limpiaron con el
programa BioEdit. Se obtuvo una secuencia preliminar de 431 pb (Fig. 12), la cual
fue analizada (NCBI-BLAST), donde se encontré que presenta una similitud de 85
a 92 % con polifenol oxidasa de la especie C. annum (Tabla 5), de igual manera se

realizé el cladograma donde se observa la secuencia analizada (en rojo) se ubica
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dentro del clado que agrupa a los miembros del género Capsicum, con lo que se

confirmd que lo que se clono el gen de PPO de Capsicum (Fig. 13).

=PP0O1_Paoligo1R

GCTTAGTAGTACATCTATGGACGGGAGAAGCCACGAGTTATGAACTTGTAACTC
TTTGCCACCTATTATGTAAGCACCATTGCAATAAGCACAATGGATATTGGCTTGT
TGCTTAAACCCAAGAGGGTTTAAAGGATCGGTTTTATCAAGTTCCTTCATTTTGC
TAATGGCCAAATTGTACTTGGCAATATACTCCTCATCAGCATTTTGAGCAGGGG
AACGGATACGGAGCTTGGTCATGGTAGGAAACTTGTAGTATGGAATGTTGTCAT
AATTATCTGGAATAGGAGGGGGGCAACAACTAGGTACTATTGGACCATTTTCTA
TGATGGCTCTAGAACCATAATTTTTAACATGGGATGGTGGAAGAGTAATAGATG
ATGCTGATAAAGGTGCAGGAT CACAATAAACACCAACACCAATACCAACCA

Figura 12. Secuencia preliminar de PPO obtenida por amplificacion y

secuenciacion de cDNA de C. chinense

Tabla 6. Analisis BLAST en la base de datos de la NCBI para el amplicén de
PPO

Descripcion Max Total | Query E ldent Accesion

Score @ Score @ cover value
Capsicum annum 427 427 70% le-115 | 92% XM

polyphenol oxidase B, 016705729.1
chroloplastic-like

(LOC107860389), mMRNA

Capsicum annum protein 405 405 67% 5e-109 | 91% XM
unc-50 homolog 016684022.1
(LOC107840224) mRNA
Capsicum annum 401 401 69% 7e-108 | 91% XM
polyphenol oxidase B, 016695899.1

Choroplastic-like
(LOC107851011), mRNA
Capsicum annum 319 319 71% 4e-83 | 85% XM

polyphenol oxidase 016718232.1
B,chloroplastic-like

(LOC107871326) mRNA
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—— PREDICTED: Nicotana talssoum palyphendl aodase E, chioroplassc: like (LOC107773093), mRNA

‘ PREDICTED:N 4 y audaen E, liker (LOC 104085320), mRNA
PREDICTED: Nicotara tatmoum palyphend audise E, caragiasic ke (LOC107783348), ranscngt variant X3, mRNA

s
‘ PREDICTED: N audase £, o like {LOC104109162), mRNA
PREDICTED:N saacum paly audase E, chiaragl Wike (LOC107824853), mRNA
——  Sdanum tubsrasum fuber palyphend aodase PO (POT33 slde) mRNA, complete ods
—_——
PREDICTED: Saanum parnadli palyphenal andase B, chiorapiassc (LOC 107028583), mRNA
Sdanum pamnedia 08, g
-
Saanum ¥ S anupam payphendl andase gene, complete ods; nudes gane for chiarapiast product
Sclanum melongens Culva ravesn Y s gene, ods; nudesr gene for ciaragiast product
N~ } Sdlaum X Azad krarts apfast paly aodass gane, s, nucies gane for chiarapiast product

J PREDICTED: Capsicun annuum praten unc- 50 hamaiog (LOC107840224), mRNA

L PREDICTED: Capsicum annuum paly: andase B, chiarag! ke (LOC107851011), mRNA

171201.035_AI3_PPO1_PaigaiR a1

PREDICTED: Capmcum arvuum paly andase B, bike (LOC 107850389), mRNA

0.03

Figura 13. Cladograma para la secuencia de PPO. En amarillo el clado donde se ubica el género Capsicum y en
rojo el amplicon de PPO
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8.4 Amplificacién y Analisis de la secuencia del gen de referencia para la RT-
PCR

Para poder realizar la tercera fase del trabajo de investigacion se requirié un gen de
referencia, por lo que se selecciond Actina. Se realizé un ensayo de amplificacion
de PCR punto final con las mismas condiciones mencionadas antes y empleando
los oligonuclettidos PRIMER_2_F_ACTINE y PRIMER_2R_ACTINE (Tabla 4), el
resultado de la reaccién de RT-PCR se puede observar en la figura 14, donde se
puede apreciar en el primer carril el marcador de masa molecular, el segundo carril
el amplificado de aproximadamente 350pb y el tercer y ultimo carril, el testigo

negativo de la reaccion.

M  ACTINA Neg

2072
1500

1000

100

Figura 14. Amplic6n de Actina. M) Marcador de masa molecular, amplicén de
actina con 350 pb aprox. Neg) Testigo negativo de la reaccion de RT-PCR

El fragmento obtenido de Actina fue purificado y se mand6 a secuenciar por la
empresa Macrogen inc. Las secuencias recibidas se analizaron y limpiaron con el
programa BioEdit. Se obtuvo una secuencia consenso de 355 pb (Fig. 15), la cual
fue analizada en NCBI-BLAST, donde se encontré que representa una similitud del
99% con el gen de actina de la una secuencia parcial de la especie C. chinense
(Tabla 7), de igual forma se realizo el cladograma, donde la secuencia amplificada
(en rojo) se ubica dentro del clado que agrupa a los miembros del género Capsicum
(Fig.16).
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>ConsensusACTINE_2ACTINE

GRGAGTGGCATGGGCCAGAAAGATGCGTATGTTGGTGACGAGGCTCAATC
CAAAAGGGGTATTTTGACTTTGAAATATCCAATTGAACATGGTATTGTTAGC
AACTGGGATGACATGGAGAAGATTTGGCATCATACCTTTTACAATGAACTTC
GTGTGGCTCCAGAGGAGCACCCAGTTCTCCTCACAGAAGCTCCTCTTAACC
CAAAAGCCAATCGAGAGAAGATGACTCAGATCATGTTTGAAACCTTCAACA
CCCCTGCCRTGTATGTTGCRATTCAGGCCGTCCTTTCCCTCTATGCCAGTG
GACGTACAACTGGAATTGTGCTGGATTCTGGAGATGGTGTCAGCCCAG

Figura 15. Secuencia consenso de actina de 355pb obtenida por amplificacion
y secuenciacion de cDNA de C. chinense

Tabla 7. Analisis BLAST en la base de datos de la NCBI para el amplicon de

Actina

Descripcion

Max

Score

Total

Score

Query
cover

E

value

Ident

Accesion

PREDICTED: Capsicum 664 664 97% 0.0 99% XM
annum actin-66 016688188.1
(LOC107843797), mRNA
Capsicum chinense partial 664 664 97% 0.0 99% | AM168448.1
mMRNA (act gene)
PREDICTED: Solanum 610 610 97% 1e-170 | 97% NM
tuberosum actin-(Tom52), 001345841.1
mMRNA
PREDICTED: Solanum 610 610 97% 1le-170 | 97% XM
tuberosum actin-66 006351284.2
(LOC102597225), mRNA
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PREDICTED: Niootara aerusts acon (LOC 1092426540}, ransongt varsat X2, mRNA

PREDICTED: Nicotaya afenusta a0 (LOC 108242640), ransonpt vanarn X1, mRNA

PREDICTED: Nicabars taaoum actn-hke (LOC 107821481}, ransongst vanant X3, mRNA

PREDICTED: Nicotara tabacum actn-hike (LOC 107821481}, ranscngt vananm X2, mRNA

PREDICTED: Nicotara tomersasiarmis actn-like {LOC 104113373}, mRNA
Saianum_lycopersicun_odtvar_+3_cvamasome_10
Sclanum fycoparsscum cDNA, dane: LEFL1034AD05, HTC i bessf

Salanum hycapersaoum actn { Tam32), mRNA

Sclanum lycopersioun dvamasame ch10, camplete gename
Salarum yooperscum stan Henz 1705 dramasame 10 clane s 20314 map 10, complete saquance
¥ PREDICTED: Salanum permedis 208066 {LOC 107002272, mRNA

[— ACTINE_2ACTINE

PREDICTED: Caprmcun arvuum 208065 (LOC 107843797), mRNA

Cansicun chmense parsad mRMNA for ac8n (act gene)

0.006

Figura 16. Cladograma de la secuencia de actina. En amarillo el clado donde se ubica el género Capsicumy en rojo
el amplicon de actina
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8.5 Optimizacién de RT-PCR

Una vez corroborado que los amplificados de PCR fueron homologos para cada uno
de los genes que codifican las enzimas APX, PPO y Actina, se realiz6 una
optimizacién para la qPCR, determinar la temperatura de alineamiento adecuado
para cada uno. Para comprobar la amplificacion de los productos de PCR se realiz6
una electroforesis en gel de agarosa. Las fotografias se muestran en la figura 17a
para APX, 17b para PPO y 17c para actina. Con este experimento se acordo la
temperatura adecuada para determinar el analisis de expresion de los genes de
APX 'y PPO por RT-gPCR; se observa amplificados en todas las temperaturas, sin
embargo, se considerd 60°C como temperatura Optima para la qPCR, debido a que

es la temperatura mas acorde a la cual trabajan los oligonucledtidos.
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Figura 17. Optimizacion de la RT-PCR. A) APX, B) PPO y C) actina. Para todos
los casos M) marcador de masa molecular. 1AY 1B) cDNA a Tm de 50°C, 2Ay
2B) testigo negativo de Tm 50°C, 3A 'y 3B) cDNA a Tm de 55°C, 4A y 4B) testigo
negativo de Tm 55°C, 5A y 5B) cDNA de Tm de 58°C, 6A y 6B) Testigo negativo
de Tm de 58°C, 7A 'y 7B) cDNA de Tm de 60°C, 8A y 8B) Testigo negativo de
Tm de 60°C, 9A y 9B) cDNA de Tm de 63°C, 10A y 10B) Testigo negativo de Tm
de 63°C, 11Ay 11B) cDNA de Tm de 65°C, 12A y 12B) Testigo negativo de Tm
de 65°C. 1C) Testigo negativo de Tm de 50°C, 2C) cDNA de Tm de 50°C 3C)
Testigo negativo de Tm de 55°C, 4C) cDNA a Tm de 55°C, 5C) Testigo negativo
a Tm de 58°C, 6C) cDNAa Tm de 58°C, 7C) Testigo negativo de Tm de 60°C,
8C) cDNA de Tm de 60°C, 9C) Testigo negativo de Tm de 63°C, 10C) cDNA de
Tm de 63°C, 11C) Testigo negativo de Tm de 65°C, 12C) cDNA de Tm de 65°C.
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8.6 Descripcion Morfologica de P. ultimum en diferentes medios de

crecimiento

El crecimiento de la cepa se evalu6 en medio PDA, V8 y agar agua, medios
comunmente empleados para describir la morfologia de la colonia (Gilchrist et
al.,2005). En medio PDA se observa el crecimiento de manera irregular con el
micelio aéreo en forma algodonosa (18 A), similar al crecimiento que reporta P.
myriotylum en el mismo medio (Kageyama, et al., 1998; Kageyama, 2014), el
crecimiento en V8 (Fig.18B), no presenta un patrén especial de crecimiento, pero
es especialmente utilizado para la produccion de zoosporas (Dandurand et al.,,
1994; Wulff et al., 1998; Pettitt et al., 2002; Owen-Going et al., 2003; Hultberg et al.,
2010) y el en el medio agar agua el crecimiento es ramificado en forma de arbol
(Fig. 18 C y D) donde las hifas crecen dentro del agar, es decir denominadas
intramatriales (Middleton, 1943) y no sobre €l como sucede en el medio PDA y V8.
El agar agua es empleado para aislamiento (Tsukiboshi et al., 2007), asi como para

mantenimiento (Paulitz y Baker 1988).

El crecimiento del micelio (Fig. 19 A), se observa de forma irregular, con filamentos
cilindricos, hialinos y cenociticos (Middleton, 1943; Plaats-Niterink, 1981). De igual
manera se pueden observan hinchazones hifales (Fig. 19 B), que en P. ultimum
corresponden a los esporangios, los cuales no producen zoosporas, pero pueden

ser infectivas (Ho, 2011).

Las especies de Pythium para su clasificacion se basan en la morfologia de las
estructuras sexuales y asexuales (Plaats-Niterink, 1981). Para P. ultimum se
observaron oosporas apleréticas globosas sin ornamentaciones (Fig. 19 C); los
oogonios globosos lisos terminales (Fig. 19 D) e intercalares (Fig.19 E), estructuras
similares a las reportadas por (Cannon, 2005; Tsukiboshi et al., 2007; Schroeder et
al., 2013). La morfologia y la temperatura a la cual crecié la cepa confirma que se

trata de P. ultimum var. ultimum (Plaats-Niterink, 1981).
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Figura 18. Patron de crecimiento de P. ultimum en diferentes medios. A) En
agar dextrosay Papa, B) En V8 5% clarificado, C) Agar-agua
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Figura 19. Estructuras vegetativas y de reproducciéon de P. ultimum. A) Hifas
cenociticas con crecimiento irregular, B) inchazones hifales, C) Oosporas
aplerotica, D) Oogonio globoso terminal, E) Oogonios globosos intercalares

8.7. Evaluacién de Patogenicidad de P. ultimum en plantulas infectadas de C.

chinense

Se evaluaron plantulas en cultivo hidropoénico a los 3 dias pos-infeccion (Fig. 20 A),
el 100% presentaban sintomas caracteristicos de damping-off y root rot, tales como
doblamiento del tallo, marchitamiento y defoliacion, asi como necrosis en raices y
disminucion de las misma en comparacion de las plantulas no infectadas (20 B), en
el agua se pudo observar emergencia de hifas los cuales se sujetaban de las raices
de las plantulas de C. chinenese, los sintomas son similares a los reportados en C.
annum var. annum, C. frutescens, Zea mays, solamum tuberosum y Pinus spp. (Farr
y Rossman, 2019) y en plantas ornamentales como crisantemo (Tsukiboshi et al.,
2007), geranio y Poitessia (Del Castillo y Hausbeck, 2016)
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Figura 20. Plantulas de C, chinense en cultivo hidrop6nico con 3 dias pos-
inoculacion con zoosporas de P. ultimum. A) Plantulas testigo, B) Plantulas
infectadas con presencia de damping-off

De igual forma se observaron las raices sanas e infectadas en microscopio (Nikon,
Eclipse E200) y se fotografiaron con camara Samsun® de 10X, se aprecia |
crecimiento de abundante micelio formado por hifas extramatriacales e
intramatriacales (Middleton, 1943) a lo largo de la raiz de C. chinense (Fig. 21 By
C), presencia de clamidosporas de P. ultimum dentro y fuera del tejido de la raiz
(Fig. 21 C y D) a diferencia del testigo (Fig. 21 A) en el cual no se observa presencia
de P. ultimum. (Green y Jensen, 2000) menciona que el crecimiento hacia afuera
del micelio en las raices de las primeras plantulas infectadas es la principal forma
de inoculo de P. ultimum var. ultimum, hacia las plantulas adyacentes, lo que

provoca la propagacion de damping-off en todo el cultivo.

Por lo tanto, a los tres dias pos-infeccién con la cantidad de zoosporas empleadas
en el experimento fue suficiente para que el micelio P. ultimum creciera dentro y
fuera de las raices de C. chinense y se tuvieran los primeros sintomas de Damping-
off.

46



Figura 21. Raices de C. chinense vistas al microscopio con 3 dias pos-
inoculacion con zoosporas de P. ultimum. A) Raiz testigo, B) Hifas a lo largo
de laraiz, C Y D) Presencia de oospora en laraiz

Para los siete dias después de la infeccion los sintomas del damping-off ya eran
mAas severos con respecto a las plantas testigo (Fig. 22 A). En las plantulas
infectadas el 100% presentaba necrosis completa con desprendimiento de hojas
(Fig. 22 B), y root rot en las raices las cuales tenian presencia de micelio y se
desprendian con facilidad (Fig. 22 C), sintomas similares reportados en Euphorbia
pulcherimma, Gazania rigene, Ocimum basilium y Actinidia deliciosa después de

siete dias pos inoculacion con P.ultimum var ultimum (Palmucci, 2015)
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Figura 22. plantulas de C. chinense en cultivo hidroponico con 7 dias pos-
inoculacion con zoosporas de P. ultimum. A) Plantula testigo, B) Presencia de
damping-off, C) Presencia de root rot

Las fotografias tomadas para las raices de siete dias después de la infeccion
muestran presencia de hifas cenociticas y esporangios en la superficie de las raices
(Fig. 23 C y D), asi como presencia de ooOsporas apleroticas (Fig. 23 E), en
comparacién con las raices de las plantulas testigo que se observan completamente
sanas (Fig. 23 Ay B).

A los sietes dias pos-inoculacion es posible observar sobre el tejido de las raices
estructuras de reproduccion como esporangios, oosporas Yy la liberacion de
zoosporas, al respecto (Johnson, 1983) refiere que la generacién de zoosporas que
surgen de los esporangios formados sobre las raices infectadas en un cultivo
hidropdnico son la segunda formar de infeccion de P. ultimum para continuar la

propagacion del damping-off y el root rot.
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Figura 23. Estructura de reproduccién de P. ulimum en raices de C. chinense.
A y B) Testigo, C y D) Esporangios ovales terminales sostenidos por el
esporangioforos, E) Obspora aplerdtica
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8.7. Evaluacién de la patogenicidad de P. ultimum en raices emergentes

El grado de dafio ocasionado por P. ultimum en raices emergentes se evalud segun
la escala de patogenicidad (Tabla 3). Las raices inoculadas en emergencia a las 24
hr muestran un poco mas del 90% ubicado entre 1 y 3 de grado de dafio, en
comparacion con las raices emergentes del testigo que a las 24 hr el 95.7 % no
muestra ningun dafio. A las 96 hr el dafio en las raices emergentes inoculadas fue
de 96.47%, de las cuales el grado 2 fue el de mayor porcentaje seguido de 4, 3y 1,

en comparacion con el testigo el cual 86.96% no presenta ningun dafo (Tabla 8).

Tabla 8. Evaluacion del grado de dafio ocasionado por P. ultimum en
radicula de C. chinense ala 24y 96 h pos-inoculacion.

Grado de 24h pos-inoculacién 96h pos-inoculacién
dafio
Testigo (%)  Inoculado (%)  Testigo (%)  Inoculado (%)
0 95.7 8.7 86.96 4.35
1 4.3 43.48 13.04 8.7
2 - 30.43 - 47.83
3 - 17.39 - 13.04
4 - - - 26.09

Debido al dafio ocasionado por P. ultimum a las raices emergentes fue imposible
su desarrollo a la etapa e plantula como se observa en la figura 25, donde las
semillas testigo desarrollaron hasta formar el cotiledon (Fig. 24 A), mientras que en

las semillas inoculadas presentan dafio por root rot (Fig 24 B).
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Figura 24. Dafio en raices emergentes a las 96 hr. A) Raices testigo con
presencia del cotiledén, B) Raices con necrosis

Se realizdé la comparacion del crecimiento de las radiculas de C. chinense
inoculadas con P. ultmimum y el testigo. A las 24 y 96 hr se observa que existe una
diferencia significativa entre el crecimiento de las raices testigo y las inoculadas;
donde el promedio de crecimiento de las raices testigo a las 24 hr fue de 11% en
comparacion con las inoculadas con un 6.83 % y a las 96 hr para las raices testigo

fue de 17.87% en comparacion con 7.22% de las raices inoculadas (Fig. 25).

Lo que indica que el contacto con el micelio P. ultimum es suficiente para inhibir el
crecimiento y desarrollo de C. chinense. Similar a lo reportado por (Del Castillo y
Hausbeck, 2016) donde Pythium spp. causaron sintomas de enfermedad en las
plantulas de geranio fue altamente virulento e inhibié la germinacion de mas del
85% de las semillas. De igual manera veinte especies de Pythium causaron
damping-off en la pre emergencia en soya, con menos del 50% de germinacion en
comparacion con el testigo en el cual el 100% de germinacion (Zitnick-Anderson
and Nelson Jr, 2015).
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Figura 25. Comparacion del crecimiento de las radiculas de C. chinense
despues de lainoculacién con P. ultimum alas 24y 96 hr.

Para visualizar el dafio ocasionado por P. ultimum en raices emergentes se
observaron en el SEM, donde en la figura 26 Ay B se observa como el micelio cubre
el apice de la raiz, en un acercamiento hacia la raiz (Fig. 26 D), podemos constatar
que efectivamente es el micelio de P. ultimum, debido a su crecimiento irregular
sobre la raiz. A las 24 hr pos-inoculacién en las raices testigo se observa los pelos
radiculares y raices sin ningun dafio evidente (Fig. 27 A y B), mientras que en las
raices inoculadas se observa el crecimiento del micelio de P. ultimum vy el

rompimiento de las raices por el dafio ocasionado.

Por ultimo a las 96 hr, Gnicamente se tiene las imagenes de las raices sanas (Fig.28
Ay B), debido que el dafio ocasionada por P. ultimum era tan severo (Fig. 24 B)
que, al momento de realizar el tratamiento de montaje para poder visualizar las
fotos, las raices se disolvieron. Esto sugiere que P. ultimum es altamente

patogénico.
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Figura 26. raices de C. chinense vistas en SEM después del contacto con P. ultimum. A
y C) Raices testigo con presencia de pelos radiculares, B) Raiz cubierta con el micelio
de P. ultimum, D) Crecimiento irregulara del micelio sobre el tejido de la raiz
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Figura 27. Raices de C. chinense vistas en SEM a las 24 hr pos-inoculacion
con P. ultimum. A y B) Raices testigo, Cy D) Crecimiento irregular del micelio
sobre las raices
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Figura 28. Raices testigo de C. chinense vistas en SEM a las 96 hr.

8.8. Analisis de expresion genética de APX

El analisis de expresion para de APX del testigo no muestra diferencia significativa
con respecto al tiempo cero, sin embargo, existe un aumento significativo en las
raices inoculada a las 24 hr con respecto al tiempo cero (Fig. 29), sin embargo, el
dafio ocasionado por P. ultimum en las raices demostraron una reduccién y un
retraso en el desarrollo de C. chinense. (Nounjan, Tuan and Theerakulpisut, 2012)
reporta que en plantas de arroz expuesta a estrés por salinidad la actividad de la
APX aumento en comparacion con la SOD y POD la cuales disminuyeron, pese a
ello aun se observé inhibicion en el crecimiento de las plantulas sometidas a estrés

por salinidad.

De igual manera las plantas de sorgo expuestas a estrés por sequia, la expresion
de APX y GPX presentan una regulacion positiva en las partes aéreas de las
plantas, mientras en las raices su regulacion fue negativa (Akbudak et al., 2018),
esto sugiere que esté pasando algo similar en las plantulas de C. chinense donde
el analisis de expresién de APX no se tan alto. Todo esto indicaria que los factores
de estrés podrian inducir la expresion de los genes de APX de forma dependiente y
que la célula podria aumentar la expresion de los genes de APX para suprimir o

eliminar el factor estresante.
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Figura 29. Andlisis de la expresion genética de APX en raices de C. chinense
alas 24 hr pos-inoculacion con P. ultimum. donde letras diferentes
representan diferencia significativa

8.9 Andlisis de expresion genética de PPO

Durante el analisis de expresion por PCR tiempo real se revelo la presencia de
diferentes is6formas (Anexo 3), por lo que es posible que estemos analizando
diferentes PPO, por lo que se recomienda realizar un nuevo disefio de oligos o

realizar un nuevo alineamiento.
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IX CONCLUSIONES

El analisis y seleccion in silico de las secuencias de las enzimas APX y PPO,
permitié el disefio de oligonucleodtidos, para la amplificacion de los genes que
codifican dichas enzimas, lo que nos permitio clonar genes ortlogos de APX,
PPO y Actina utilizando los oligonucleétidos disefiados en este estudio.

Se describieron morfoldégicamente estructuras vegetativas y reproductoras
de P. ultimum las cuales se desarrollaron en medio V8; mientras que en
medio PDA y Agar agua Unicamente se desarrollé6 micelio cenocitico, con lo

gue se confirmé que la variedad empleada en este estudio fue ultimum.

El modelo de infeccién utilizado en este experimento nos permitio evaluar la
susceptibilidad de plantulas y semillas en emergencia de C. chinense
inoculadas con P. ultimum. En plantulas se observaron estructuras
reproductoras tanto dentro como fuera de las raices a partir del dia tres y
para el dia siete las plantulas ya estaban necroticas y se deshacian y en

semillas emergentes frend su desarrollo.

El analisis de expresion para APX que se observo fue significativamente
diferente al tiempo cero, mientras que para PPO se observa diferentes

isomorfas.
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X PERSPECTIVAS

Realizar hibridaciones in situ para determinar la posicion de las enzimas dentro de

la célula.

Emplear microscopio de epifluorescencia para monitorear la activacion de ROS en

plantulas infectadas y testigos.

Analizar otras enzimas relacionadas con las ROS para poder realizar un modelo de

activacion.
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XII ANEXOS

Anexo 1
Preparacion de 1L de las soluciones madres:
Macronutrientes:

1) 1.00 M NH4H2PO4, usar 1 mL/L de solucion de nutrientes
2) 1.00 M KNOs, usar mL/L de solucion de nutrientes

3) 1.00 M Ca(NOs )2 usar 4 mL/L de solucion de nutrientes
4) 1.00 M MgSO4 usar 2 mL/L de solucion de nutrientes

Micronutrientes:

Para la preparacion de los micronutrientes, se combinan las siguientes cantidades

en un litro de agua destilada, y luego se emplea 1ml/L de la mezcla madre

5) 2.86 g H3sBOs
1.81 g MnCl2 .4H20
0.22 g ZnS0O4 .7H2 O
0.08 g CuSO4 . 5H20
0.02 g H2MoOa4 . H20

6) solucién de hierro:

Se toman 26.1 g de EDTA y se disuelve en 286 ml de agua destilada, luego se
disuelve 24.9 FeS04.7H20 en 500ml de agua. Se agrega lentamente la solucion de
sulfato de hierro a la solucion de EDTA, cubrir la solucidén con papel aluminio y dejar
en agitacion toda la noche. Aforar a 1L. Agregar 0.25ml de la solucién de hierro en

1L de solucion de nutrientes.
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Anexo 2

Grafica de la Melting Curve de APX
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Anexo 3

Grafica de la Melting Curve de PPO
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