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GLOSARIO

Interaccion compatible. Es el caso de la interaccion entre una planta
susceptible y un patégeno virulento, la planta es infectada rapidamente con la
subsecuente aparicion de sintomas.

Interaccion incompatible. Es la interacciéon entre un patégeno y una planta
cuyas respuestas de defensa son eficientes para detener el avance del
patégeno sin el desarrollo de sintomas.

Crosstalking. Son los puntos en comun y las convergencias entre dos o0 mas
rutas de transduccion de sefales.
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RESUMEN

Analisis de la expresion génica durante la interaccion de jitomate y

especies silvestres con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es un fitopatoégeno
Gram-positivo causante de la enfermedad conocida como cancer bacteriano
del jitomate (Solanum lycopersicum), una enfermedad para la cual no existen
tratamientos curativos o preventivos, lo que ha provocado pérdidas economicas
importantes en México y en el mundo entero.

En este trabajo, se analizo la expresion génica de varias especies silvestres
resistentes relacionadas al jitomate como S. peruvianum LA2157, S.
peruvianum LA2172,y S. habrochaites LA2128, y una especie susceptible, con
el fin de identificar genes involucrados en las respuestas de defensa y/o
susceptibilidad. Mediante el estudio del transcriptoma con cDNA-AFLP (cDNA-
Amplified Fragment Length Polymorphism), se logré la identificacion de 403
transcritos diferencialmente expresados. Entre ellos, algunos genes mostraron
un patrén de expresion opuesto entre las especies resistentes y la susceptible,
dentro de los que se incluyen genes involucrados en la ruta de degradacion de
proteinas mediada por ubiquitina, y una peroxidasa secretoria. Estos genes
mostraron una induccion en las especies resistentes, y fueron reprimidos en la
especie susceptible, lo que sugiere una posible participacion en las etapas
tempranas de las respuestas de defensa posteriores a la infeccion por Cmm.

Los genes identificados en las especies silvestres son nuevos candidatos
para analisis funcionales posteriores para determinar su contribucion en las
respuestas de defensa contra Cmm, y determinar las bases moleculares de
incompatibilidad entre las especies silvestres resistentes y Cmm. Esto
contribuira en el desarrollo de mejores métodos de control del cancer

bacteriano del jitomate.

PALABRAS CLAVE: expresion genica, interaccion compatible, interaccion

incompatible.
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ABSTRACT

Gene expression analysis during Interaction of tomato and related wild

species with Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is a Gram-positive
bacterial pathogen causing bacterial wilt and canker of tomato (Solanum
lycopersicum), an economically important disease producing economic losses
worldwide.

In this study, gene expression analysis was conducted using several
resistant tomato-related wild species, including S. peruvianum LA2157, S.
peruvianum LA2172, and S. habrochaites LA2128, and a susceptible tomato
species, to identify genes involved in the disease response. Using cDNA-
amplified fragment length polymorphism (AFLP), 403 differentially expressed
transcripts were identified. Among those, several genes showed contrasting
expression patterns among resistant and susceptible species, including genes
involved in the ubiquitin-mediated protein degradation pathway and secretory
peroxidase. These genes were up-regulated in resistant species, but down-
regulated in susceptible species, suggesting their likely involvement in early
plant defense responses following Cmm infection.

These identified genes would serve as new candidate bacterial wilt disease
resistance genes and should be subjected to further functional analyses to
determine the molecular basis of incompatibility between wild species of tomato
and Cmm. This would then contribute to the development of more effective and
sustainable Cmm-control methods.

KEYWORDS: Compatible interaction, gene expression profiling, incompatible
interaction
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1. INTRODUCCION
1.1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
La infeccion por el patégeno Gram-positivo C. michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), causante de la enfermedad conocida como cancer
bacteriano en jitomate; ha provocado pérdidas millonarias en los estados de
San Luis Potosi, Baja California, Estado de Meéxico, Michoacan, Guanajuato,
Sinaloa, Morelos, Zacatecas; y tal es su importancia en el mundo que es una
especie sujeta a regulaciones de cuarentena internacional por parte de la Union
Europea (Commission Directive 95/4/EC) y de Estados Unidos (NAPPO) (Jahr
y col., 1999); en México es catalogada como plaga cuarentenaria grado A1 por
la Hoja de Requisitos Fitosanitarios y Norma Oficial Mexicana 007 (NOM 007).
La enfermedad es devastadora debido al movimiento sistémico de la bacteria
en el tejido vascular, lo cual ha sido demostrado recientemente con la
generacion de una cepa bioluminiscente de Cmm (Xu y col., 2010). La infeccion
de la planta ocurre a través de heridas, estomas o por el uso de semillas
contaminadas. Los sintomas son marchitez unilateral de hojas, heridas en el
fruto llamadas ojo de pajaro y el desarrollo de heridas en el tallo llamadas
chancros (Carlton y col.,, 1998; Jahr y col., 1999; Balaji y col., 2008;
Gartermann y col., 2008). Cmm es considerado como un organismo biotrofico
pero puede sobrevivir por largos periodos de tiempo cuando se asocia a restos
vegetales, lo cual constituye un foco de infeccion para el siguiente ciclo
agricola. Cmm puede ser transmitido por semillas contaminadas, que es la
causa mas comun de los brotes de Cmm (Jahr y col., 1999; Gartemann y col.,
2003).

El control quimico de la enfermedad por medio de antibiéticos, sales
cuaternarias de amonio o compuestos de cobre no es efectivo y causa estragos
en el medio ambiente. Alternativamente el uso de bacteriofagos o de las
posibles endolisinas codificadas por genes de los bacteriéfagos CMP1 y CN77
han sido propuestos como una estrategia de control, dichas proteinas
mostraron una alta especificidad de control sobre Cmm sin efectos ambientales
adversos, sin embargo este método de control biolégico aun no ha sido
implementado ampliamente en condiciones de campo (Wittmann y col., 2010).

Una disminucion en la incidencia de esta enfermedad, se ha logrado por medio
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del uso de semillas certificadas, transplantes libres de Cmm y practicas

culturales, pero estas plantas pueden infectarse posteriormente en campo (Jahr
y col., 1999).

Se sabe poco acerca de las estrategias de virulencia que utiliza Cmm
durante la infeccion; se ha reportado que los exopolisacaridos (EPS) presentes
en la pared celular, pudieran ser los responsables de los sintomas de marchitez
de hojas, sin embargo no representan un factor de patogenicidad importante
(Jahr y col., 1999; Gatermann y col., 2003). En la cepa NCPPB382 de Cmm se
ha reportado la presencia de plasmidos denominados pCM1 (con un tamaio de
27 kb) y pCM2 (con un tamarfo de 70 kb), y se ha identificado que los genes
celA, presente en el plasmido pCM1 y que codifica para una p-1,4 endocelulasa
(Jahr y col., 2000); y el gen pat1 del plasmido pCM2 que codifica una posible
serin proteasa (Dreier y col., 1997), son factores importantes de patogenicidad.
Recientemente se identificaron los genes chpC y tomA, ambos ubicados en el
cromosoma, que codifican para una posible serin proteasa con homologia al
factor de virulencia pat-7, y una endo-1,4-R-glicosidasa respectivamente; son
factores de virulencia que pueden afectar la interaccion de Cmm con la planta
(Kaup y col., 2005; Stork y col., 2008).

El analisis del genoma de Cmm, revelé que una region de 129 kb ubicada
entre los genes chpC/tomA, con un bajo contenido de G+C cercana al origen
de replicacion, es necesaria para la patogenicidad, ya que contiene genes
involucrados en el metabolismo de azucares y algunas serin proteasas que
pueden interferir con la senalizacion de las respuestas de defensa y estan
involucradas en la colonizacion de la planta (Gartemann y col., 2008).

Recientemente, se ha demostrado que existe interdependencia entre los
niveles de expresion de genes cromosomales que codifican serin-proteasas y
enzimas que degradan pared celular, con los niveles de expresion de los genes
plasmidicos celA y pat1 en Cmm, durante las primeras horas de la infeccion del
jitomate. Lo anterior sugiere la evolucion de Cmm de un estado endofitico a
uno patogénico, a través de la adquisicion horizontal de factores de virulencia
(Chalupowicz y col., 2010). Sin embargo, otros genes de Cmm necesarios para
la infeccion, colonizacion y evasion/supresion de las respuestas de defensa de
la planta se encuentran codificados en el cromosoma, ésto se muestra en la
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cepa CM100, una cepa curada de plasmidos derivada de Cmm NCPBB382,

gque es capaz de colonizar plantas de tomate sin causar sintomas de marchitez
(Meletzus y col., 1993).

1.2 Fuentes de resistencia a Cmm

A la fecha se cuentan con cultivares comerciales de jitomate resistentes a
enfermedades causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos (Arie y col.,
2007), pero no existen variedades resistentes a Cmm. Estas variedades
comerciales resistentes han sido obtenidas por mejoramiento genético
tradicional que involucra la cruza de especies silvestres de jitomate resistentes
a diversos patogenos. La obtencion de variedades resistentes a Cmm no ha
sido exitoso debido a: (i) los entrecruzamientos del jitomate con las variedades
silvestres resistentes han sido ineficientes (van Heusden y col., 1999) vy (ii)
Cmm ha mostrado una alta variabilidad genética, lo que implica que ciertas
cepas puedan tener diferente grado de virulencia en cultivares diferentes
(Kleitman y col., 2008).

Se han reportado fuentes potenciales de resistencia en L. peruvianum
LA2157 (S. peruvianum) (Van-Heusden y col., 1999) y en L. hirsutum LA407 (S.
habrochaites) (Francis y col., 2001), las cuales son especies silvestres
relacionadas a jitomate, con 3 y 2 QTLs (Quantitative Trait Loci)
respectivamente, asociados a los fenotipos de resistencia, sin embargo, no se
han caracterizado los mecanismos moleculares tempranos involucrados en los
eventos de resistencia. El analisis protedmico de S. habrochaites LA407 mostro
que el estrés oxidativo tiene un papel en las respuestas de defensa contra
Cmm (Coaker y col., 2004); sin embargo, una revision de las respuestas de
defensa en Solanaceae por Desender y col. (2007), enfatizé la importancia de
comparar las respuestas de defensa inducidas por el mismo patégeno en una
planta resistente y en una susceptible, los autores sugieren que tales
respuestas pueden depender de la velocidad de reaccidon mas que en cambios

especificos de la transcripcion y/o actividad enzimatica.

1.3 Interaccion planta-patégeno
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Los conocimientos actuales durante la interaccion de plantas con fitopatdgenos
bacterianos y los mecanismos de resistencia a enfermedades estan basados
principalmente en estudios en proteobacterias (Agrobacterium, Erwinia,
Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas), (Abramovitch y Martin, 2004;
Abramovitch y col., 2006; Jones y Dangl, 2006; Mole y col., 2007), mientras que
existe poca informacion acerca de los mecanismos moleculares durante la
interaccion de plantas con patégenos del grupo de actinobacterias (bacterias
Gram positivas) (Hogenhout y Loria, 2008; Chalupowicz y col., 2010). Con la
secuencia completa del genoma de Cmm y de otros fitopatdgenos importantes,
sera posible realizar investigacion con el fin de determinar los mecanismos de
patogénesis de fitopatégenos Gram positivos y realizar comparaciones con
otros microorganismos importantes (Setubal y col., 2005; Garterman y col.,
2008).

Cuando una planta y un patéogeno entran en contacto, ocurre una
reprogramacion de la actividad transcripcional ya que el patégeno se enfoca en
la colonizacion de los tejidos y en la utilizacion de los recursos de la planta con
fines de nutricion, mientras que la planta se adapta para la deteccion del
patégeno y defenderse, lo que implica cambios en la expresion génica y
cambios metabdlicos (Wan y col., 2002). En el caso de una defensa eficiente,
los sintomas en la planta son restringidos, el patégeno no se multiplica o
propaga y no hay desarrollo de la enfermedad (interaccion incompatible);
cuando la defensa es ineficiente la planta es rapidamente infectada, aparecen
sintomas y la planta muere (interaccion compatible). Existe una continua co-
evolucion de rutas bioquimicas entre la planta y el patéogeno, donde el
patégeno trata de evadir los mecanismos de defensa de la planta y la planta
genera compuestos que le permitan protegerse.

Con el fin de combatir tales infecciones, las plantas han desarrollado un
sistema de defensa en cada célula y otro basado en sefales sistémicas que
emanan del sitio de infeccion (Jones y Dangl, 2006). Las plantas cuentan con
tres niveles de defensa: la resistencia pasiva o basal proporcionada por
barreras fisicas y quimicas, la resistencia inducida mediada por fitohormonas y
la resistencia mediada por genes de resistencia (R).
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Planta y patégeno son especies co-evolucionadas, esto significa que las
barreras estandares de una planta pueden ser sobrepasadas por un patégeno
en particular, pero pueden bloquear con éxito el avance de otros (Baker y col.,
1997; Bishop y col.,, 2000; Wan y col, 2002). Relativamente pocos
microorganismos pueden romper los mecanismos de defensa de las plantas,
con consecuencias devastadoras en términos agronomicos y economicos,
como es el caso de Cmm en jitomate, sin embargo aun se desconoce la razén
por la cual un microorganismo puede ser altamente virulento en una especie y

puede ser no patogénico en otra especie, incluso dentro del mismo genero.

1.4 Resistencia anti-hospedero (non-host resistance).

La resistencia anti-hospedero (conocida como non host resistance), es un
complejo sistema que consiste en una serie de barreras mecanicas y quimicas;
proporciona resistencia contra patogenos en general en la mayoria de las
especies vegetales, es la forma mas comun y durable de los mecanismos de
resistencia en plantas; sin embargo, es la menos comprendida.

La comprension de la resistencia anti-hospedero es la clave para el
desarrollo de nuevas metodologias de control de enfermedades en cultivos
importantes (Mysore y Ryu, 2004).

Es posible distinguir un componente pasivo y uno inducible en la resistencia
anti-hospedero. Las defensas preformadas son el primer obstaculo para
impedir la colonizacion del tejido vegetal por un fitopatogeno potencial. La
barrera mas exterior es la cuticula cerosa, que esta formada por compuestos
derivados de acidos grasos. El proposito de la cuticula cerosa es proteger a la
planta de la desecacion y de la entrada de algun patégeno (Nurnberger y Lipka,
2005). Muchos virus, hongos y bacterias fitopatbgenos no son capaces de
atravesar esta capa y solo pueden entrar a través de heridas o aberturas
naturales, como los estomas. Si logran atravesar la cuticula, la siguiente
barrera es la pared celular que puede detener el avance de los fitopatogenos.
La pared celular consiste de (hemi-) celulosa, un polimero de -1,4 glucano y
pectina. Muchos fitopatégenos de origen fungico y bacteriano pueden degradar
la pared celular con celulasas, poligalacturonidasas y xilanasas (Mysore y Ryu,
2004).
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Ofra barrera es el citoesqueleto; los microfilamentos de actina han sido
implicados en la defensa contra las infecciones fungicas. La disrupcion del
citoesqueleto da lugar a la pérdida de la resistencia anti-hospedero en trigo,
cebada, calabaza y tabaco contra algunos hongos como Erisyphe spp,
Colletotrichum spp, Mycospharella spp y Alternaria spp (Mysore y Ryu, 2004,
Nurnberger y Lipka, 2005).

Si el patdégeno logra atravesar estas barreras mecanicas, las plantas
contienen compuestos antimicrobianos preexistentes y/o que pueden ser
inducidos en cantidades significativas como un mecanismo de defensa en
respuesta a elicitores quimicos producidos por el fitopatogeno, dentro de esos
compuestos se encuentran diversos compuestos fendlicos como los glicésidos
fendlicos, lactonas insaturadas, compuestos de sulfuro, fitoalexinas, saponinas
y glicosinolatos; que pueden ser liberados de las células vegetales mediante la
lisis de sus vacuolas, todos estos compuestos forman parte de un cocktail de
compuestos antimicrobianos que pueden ser liberados al exterior celular como
una medida de defensa (Mysore y Ryu, 2004).

Al respecto, el producto del gen tomA de Cmm, ubicado en la isla de
patogenicidad, mostré una alta similitud con proteinas conocidas como
tomatinasas de hongos, implicadas en la degradacion de la a-tomatina, una
saponina con actividad antimicrobiana producida por el jitomate; por lo que
puede considerarse como un factor de patogenicidad que facilita la invasion de
los tejidos vegetales y que permite la evasion/supresion de los mecanismos de
defensa del jitomate (Kaup y col., 2005; Bednarek y Osbourn, 2009).

Aun se desconoce si la durabilidad de la resistencia anti-hospedera es
debido al reconocimiento de elicitores microbianos generales y/o multiples, que
puedan ser reconocidos por el sistema de defensa; o por genes que puedan
actuar simultaneamente (Mysore y Ryu, 2004). La durabilidad de este tipo de
resistencia radica en que el fitopatogeno dificimente podra contrarrestar la
accion de multiples mecanismos de defensa que actuan simultaneamente.

1.5 Resistencia basal inducida
Con base en las diferentes interacciones que se han estudiado, una regla
general es que las respuestas de resistencia a patégenos biotroficos requieren
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la ruta mediada por acido salicilico (SA), mientras que las respuestas de

resistencia ante patégenos necrotroficos son mediadas por acido jasmonico

(JA) y etileno (Hammond-Kosack y Parker, 2003; O’Donnell y col., 2003; Vallad
y Goodman, 2004).

La infeccion por un patégeno puede desencadenar respuestas de defensa
tanto en tejidos proximales como distales. La resistencia sistémica adquirida
(SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR) son respuestas relacionadas
pero versiones distintas de una sola respuesta sistémica de defensa. Ambas
respuestas potencian los mecanismos de defensa, de tal forma que ante
alguna infeccion subsiguiente por el mismo o por diferente patégeno, las
respuestas de defensa son activadas rapidamente y hace a la planta mas
fuerte para defenderse (Wan y col.,, 2002; Vallad y Goodman, 2004). La
resistencia sistémica adquirida (SAR) es activada por la infeccibn por un
fitopatogeno biotréfo y se caracteriza por un incremento del SA endégeno, un
incremento en los niveles de las proteinas relacionadas a patogénesis (PRP),
el establecimiento temprano de un estrés oxidativo por parte de las especies
reactivas de oxigeno (ROS); y como consecuencia la planta presenta una
resistencia incrementada a un amplio espectro de patégenos (Wan vy col., 2002;
Vallad y Goodman, 2004). La resistencia sistémica inducida (ISR) ocurre
después de la colonizacion de la raiz por cepas catalogadas como no
patogénicas, entre ellas Pseudomonas fluorescens. Las hormonas que
participan en este tipo de resistencia son el JA y el etileno. Se ha demostrado
la ISR en diferentes especies vegetales contra varios patogenos bajo diferentes
condiciones donde la rizobacteria y el patégeno se mantienen separados
espacialmente (Vallad y Goodman, 2004) (Figura 1).

1.6 Resistencia mediada por genes de resistencia (genes R).

Una clase de resistencia muy bien estudiada es la mediada por la interaccion
del producto del gen R (resistencia) con el producto del gen Avr (avirulencia)
(Flor, 1971). La mayoria de los genes R codifican proteinas con dominios NBS-
LRR (Nucleotide Binding Site-Leucine Rich Region); el dominio NBS esta
involucrado en la hidrolisis de ATP y en el inicio de la transduccion de sefiales,

mientras que el extremo carboxilo-LRR tiene la funcion de modular la activacion
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de la transduccion de sefales y ciertos residuos de aminoacidos estan

involucrados en el reconocimiento de los fitopatogenos (Belkhadir y col., 2004)
(Fig. 2).

Jasmonate & N
Ethylene h
q RBiotic
: | | Elicitor
Jasmonate & 1
Ethylene I
[

\

Systemic Acquired Induced Systemic
Resistance (SAR) Resistance (ISR)

Abiotie/ Biotie
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Figura 1. Caracteristicas de la resistencia sistémica adquirida (SAR) y la
resistencia sistémica inducida (ISR). Tomada de Vallad y Goodman (2004).

Los genes R pueden ser agrupados funcionalmente en 5 clases en base a la
presencia de dominios adicionales: la clase CNL posee un dominio adicional
tipo espiral (coiled-coil); la clase TNL posee un dominio adicional TIR, receptor
de interleucina tipo Toll (Toll inteleukine-receptor); la clase RLP carece del
dominio NBS y en su lugar posee un dominio serina-treonina-cinasa (ser/thr
kinase) y un LRR extracelular; la clase RLK posee un dominio cinasa y un LRR
extracelular; la ultima clase involucra a aquellos genes que proporcionan

resistencia a travez de otros mecanismos (Dangl y Jones, 2001).

NBS: ATP hydrolysis and
release of the signaling potential

N-terminal LRR platform:
signaling partners involved
in the modulafion of activation C-terminal LAR platform:

Interaction platiorm for
downstream signaling partners l interaction platform for upstream activator

O o

CCorTIR NBS LAR—LRR LRR LRA

Figura 2. Caracteristicas estructurales de los dominios de los genes R.
Tomada de Belkhadir y col. (2004).

Cuando la proteina de avirulencia (Avr) de un patégeno (hongo, bacteria,
virus, nematodo, insecto) es reconocida directamente o indirectamente

(hipotesis del guardian) por la correspondiente proteina de resistencia (R)
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presente en la planta, la proteina R desencadena las respuestas de defensa de
una manera rapida y especifica contra el patéogeno, que resultan ser lo
suficientemente fuertes para detener la infeccion (Belkhadir y col., 2004). Se
han asociado con este tipo de resistencia la respuesta hipersensible (HR), que
es la muerte celular alrededor del sitio de infeccion, que permite detener el
avance del fitopatogeno; y el establecimiento posterior de la SAR (Dangl y
McDowell, 2006; DeYoung e Innes, 2006).
La hipotesis del guardian (la interaccion indirecta) implica que las proteinas
R desencadenan los mecanismos de resistencia cuando interactuan con otras
proteinas de la planta (“guardianes”), en este sentido se ha descrito que Avr
interactua en primera instancia con su proteina blanco para modificarla y crear
un ambiente favorable para la colonizacion de los tejidos vegetales (McDowell y
Woffenden, 2003; Dangl y McDowell, 2006) (Figura 3).

ﬂ)irect pathogen detecﬁon\‘ Indiirect pathogen detection‘\
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By
{ \f v
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o O ©» s> p O

N-termiral NES LRA  Phosphate ADP ATF Pathogen Efector
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L
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Figura 3. Modelos de interaccion directa e indirecta entre las proteinas R con
las proteinas Avr. Tomada de DeYoung e Innes, 2006.

Sin embargo, para que una planta pueda mantener mecanismos viables de
resistencia basados en genes R, debe existir un balance entre la rapida
evolucion de los fitopatogenos y la diversificacion de los genes que codifican
proteinas NBS-LRR (DeYoung e Innes, 2006); al respecto la resistencia
mediada por genes R puede perderse debido a mutaciones en el
correspondiente gen Avr sin perder viabilidad ni virulencia, evitando ser
reconocido por R, volviendo indetectable al fitopatbgeno (McDowell y
Woffenden, 2003).

A la fecha se han clonado varios genes R, que codifican proteinas con
estructuras conservadas, sin embargo el analisis de los genomas de
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Arabidopsis y arroz (y probablemente muchas otras especies de plantas)

revelan cientos de genes homologos a genes R (Baker y col., 1997; Jia y col.,

2000; Dangl y Jones, 2001; Wan y col., 2002; Gachomo y col.,, 2003;
Hammond-Kosack y Parker, 2003; Mysore y col., 2003).

Debido a que el producto del gen de avirulencia puede causar dafo a la
planta dependiendo de si encuentra su proteina contraparte “R”, el termino gen
de avirulencia no es considerado como adecuado por algunos autores, ya que
en interacciones compatibles, el patogeno es virulento y genera enfermedad,

por lo que se ha sugerido usar el término de efector (Hogenhout y col., 2009).

1.7 Interconexion de senales: “crosstalking”

La regulacion de la expresion de genes de defensa es fundamental en las
respuestas inducidas, por ejemplo en Arabidopsis se ha calculado que existen
aproximadamente 1,500 factores de transcripcion lo cual corresponden
aproximadamente al 5% de su genoma (Riechmann y col., 2000).

Diversos estudios han mostrado que muchos genes asociados con defensa
0 patogénesis son activados por diferentes estimulos (Cheong y col., 2002;
Durrand y col., 2000; Grennan, 2006; Hammond-Kosack y Parker, 2003; Li y
col., 2004; Robatzek y Somssich, 2002; Zaninotto y col., 2006), lo que sugiere
gue existen convergencias (cross-talking) entre las rutas de defensa, a estrés
bidtico y abidtico y las rutas mediadas por genes R. Un gen con regulacion
diferente bajo algun estimulo, puede tener contribuciones diferentes en cada
ruta.

Ya que multiples genes estan involucrados en las respuestas a diferentes
tipos de estrés, es posible que existan mecanismos que permitan la correcta
integracion de estas sefiales en una manera ordenada. Estas complejas redes
regulatorias, agonistas y antagonistas deben ser rapidamente integradas en
una sola respuesta apropiada para el tipo de estrés, estos mecanismos de
“cross-talking” son objeto de investigaciones para elucidar los mecanismos de
resistencia contra ciertos patégenos en particular (Cheong y col.,, 2002;
Hammond-Kosack y Parker, 2003; O’'Donnell y col., 2003; Li y col., 2006; van
Loon y col., 2006).
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Por otra parte, el analisis de las similitudes y diferencias de los mecanismos
moleculares entre la interaccion compatible (enfermedad) y la incompatible
(resistencia), es un punto esencial a considerar cuando se realizan estudios
acerca de una resistencia duradera a fitopatégenos. En tabaco, la evidencia
sugiere que la diferencia entre resistencia y susceptibilidad a enfermedades
radica en la cinética de las defensas mas que en su naturaleza (Desender y
col., 2007), sin embargo, no es posible generalizar este caso. La busqueda de
diferencias eventuales cuantitativas y/o cualitativas entre la interaccion
compatible y Ia incompatible es un trabajo en progreso (Polessani y col., 2008;
Ventelon-Debout y col., 2008; Wang y col., 2009; Sestili y col., 2011).

Las interacciones entre plantas y patogenos son especificas, complejas,
dinamicas y dificiles de monitorear. La identificacion de genes clave
involucrados en resistencia a enfermedades por meétodos tradicionales de
observacion de fenotipos en especies silvestres y su posterior introgresion en
cultivares comerciales, ha sido el método utilizado por los mejoradores y
requiere varios anos de trabajo; la principal desventaja del mejoramiento
tradicional es que existe la probabilidad de que los cultivares obtenidos pueden
perder otras caracteristicas como calidad del fruto, incluso el posterior
rompimiento de la resistencia por el fitopatogeno. Sin embargo, nuevas
estrategias con enfoques moleculares han sido desarrolladas para la
identificacion, caracterizacion y analisis funcional de genes involucrados en la
sefalizacion y respuesta a estrés biotico (Hammond-Kossak y Parker, 2003).

1.8 Técnicas para analizar la expresion génica

Con las tecnologias de expresion genica global, es posible la identificacion de
transcritos diferencialmente expresados y asi proponer su posible funcion en
base a su patron de expresion diferencial (Wan y col., 2002).

Las técnicas para la obtencion de perfiles de expresion génica global
resultan utiles en el estudio de la interaccion planta-patogeno, ya que permiten
la identificacion de genes potenciales involucrados en las respuestas de
defensa, y la asignacion de una posible funcion a uno o varios genes, en un
contexto espacial y temporal. Ademas, estas técnicas, generan informacion
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acerca de las redes de regulacion génica en las que los genes analizados
posiblemente participan (Wan y col., 2002; Breyne y col., 2003).

La técnica de microarreglos ha sido utilizada con éxito en un gran numero de
estudios (Wan y col., 2002). Sin embargo, su utilidad y potencial se restringen a
un numero reducido de organismos cuyos genomas o transcriptomas estan
secuenciados y en algunos casos, se limita por la ausencia de un juego
representativo de genes (Breyne y col., 2003).

Métodos alternativos para los analisis de expresion génica global basados
en amplificacion de fragmentos de transcritos por PCR, han sido utilizados con
exito en diferentes organismos (Breyne y Zabeau, 2001; Breyne y col., 2002;
Donson y col., 2002; Hammond-Kosack y Parker, 2003).

Dentro de estas técnicas, cDNA-AFLP es un método que permite la
generacion de datos cuantitativos de expresion génica de cualquier organismo.
Este método resulta ser una tecnologia robusta y sensible para el
descubrimiento de genes. La mayor ventaja que ofrece esta técnica es que no
requiere conocimiento previo de alguna secuencia, por lo que esta tecnologia
es un sistema abierto a cualquier organismo comparado con los sistemas de
expresion que requieren la disponibilidad de secuencias de genes, como los
chips de ADN (Bachem y col., 1996; Durrant y col., 2000; Vuylsteke y col.,
2007) (Figura 4).

La técnica de cDNA-AFLP se ha utilizado para la obtencion de patrones
cuantitativos de expresion génica a diferentes tiempos (Breyne y col., 2002;
Vandenabeele y col., 2003; De Paepe y col., 2004; Goossens y col., 2003; Mao
y col., 2004); y en la generacion de mapas cuantitativos de expresion génica
(expression quantitative trait loci mapping, eQTL), ya que los niveles de
expresion génica pueden ser considerados como un rasgo cuantitativo
(quantitative trait); lo cual permite identificar genes con patrones comunes de
regulacion geénica (Brugmans y col., 2002: Vuylsteke y col., 2006).

En el caso de la interaccion planta-patogeno, considerando su complejidad y
dinamismo, la técnica de cDNA-AFLP ha sido aplicada con éxito en diferentes
sistemas planta-patégeno (Durrant y col., 2000; Ditt y col., 2001; Petters y col.,
2002; Carmona y col., 2004; Borras-Hidalgo y col., 2005; Gabriéls y col., 2005).
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El objetivo del analisis de la expresion génica durante la interaccion planta-
patégeno es el entendimiento de las respuestas de defensa en plantas y el uso
de esta informacién para mejorar la resistencia de plantas a plagas y
enfermedades. Asimismo, el entendimiento de las rutas y sistemas
involucrados en resistencia y susceptibilidad en plantas, permitira modificar la
planta y hacer mas efectivas las respuestas de resistencia.

El analisis de la expresion génica en la interaccion trigo-Puccinia revelo
diferencias cuantitativas entre un genotipo susceptible y uno resistente, algunos
de los genes diferenciales encontrados estan involucrados en procesos como
fotosintesis, ubiquitinacion, transduccion de sefiales, y en la ruta de shikimato
(un predecesor de la fitohormona SA) y en el metabolismo de los
fenilpropanoides (predecesores de las fitoalexinas, compuestos con actividad
antimicrobiana). Lo que sugiere que varias rutas son afectadas por la infeccion
del patégeno, algunas de las cuales son utilizadas para la defensa (Fofana y
col., 2007).

Lund y col. (1998), reportaron que mutantes de jitomate con insensibilidad a
etileno, mostraron una reduccion de los sintomas de enfermedad producida por
Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae y Fusarium. Lo cual sugiere
que la insensibilidad a etileno en tejidos vegetativos podria proporcionar
tolerancia a un amplio numero de patégenos, sin embargo el etileno es
necesario para la maduracion de frutos como el jitomate.

Recientemente, el analisis por microarreglos durante la interaccion de
jitomate con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Balaji y col.,
2008), reveld un papel importante del etileno en el desarrollo de los sintomas
de la enfermedad, sin embargo no esta claro como es su contribucion en la
enfermedad, pero se ha reportado que el etileno puede promover el avance de
una enfermedad si se aplica durante la infeccion o después que aparecen los
sintomas (Van-Loon y col., 2006). Para el desarrollo de una estrategia de
control es necesario caracterizar algun mecanismo de resistencia efectivo
contra Cmm, como los que se encuentran en las especies silvestres S.

peruvianumy S. habrochaites.

13



IPICYT | 14

MC José Pablo Lara Avila
A VI e am RN A purification
Tuyl + Al
. Y
ds-tDNA X - [*I LT 1|=n LLS-(DH‘\S_?J“I?‘B
o e [ o e ] [~ o o 1 n:ll Dig_.slm“j-_'m'gm

lL =

COrTrT s SO TTIITSS =TT T T D Aia;lerlgﬂmn

e T T T T T 7] s Prepis

\:uqiiﬁnﬁm E:l:l:l:l:l::r,z_sﬂ G

== T PO

R e Electrogharesis
N Antoraduogragty
oot 3
i === prisssssssnsssoBgechon and panfication
from gl

Re-amplificalion by PCR.

sequance

Figura 4. Fundamento de la técnica de expresion diferencial cDNA-AFLP.

Los analisis de expresion génica en combinacion con otras herramientas
genomicas y metabolémicas, pueden tener un impacto sustancial en el
entendimiento de la interaccion planta-patégeno, lo que permitira encontrar
estrategias nuevas para el desarrollo de resistencia a enfermedades en plantas
(Wan y col., 2002; Hammond-Kosack y Parker, 2003; Gabriéls y col., 2005;
Ossowski y col., 2008).
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2. JUSTIFICACION
El jitomate (Solanum lycopersicum) es uno de los vegetales comestibles mas
populares mundialmente. Su produccion alcanzé en 2001 las 100 millones de
toneladas, siendo México uno de los principales productores a nivel mundial.

Sin embargo, su cultivo en México se ha reducido por la abundancia de
enfermedades que lo afectan, reportandose que el jitomate puede ser afectado
por 24 hongos, 7 bacterias, 10 virus, 3 viroides y multiples nematodos. Muchos
de estos patogenos tienen una distribucion mundial (Jones y col., 1991). En
San Luis Potosi, se han reportado desde hace varios afios problemas por
enfermedades por virus en Rioverde, y enfermedades bacterianas en Villa de
Arista, dentro de las que sobresale el cancer bacteriano producido por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) que es desvastadora y
ha obligado a algunos agricultores a cambiar de cultivo.

El control convencional de enfermedades bacterianas en jitomate implica el
uso de agroquimicos como compuestos derivados de cobre, sales cuaternarias
de amonio, o antibiéticos que no han resultado ser efectivos en todos los casos
en el manejo de la enfermedad y ademas provocan dafos al medio ambiente.

Una alternativa a este problema es el estudio de la base genética de las
especies silvestres de jitomate como Solanum peruvianum y S. habrochaites,
en las que se ha reportado resistencia a Cmm, de tal manera que con
estrategias de analisis de expresion diferencial de genes como cDNA-AFLP se
puedan seleccionar genes candidatos a ser transferidos a especies
comerciales y tolerar la enfermedad. Esta estrategia es dirigida, segura y mas
rapida que con las metodologias tradicionales de fitomejoramiento genético.
Ademas esta estrategia tendria un impacto ecolégico favorable al reducir el uso
de agroquimicos y por otro lado, se utilizarian recursos genéticos de especies
emparentadas y representaria un impacto econdomico benéfico directo para los
productores de jitomate.

Con el proposito del desarrollo de nuevas y mejores metodologias de control
de enfermedades, es fundamental el analisis con técnicas avanzadas de
Biologia Molecular de la interaccion del jitomate y especies silvestres
resistentes con sus diferentes patégenos
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3. HIPOTESIS
El analisis de la expresion génica de especies silvestres de jitomate resistentes,
en etapas tempranas de la infeccion por Cmm, permitira la identificacion de
genes implicados en la regulacion de los mecanismos de resistencia, con la

probabilidad de conferir resistencia a cultivares comerciales susceptibles.

4. OBJETIVO
El objetivo general es la identificacion de genes en Solanum habrochaites 2128
y Solanum peruvianum 2157 y 2172 involucrados en las respuestas de

resistencia a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

4.1 Objetivos especificos

o Obtencion del perfil de expresion génica global a 0, 8, 24 y 32 hpi, de las
especies resistentes S. habrochaites 2128, S. peruvianum 2172y 2157 y
la especie susceptible S. lycopersicum en respuesta a la infeccion de
Cmm.

o Identificacion de posibles genes clave involucrados en la resistencia a
Cmm en las especies S. habrochaites 2128 y S. peruvianum 2172 y
2157.

o Confirmacion de la expresion génica diferencial de genes candidatos.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales biologicos y protocolo de infeccion
Todo el protocolo se realizé en condiciones controladas y los desechos fueron
esterilizados. Se solicitaron semillas de S. peruvianum LA2157 al Dr. Van-
Heusden (Wageningen University) y semillas de S. habrochaites LA2128 y S.
peruvianum LA2172 al TGRC (Tomato Genetics Resource Center, University of
California, Davis). Plantas de aproximadamente 40 dias de edad (justo cuando
comenzaban a desarrollar la primera inflorescencia) de S. habrochaites
LA2128, S. peruvianum LA2157 y LA2172, y S. lycopersicum, crecidas en
condiciones de invernadero, fueron inoculadas con una suspension de Cmm
191 (IFO, Instituto de Fermentacion de Osaka) en PBS con una jeringa de
insulina en una de las primeras ramas de cada planta. La bacteria fue crecida
24 h en el medio liquido 802 (polipeptona 1g/L, extracto de levadura 2g/L,
sulfato de magnesio 0.92g/L) y se ajusté a una absorbancia de 0.2 (aprox. 1 x
10° UFC) a una longitud de onda de 600 nm. Se tomaron muestras de tejido
(tallo y hojas) cercano al punto de infeccion para extraccion de ARN total de
cada planta antes de la infeccidon (lo cual sirvi6 como control para todas las
especies: 0 horas post-infeccion (hpi) y a las 8, 24 y 32 hpi para las especies
resistentes, y 8 y 24 hpi para la susceptible; las muestras consistieron de una
mezcla de tallo y hojas para disminuir el error de muestreo. Se evalu¢ el

desarrollo de sintomas en cada planta por 22 dias post-infeccion (dpi).

5.2 Extraccion de ARN total y sintesis de cDNA doble cadena.

Para la extraccion de ARN total, se utilizdo el protocolo basado en TRizol
(Invitrogen Cat. No. 15596-026) y la purificacion se realizé con el kit “PureLink
Micro-to-Midi. Total RNA purification system” (Invitrogen Cat. No. 121183-018).
Muestras de 50-100 mg de tejido congelado fueron homogenizadas en
nitrégeno liquido, en 1 mL de TRizol Reagment (Invitrogen Cat. No. 15596-026)
en un tubo Eppendorf. El lisado preparado en el paso anterior se incubd a
temperatura ambiente por 5 minutos para permitir la completa disociacion de
complejos proteicos. Se afadio 0.2 mL de cloroformo por cada mL de TRizol
utilizado, y se agité vigorosamente por 15 segundos. Se incub¢ a temperatura

ambiente por 2-3 minutos. Las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm por
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15 minutos a 4°C. Después de la centrifugacion, la mezcla se separ6é en una
fase inferior de fenol.cloroformo, una interfase y una fase superior acuosa
conteniendo el ARN total. El volumen de esta fase fue aproximadamente 600
ML. La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo Eppendorf, y se afiadié un
volumen igual de etanol 70% y se mezclo en vortex. Se procedié con la
purificacion del ARN extraido con el kit “PureLink Micro-to-Midi. Total RNA
purification system” (Invitrogen Cat. No. 121183-018) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante, y las muestras se almacenaron a -80°C. Se
verificd en gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes la calidad del ARN
total extraido y fue cuantificado en Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, USA). Para la sintesis de la primer cadena de cDNA
(DNA complementario) se utilizé el kit SuperScript Il RT (Invitrogen Cat. No.
18064-014) con oligo dT4g, seguido de la sintesis de cDNA doble cadena (ds
cDNA) con las enzimas de E. coli RNasa H, DNA ligasa y DNA polimerasa |,
con una posterior precipitacion y purificacion con fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1), el cDNA de doble cadena fue cuantificado con Nanodrop
ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA).

5.3 cDNA-AFLP

Para los analisis de expresion génica por cDNA-AFLP, se siguio el protocolo
descrito por Vos y col. (1995) y Bachem y col. (1996), con algunas
modificaciones. 250 ng de cDNA doble cadena fueron digeridos con 10 U de
Taql (Roche, Alemania) y 10 U de Msel (Roche, Alemania) en un volumen final
de 25 pL, a 35°C por 24 h. Después de la digestion, las enzimas se inactivaron
por incubacion a 70° C por 15 min y las muestras se colocaron inmediatamente
en hielo. Fueron ligados 5 pmol del adaptador doble cadena Taql (5'-
GACGATGAGTCCTGAC 3, 5-CGGTCAGGACTCAT 3) y 50 pmol del
adaptador doble cadena Msel (5-GACGATGAGTCCTGAG 3’; 5-
TACTCAGGACTCAT 3’) a los fragmentos procedentes de la digestion
utilizando 1U de T4 DNA Ligasa (Roche, Alemania) a 16°C por 12 h. Después
se realizé una dilucion 1/10 de las ligaciones, y esta dilucion se utilizd como
templado para la preamplificacion selectiva por PCR utilizando 50 ng de los
oligo Taql+0 (GACGATGAGTCCTGACCGA) y Msel+A
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(GATGAGTCCTGAGTAAA), en un volumen final de 25 uL, las condiciones de
PCR fueron: 5 min para la desnaturalizacion inicial a 94° C seguido de 20 ciclos
a 94° C por 30 s, 56° C por 60 s, 72° C por 60 s con 7 min a 72° C de
extension final. Para la amplificacion selectiva, se utilizaron cuatro
combinaciones de oligos +2+3. Se realiz6 una dilucion 1/150 de Ia
preamplificacion, y se utilizaron las combinaciones de oligos selectivos:
Taql+TC/Msel+ACA, Taql+TC/Msel+AAC, Taql+TC/Msel+AGA,
Taql+GA/Msel+ACA; Taql+GA/Msel+AAC y Taql+GA/Msel+AGA en un
volumen final de 25 pL, las condiciones de PCR fueron: 5 min para la
desnaturalizacién inicial 2 94° C; 6 ciclos de 30sa94° C,30sa65° C,60s a
72°C; 6 ciclosde30sa94°C,30sa60°C,60sa72°C; 23 ciclosde 30 s a
94°C,30sab6°C,60sa72°C;y5b5mina72° C para la extension final. Los
productos de amplificacion fueron mezclados con 10 puL de amortiguador de
carga y separados en geles de poliacrilamida al 6.5% en condiciones
desnaturalizantes (urea 8M) en una camara de secuenciacion (BioRad, USA).
La electroforesis se llevdé a cabo en amortiguador TBE 1X (Tris-Base 0.9M,
acido borico 0.9M, EDTA 20mM, pH 8.3) a 2000 V y 90 W. EI gel fue tefiido con
nitrato de plata de acuerdo a las especificaciones del manual (Promega,
Madison, USA).

5.4 Aislamiento de bandas diferenciales y secuenciacion

Los geles tefiidos fueron escaneados y se identificaron las bandas polimorficas
basadas en ausencia, presencia o diferencia de intensidad en cada especie
analizada, y fueron cortadas del gel con bisturi con extremo cuidado para evitar
contaminacion con ofras bandas; las bandas polimoérifcas (Fragmentos
Derivados de Transcritos-Diferencialmente Expresados, DE-TDF) aisladas
fueron hidratados en 100 uL de H,O destilada estéril y se incubaron toda la
noche a temperatura ambiente. Para la reamplificacion de las DE-TDFs fueron
utilizados 5 pl de una dilucion 1:10 de cada banda y los oligos Taql+0 vy
Msel+A con 40 ciclos de PCR y las mismas condiciones de la preamplificacion;
los DE-TDFs reamplificados fueron clonados en pGEM-T-Easy (Promega,
Madison, USA) y secuenciados por el meétodo de terminacion con

dideoxinucledtidos. Las secuencias obtenidas fueron analizadas para busqueda
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de homologia en la base de datos del NCBI (Blastx;

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi); las secuencias fueron manualmente

asignadas a alguna categoria funcional en base a la literatura cientifica y a la
base de datos Uniprot (http://www.uniprot.org/). Los geles escaneados fueron

analizados con el software ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) para la

cuantificacion de la intensidad de cada DE-TDFs; el analisis de clustering
jerarquico (hierarchical clustering) se llevo a cabo con el algoritmo del promedio
de ligamiento (average linkage algorithm) y la medida de la distancia Euclidiana
(Euclidean distance measure) con el software Cluster y TreeView (Eisen y col.,
1998).

5.5 Confirmacion de expresion génica diferencial por PCR en tiempo real
(QRT-PCR)

Para la confirmacion por PCR tiempo real, se sintetizo cDNA a partir de 500 ng
de RNA total de las muestras de plantas infectadas, con el kit SuperScript I
reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las muestras de cDNA fueron
amplificadas con oligos especificos para genes, disefiados con los softwares
Primer 3.0 (Rozen y Skaletsky, 2000) y OligoCalc (Kibbe, 2007) con base en a
la secuencia de 5 DE-TDFs. La cuantificacion se desarrollé en el equipo
Applied Biosystems 7500 Fast Real time PCR system version 2.0, en formato
de 96 pozos. El programa de ciclado fue: desnaturalizacion incial 94°C 5 min;
40 ciclos de 94°C 25 s, 60°C 30 s, los experimentos fueron llevados a cabo con
el kit SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). Al término del programa
de ciclado, se afnadié una curva de disociacion para asegurar la amplificacion
de un solo producto de PCR. Los niveles de expresion fueron normalizados con
el gen ACTIN1 (NM_001155179.1). Los cambios en los niveles de expresion
fueron determinados utilizando el ciclo umbral (Ci) con el método de AAC:
(Livak y Schmittgen, 2001); cada determinacion se realizoé por duplicado y los

valores reportados representan el promedio mas la desviacion estandar.
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6. RESULTADOS
6.1 Desarrollo de sintomas por la infeccion de Cmm en las diferentes
especies de Solanum
Para la obtencion de los perfiles de expresion en las plantas resistentes (S.
habrochaites LA2128, S. peruvianum LA2157 y LA2172) y en la susceptible (S.
lycopersicum) se realizé la infeccion en la primera rama verdadera de cada
planta con la cepa Cmm 191 procedente del IFO (Institute of Fermentation of
Osaka) (Fig. 5). Para evaluar la expresion génica diferencial se tomaron
muestras de tejido vegetal para la extraccion de ARN justo antes de la infeccidon
(tempo 0) y a las 8, 24 y 32 hpi. Se consideraron estos tiempos tomando en
cuenta que en S. lycopersicum los sintomas del cancer bacteriano producido
por Cmm aparecen aproximadamente entre los 7 y 10 dpi, por lo que resulta
esencial conocer los eventos moleculares de reconocimiento y sefializacion
gue ocurren durante las primeras horas después de la infeccion en las especies
resistentes dado que estas primeras horas pueden resultar determinantes en el
desarrollo de la respuesta de defensa efectiva contra Cmm en el caso de las
especies silvestres S. habrochaites LA2128, S. peruvianum LA2157 y LA2172.
Para reducir el error de muestreo, la muestra tomada a los diferentes tiempos
en cada especie consistio en una mezcla de hojas y tallo cercanos al punto de
infeccion.

Las plantas infectadas con Cmm se monitorearon para el desarrollo de
sintomas hasta 22 dpi. En las especies silvestres S. habrochaites LA2128 y S.
peruvianum LA2172, se observaron ligeros sintomas localizados cercanos al
punto de infeccion; mientras que en S. peruvianum LA2157 no se observo el
desarrollo de sintomas de cancer bacteriano, las plantas continuaron con su
crecimiento y desarrollo normal; mientras que S. /ycopersicum mostré un ligero
sintoma de la enfermedad a 10 dpi, y a los 22 dpi los sintomas de marchitez
fueron generalizados (Figura 6). Lo anterior sugiere que S. peruviahum LA2157
posee un grado de resistencia mayor, mientras que las especies silvestres S.

habrochaites LA2128 y S. peruvianum LA2172 poseen un grado menor.
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Figura 5. Protocolo de infeccion de Cmm en plantas de Solanum de 40 dias de
edad.

Figura 6. Sintomatologia de las especies silvestres y la susceptible antes y 40
dpi. a) y b) S. peruvianum LA2157, antes y 40 dpi respectivamente; c) y d) S.
lycopersicum antes y 40 dpi respectivamente; e) y f) S. peruvianum LA2172
antes y 40 dpi respectivamente; g) y h) S. habrochaites LA2128 antes y 40 dpi
respectivamente.

6.2 Identificacion de fragmentos derivados de transcritos-
diferencialmente expresados (DE-TDFs) mediante cDNA-AFLP en las
especies de Solanum

Para la obtencion de los patrones de expresion génica por cDNA-AFLP, se

parti6 de muestras de ARN total de cada especie a las 0, 8, 24 y 32 hpij;
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posteriormente se realizo la sintesis de cDNA doble cadena (ds cDNA) con

oligo dT4s para seleccionar los RNA mensajeros (mRNA), se verifico que el ds

cDNA fuera de buena calidad mediante la amplificacion por PCR del gen

constitutivo de actina; dado que Ia integridad del ARN extraido y del cDNA

sintetizado, es esencial para el desarrollo de la metodologia de cDNA-AFLP
(Figura 7).

iﬁﬁEHuUb

(a) (b) (c) (d)

Figura 7. Controles de calidad para la técnica de cDNA-AFLP. a) Gel de
calidad del ARN total extraido, b) calidad de cadena sencilla (fs) del cDNA
sintetizado, c) amplificacion por PCR de un fragmento del gen actina, d) calidad
de doble cadena (ds) del cDNA sintetizado. M: marcador de peso molecular.
Los patrones de expresion génica consisten en un patron de bandas
(Fragmentos Derivados de Transcritos, TDFs) de cDNA cuyos tamafios van
desde 150 hasta 500 pares de bases (pb), que se obtiene para cada muestra
de cDNA doble cadena. Una de las principales ventajas de esta técnica es que
se puede aplicar a cualquier organismo sin la necesidad de conocer secuencias
de ADN, ademas de su alta reproducibilidad, versatilidad y robustez; permite la
obtencion de perfiles cuantitativos de expresion génica y su robustez ha sido
comparada con la de los microarreglos (Vuylsteke y col., 2007). Para el analisis
de la expresion génica de las especies resistentes S. habrochaites LA2128, S.
peruvianum LA2157 y LA2172; y de la susceptible S. /ycopersicum, durante su
interaccion con Cmm, se utilizaron 6 combinaciones de oligos selectivos +2+3
(Taql+TC/Msel+ACA, Taql+TC/Msel+AAC, Taql+TC/Msel+AGA,
Taql+GA/Msel+ACA; Taql+GA/Msel+AAC) con la finalidad de abarcar la mayor
parte posible del transcriptoma de cada especie. Con cada combinacion de

oligos selectivos se obtuvieron entre 20 y 30 TDFs por muestra, de las cuales
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la mayoria fueron polimoérficas (Diferencialmente Expresados). Se

seleccionaron aquellas TDFs que dentro de la serie (muestras a 0, 8, 24 y 32

hpi) de una misma planta tuvieran diferencias en su intensidad y/o estuvieran

presentes/ausentes para considerarlos como  TDFs-Diferencialmente
Expresados (DE-TDFs) (Fig. 8).

S. peruvianum LA2157 S. peruvianum LA2172 S. Iycopersicum S. habrochaites LA2128
0 8 24 32 0O 8 24 32 0 8 24 0 8 24 32

Figura 8. Seccion caracteristica de un gel de NFLP tefiido con nitrato de
plata. La flecha 1 indica un DE-TDF inducido a 8 hpi en S. peruvianum LA2157;
la flecha 2 indica un DE-TDF reprimido en S. peruvianum LA2172; la flecha 3
indica un DE-TDF con comportamiento ciclico en S. peruvianum LA2172; la
flecha 4 indica un DE-TDF inducido a 24 hpi en S. lycopersicum; la flecha 5
indica un DE-TDF inducido a 8 hpi en S. habrochaites LA2128.

En total se lograron aislar 403 DE-TDFs de los geles de AFLP tefidos con
plata; de los cuales 103 fueron encontrados en S. peruvianum LA2157, 115 en
S. peruvianum LA2172, 98 en S. habrochaites LA2128 y 87 en S. lycopersicum.
De los DE-TDFs identificados, el 47.64% fueron inducidos después de la
infeccion por Cmm, el 39.7% fueron reprimidos y el 12.65% mostraron un
comportamiento ciclico, esto significa que sus valores de expresion
incrementaron y/o disminuyeron en al menos dos tiempos (Fig. 9).
Aproximadamente 200 DE-TDFs fueron reamplificados con los oligos Taql+0 y
Msel+A; de los cuales, los que produjeron una sola banda del tamano

esperado fueron clonados y 141 DE-TDFs fueron secuenciados por duplicado.

6.3 Clasificacion funcional de genes diferencialmente expresados
De los 141 DE-TDFs secuenciados, 134 produjeron secuencias de buena
calidad (100 pb a 550 pb). Cada secuencia fue identificada por similitud

utilizando la herramienta bioinformatica BLASTx (Basic Local Alignment Search
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Tool), en la base de datos publica GenBank (non-redundant public sequence

database).

S. peruvianum LA2157 S. peruvianum LA2172
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Figura 9. Clasificacion funcional de UniGenes encontrados en las diferentes
especies de Solanum.

El 40.2% de las secuencias tuvieron homologia (mejor puntaje de similitud
con un organismo) con secuencias conocidas de plantas, el 25.3% tuvieron
homologia con secuencias no caracterizadas de plantas, el 14.1% fueron
secuencias de procariotes (secuencias no clasificadas) y el 11.1% no tuvieron
ninguna homologia (no hit) (Tabla 1). El analisis BLASTX, de los 66 DE-TDFs
con homologia a secuencias conocidas de plantas, dio lugar a 57 UniGenes;
mientras que se obtuvieron 34 DE-TDFs con homologia a secuencias no
caracterizadas de plantas. Para comparar los mecanismos moleculares de la
interaccion compatible y la incompatible entre las especies de Solanum y Cmm,
los 57 UniGenes encontrados fueron clasificados en grupos funcionales de
acuerdo a su posible funcion asignada por la base de datos UNIPROT vy la
literatura disponible (Fig. 9). Los 57 UniGenes con homologia a secuencias
conocidas de plantas fueron clasificados en los grupos funcionales: transporte,
defensa, energia, sefalizacion, metabolismo y regulacion génica (Tabla 2). Los
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datos presentados corresponden a la cuantificacion de la densidad optica en el
gel de poliacrilamida, de cada DE-TDF.

En todas las especies analizadas, se encontraron UniGenes de los grupos
funcionales de metabolismo, transporte, defensa, energia y sefalizacion;
mientras que solo se encontraron UniGenes del grupo de regulacion génica en
S. peruvianum LA2172y S. lycopersicum.

Tabla 1. Numero y clase de secuencias encontradas en las especies de
Solanum.
S. peruvianum  S. peruvianum  S. habrochaites S. Total of
LA42157 142172 LA42128 lycopersicum sequences
Characterized sequences 12 25 17 12 66 (49.2%)
Uncharacterized sequences 7 10 10 7 34 (25.3%)
Unclassified 1 6 8 4 19 (14.1%)
No Hit 4 4 5 2 15 (11.1%)
Total number of sequences 24 45 41 25
En las especies resistentes el grupo funcional correspondiente a
metabolismo tuvo el mayor numero de UniGenes inducidos, mientras que el
grupo funcional de energia tuvo el mayor numero de UniGenes reprimidos. La
especie susceptible tuvo el mayor numero de UniGenes reprimidos,
particularmente de los grupos funcionales de defensa y metabolismo (Fig. 9).
Tabla 2. Lista de UniGenes diferencialmente expresados en Solanum spp. en
etapas tempranas de la infeccion por Cmm.
Especie Acceso Anotacién E- Expresion génica
value (Densidad éptica)
TRANSPORTE Ohpi  8hpi 24hpi 32hpi
Sp2157 gb|EEF35920.1| protein transport protein sec.  3E-33 222 152 172 242
Sp2172 gb|EEF35920.1| protein transport protein sec.  4E-32 83 113 33 143
dbj| BAG16520.1 | MRP1 putative multidrug 9E-35 16.6 16.6 5.6 116
resistance-associated
protein
Sh2128 gb|EEF35920.1| protein transport protein 1E-31 6.6 116 6.8
sec23
gb|EEF32044.1| signal recognition particle 1E-25 39.75 3775 3175 28.75

protein, putative
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spla76cu2.1| PDR1 Pleiotropic drug SE-52 3141 1841 541 -0.59
resistance protein 1
Slyc gb|EEF35920.1| protein transport protein 1E-32 46 16 15.6
sec23
gb|ABB86276.1] mitochondrial processing 6E-38 7.65 535 -1135
peptidaseike
DEFENSA
5p2157 eblAAD33072.1] secretory peroxidase 6E-39 182 182 152 272
eb[EEF34729.1 trehalose-6-phosphate 1E-72 226 16.6 10.6 12.6
synthase, putative
Sp2lT2 sp|Q05538.1| Basic 30 kDa endochitinase SE-37 143 253 6.3 143
dbj[BAA10929.1] cytochrome P450 like_TBP 4E-14 203 153 173 263
Sh2128 gb|AAD33072.1) secretory peroxidase SE-40 56.75 50.75 46.75 41.75
sp|Q05538.1| Basic 30 kDa endochitinase 1E-36 4275 38.75 40.75 2475
dbj[BAA10929.1] cytochrome P450 like_TBP 1E-14 102.75 98.75 103.75 100.75
Shye sp|Q035538.1] Basic 30 kDa endochitinase 2E-36 9.6 6.6 36
gb|ABB72805.1| Perl-like family protein 1E-1 7.65 -13.35 -14.35
gb|ACH68563.1| alpha-tubulin 1E-53 41.75 3735 2345
ENERGIA
Sp2157 sp|P32980.1 ATP synthase delta chain, BE-12 -6.69 4.75 -14.45 -12.84
chloroplastic
ref|NP_001148439.1]  chlorophyll a-b binding 3E-43 0.14 -5.06 1444 -1.68
protein 2
Sp2172 sp|P23322.2) Oxygen-evolving enhancer  7E-55 -1.35 -6.35 -1.35 -0.35
proteinl, chloroplastic
gb|AAA34192.1) ribulose-1,5-bisphosphate 4E-32 435 -235 -10.35 435
carboxylase, small subunit
precursor
gb|ABY21255.1| ribulose-1,5-bisphosphate 0.02 0407 14.407 -3.993 22587
carboxylase/oxygenase
small subunit
Sh2128 ref|YP_001837389.1]  photosystem Il 3E-17 226 126 86 26
phosphoprotein
emb|CAK24966.1| chlorophyll a/b binding 2E-59 26.2 82 52 172
protein
gb|ACH54085.1) putative chlorophyll b 1E-49 13.1 80.1 714 72.6

reductase
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gb|ABY21255.1| Ribulose-1,5-bisphosphate 0.13 26 18 14 2
carboxylase/oxygenase
small subunit
gb|ABB90047.1) ATP synthase CF1 epsilon 2E-16 6.65 2.65 7.65 4.65
chain
Shyc ref|YP_001837389.1]  photosystem Il 3E-17 -1.75 -10.67 -3.06
phosphoprotein
sp|049074.1) Ribulose bisphosphate 3E-55 275 -13.05 -2.55
carboxylase/oxygenase
activase
SENALIZACION
Sp2157 NM_128064.2 protein phosphatase 2C 2E30 13.6 6.6 176 10.6
gb|AAKS2801.1] Calcium-dependent 1E-21 -6.88 5.16 6.24 1.66
protein kinase CDPK1
Sp2172 NM_115007.3 ATGLR3.5 (Glutamate SE-42 83 153 103 313
receptor 6)
ATU43377.1 Arabidopsis thaliana 1E-12 143 243 153 353
similar to GTP-binding
protein
5h2128 sp|P93213.2| 14-3-3 protein 8 2E-35 49.75 55.75 4575 2075
Sy gb|AAB37246.1] Calmodulin-binding protein 3E-44 46 16 -14
METABOLISMO
Sp2157 gb|AADG6472.1| biotin carboxylase carrier 4E-19 124 195 10.8 125
protein
gb|EEH50839.1| senescence-associated 2E-13 19.8 82 7.6 15.7
protein
gb|ACGE0665.1| basic helix-loop-helix 3E-21 -4.06 -6.06 6.04 -0.86
protein
gb|ACCE8681.1) vacuolar processing 3.00E-06 4235 59.65 51.55 66.25
enzyme 2
AF347664.1 Lycopersicon esculentum 1E-28 4.65 6.65 1.65 435
translation initiation factor
IF1 (infA)
Sp2172 ref| NP_564149.1| PBC1 (20S proteasome AE-87 27 6.3 0.7 153
beta subunit C1)
emb|CAE45567.1] SUMO E2 conjugating 1E-18 6.3 143 83 273
enzyme SCE1
gb|EEH50839.1]| senescence-associated 1E-14 53 103 23 26.3
protein
gb|EEF42045.1| amino acid binding protein, 2E-67 5.857 1207 -5.063 -0.643
putative
emb|CAB43882.1| proton pump interactor 0.009 33.75 33.75 26.75 38.75
EU161982.1 255 ribosomal RNA gene 6E-30 2375 62.75 3375 4575
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gb|ABCO1888.1| A0S ribosomal protein-like 3E-24 11.6 276 7.6 216
protein
Sh2128 gb|ACCE6148.3| cell division cycle protein 0.16 8.65 14.65 19.65 4.65
gb|EEH50839.1| senescence-associated BE-15 8.6 6.6 46
protein
dbj| BAGB0553.1| uDP- 2E-18 14.08 15.14 127 5.56

glucose:glucosyltransferase

emb|CAAB3432.1| D12 oleate desaturase 9.3 18.1 16.9 204
Shye gb|EEH50839.1]| senescence-associated 4E-07 6.5 0.4 0
protein
EU161982.1 RINA ribosomal 6E-28 322 202 272
AFAT9180.1 265 RNA ribosomal 2E-25 492 36 322
REGULACION GENICA
Sp2lT2 ref|XP_002310574.1] AP2/ERF domain- S5E-06 12.607 15.507 -6.543 15377
containing transcription
factor
Shye gb|ABK41200.1| transcriptional coactivator 3E-34 7.65 0.65 -13.35
multiprotein bridging factor

6.4 Analisis de agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering)

El método mas usado para el analisis de un grupo de datos de expresion
genica es el analisis de agrupamiento (clustering). El analisis se emplea con el
fin de visualizar grupos de genes que muestren un patron similar de expresion
a través del tiempo. Los métodos de clustering ordenan un numero de genes
en un cierto numero de grupos o clusters, con base en sus niveles de
expresion, de tal forma que dentro de un grupo existe una mayor similitud en
los patrones de expresion de los genes que lo componen, que otros que estan
fuera de dicho cluster. Por lo que, es probable que los genes agrupados dentro
del mismo cluster sean potencialmente relacionados funcionalmente.

En el clustering jerarquico cada muestra es considerada como un cluster. La
similitud es calculada entre cada par de clusters y los mas similares son
agrupados en un nuevo cluster. El procedimiento es repetido hasta que solo
queda un cluster. Para nuestro estudio, los valores de expresion de 91 DE-
TDFs de las 4 especies, con homologia a secuencias conocidas Yy
desconocidas de plantas, fueron obtenidos mediante la cuantificacion de la

intensidad de cada DE-TDF en los geles de poliacrilamida a 0, 8, 24 y 32 hpi
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mediante el software ImageJ; los valores de cada DE-TDF fueron normalizados

con el valor a 0 hpi (que corresponde al estado basal sin infeccion), para

realizar el analisis de agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering analysis)

de cada especie mediante el uso de los softwares Cluster y TreeView (Eisen y
col., 1998).

El agrupamiento jerarquico en S. peruvianum LA2172 resulto en la formacion
de 4 subgrupos (Fig. 10a), el subgrupo A mostro los UniGenes que poseen un
mayor grado de expresion; el subgrupo B tiene UniGenes que en términos
generales disminuyen sus niveles de expresion a 8 o 24 hpi, y mantienen
niveles bajos; el subgrupo C muestra UniGene con niveles de expresion
menores a los del subgrupo A pero mayores a los del subgrupo B; el subgrupo
D tiene UniGenes con un comportamiento ciclico y con picos en sus niveles de
expresion a 32 hpi. En S. peruvianum LA2157, el agrupamiento jerarquico
resultd en la formacion de 2 grupos principales (Fig. 10b), el subgrupo A
muestra UniGenes con niveles de expresion similares en todos los tiempos,
con la excepcion de los siguientes genes: Una cinasa dependiente de calcio
CDPK1 (Calcium-dependent protein kinase), que muestra induccion a 8 y 24
hpi y represion a 32 hpi; y el gen peroxidasa secretoria, que muestra represion
a 24 y 32 hpi. En S. habrochiates LA2128, se observo la formacion de 4
subgrupos (Fig 10c), el subgrupo A muestra que el UniGene tipo citocromo
P450 (cytochrome P450 like_TBP) es fuertemente expresado en todos los
momentos analizados, mientras que el UniGene de una reductasa de clorofila b
putativa (putative chlorophyll b reductase), muestra una induccién desde 8 hpi.
El subgrupo D muestra UniGenes con niveles de expresion menores a los del
subgrupo A, pero sus niveles disminuyen a 24 y 32 hpi; los subgrupos By C
muestran UniGenes con niveles de expresion mas bajos. En S. lycopersicum
se observo la formacion de 3 subgrupos con UniGenes reprimidos (Fig. 10d), el
subgrupo A muestra UniGenes con bajos niveles de expresion en todos los
tiempos, el subgrupo B muestra UniGenes con represion desde las 8 hpi, y en
el subgrupo C hay UniGenes con represion a las 24 hpi. El subgrupo D muestra
UniGenes con ligeros cambios en sus niveles de expresion similares.

En términos generales, S. peruvianum LA2157 la especie mas resistente

mostré que la mayoria de los UniGenes tuvieron niveles de expresion
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equiparables al tiempo 0; sin embargo hubo algunos que mostraron un patrén

de represion importante. Las especies S. peruvianum LA2172 y S. habrochaites

LA2128, que mostraron una reaccion de resistencia intermedia contra Cmm, no

mostraron un patron caracteristico de expresion diferencial; y la especie

susceptible S, lycopersicum mostro, principalmente, un patrén de represion a 8
y 24 hpi.

(b)
- 1 B D
1/ o
0
| B
= A

Figura 10. Analisis de agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering) de los
patrones de expresion génica diferencial de especies resistentes y susceptibles
de Solanum, ante el reto de Cmm. a) S. peruvianum LA2172, b) S. peruvianum
LA2157, c) S. habrochaites LA2128, y d) S. lycopersicum. Los colores rojo y
verde indican bajos y altos niveles de expresion respectivamente.

6.5 Validacion de la expresion diferencial por PCR en tiempo real (qQRT-
PCR)

Para validar los patrones de expresion obtenidos por cDNA-AFLP, se evaluod la
expresion de 5 UniGenes: peroxidasa secretoria, endoquitinasa de 30 kDa,
subunidad C1 beta proteosoma (PBC1), proteina asociada a resistencia a
multidrogas (MRP1), enzima de conjugacion SUMO E2 (SCE1) por qRT-PCR a

0, 8y 24 hpi, en las especies S. peruvianum LA2172, S. habrochaites LA2128 y
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S. lycopersicum, utilizando oligonucleétidos especificos disefiados en las

secuencias obtenidas de las bandas aisladas de los geles de cDNA-AFLP.

Estos 5 UniGenes fueron seleccionados en base a su homologia con genes

conocidos y por su papel en los mecanismos de defensa en plantas, reportado

en la literatura disponible. El qRT-PCR proporciono6 datos cuantitativos de como

ocurren los cambios en los niveles de expresion de los genes seleccionados

tanto en las especies resistentes como en la susceptible, en las etapas
tempranas de la infeccion por Cmm (Fig. 11).

La Figura 11 muestra la cuantificacion relativa de los UniGenes peroxidasa
secretoria, endoquitinasa basica de 30 kDa, PBC1, MRP1 y SCE1, en las
especies S. peruvianum LA2172, S. habrochaites LA2128 y S. lycopersicum. La
peroxidasa secretoria fue inducida en las especies resistentes a 8 hpi, con una
represion a niveles basales a 24 hpi; mientras que en la susceptible, hubo una
ligera represion a 8 hpi y una ligera induccion a 24 hpi.

La endoquitinasa basica de 30 kDa fue inducida a 8 hpi en las especies
resistentes, en S. habrochaites LA2128 su nivel de expresion se incrementoé en
24 hpi, mientras que en S. peruvianum LA2172 mostroé una represion a 24 hpi;
en la especie susceptible este gen mostré una represion desde 8 hpi.

El UniGen PBC1, involucrado en la degradacion de proteinas mediada por
ubiquitina, mostré una fuerte induccion en S. peruvianum LA2172 a 8 hpi, con
una importante represion a 24 hpi; mientras que fue reprimido en S.
habrochaites LA2128 desde 8 hpi; en S. lycopersicum mostré una represion a 8
hpi con una ligera induccion a 24 hpi; en este caso, los niveles de expresion en
S. lycopersicum fueron mas altos que en S. habrochaites LA2128.

MRP1, un transportador ABC involucrado en el transporte de metabolitos,
fue reprimido a 8 hpi tanto en las especies resistentes como en la susceptible,
con una ligera induccion a 24 hpi. Este patron de expresion es muy interesante,
ya que es la misma tendencia en las especies resistentes y en la susceptible,
pero con diferencias cuantitativas a 8 hpi; en este caso los niveles de expresion
de MRP1 en las especies resistentes fueron mayores que en la susceptible.

El UniGen SCEA1, involucrado en la degradacion de proteinas mediada por

ubiquitina, fue altamente inducido a 8 hpi en las especies resistentes, con una
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represion a niveles basales en 24 hpi; mientras que en la especie susceptible

no hubo cambios significativos en sus niveles de expresion.

Peraadase Endochitinase 30 kDa
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Figura 11. Validacion por gRT-PCR de UniGenes seleccionados. UniGenes
analizados: peroxidasa secretoria (gb|AAD33072.1|), endoquitinasa de 30 kDa
(sp|Q05538.1), subunidad C1 beta proteosoma (PBC1) (refl[NP_564149.1),
proteina asociada a resistencia a multidrogas (MRP1) (dbj|BAG16520.1]),
enzima de conjugacion SUMO E2 (SCE1) (emb|CAE45567.1|). Todos los datos
fueron normalizados con el nivel de expresion de actina. Los datos representan
cambios en los niveles de expresion a 8 y 24 hpi vs 0 hpi (estado basal). Se
muestra el promedio de tres réplicas y desviacion estandar.
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7. DISCUSION
7.1 Aspectos generales de la interaccion Solanum-Cmm
Los analisis de expresion génica o comunmente llamados analisis de
transcriptoma, son una herramienta poderosa en el analisis de la expresion
genica global durante la compleja y dinamica interaccion planta-patdégeno.
Reportes previos han mostrado que las especies silvestres relacionadas a
jitomate, poseen cierto grado de resistencia a Cmm (van Heusden y col., 1999;
Francis y col., 2001; Kabelka y col., 2002), por lo tanto seleccionamos los
genotipos silvestres S. peruvianum LA2157, LA2172 y S. habrochaites LA2128,
para comparar las respuestas de defensa en las etapas tempranas de la
infeccion por Cmm, entre los genotipos resistentes y el genotipo susceptible, ya
que las respuestas tempranas pueden ser determinantes para el desarrollo de
defensas posteriores efectivas contra la infeccion de fitopatégenos (Muelleborn
y col., 2011).

La sintomatologia observada en los genotipos analizados tuvo diferencias en
el grado de severidad: en S. peruvianum LA2157 los sintomas fueron minimos
(van Heusden y col.,, 1999), mientras que en S. peruvianum LA2172 y S.
habrochaites LA2128 se observaron sintomas de una forma local, es decir
cercanos al punto de infeccion, mientras que S. lycopersicum mostré los
caracteristicos sintomas generalizados de marchitez. Lo cual permiti6 comparar
las diferencias en los patrones de expresion génica durante una infeccion debil
(en S. peruvianum LA2157), una intermedia (S. peruvianum LA2172 y S.
habrochaites LA2128) y una fuerte (en S. lycopersicum).

El analisis de expresion diferencial identificoé secuencias con homologia a
plantas (aproximadamente 75%), procariotes (aproximadamente 15%) y
secuencias no reportadas en las bases de datos utilizadas (aproximadamente
10%). Un punto interesante es que cerca del 25% de las secuencias analizadas
fueron secuencias de plantas sin caracterizar, lo cual sugiere que muchos de
los genes asociados son componentes de la interaccion Solanum-Clavibacter
gue no han sido caracterizados en otras especies, y deben ser determinados
para ser estudiados en detalle. Estas secuencias podrian corresponder a
transcritos especificos de la interaccion Solanum-Clavibacter ylo a

interacciones generales con bacterias Gram-positivas.
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La tecnica de cDNA-AFLP ha sido exitosamente aplicada en el estudio de
diversos sistemas planta-patogeno y en estrés abittico (Polesani y col., 2008,
Ventelon-Debout y col., 2008, Wang y col., 2009, Cheng y col., 2010, Sestili y
col.,, 2011) y resulta menos costosa que los microarreglos. Con el uso del
protocolo de tincion de nitrato de plata, fue posible identificar y recuperar
bandas diferenciales, directamente de los geles desnaturalizantes de
poliacrilamida. El uso de 6 combinaciones de oligos selectivos +2+3 permitio
identificar transcritos diferencialmente expresados entre las especies
resistentes y la susceptible, entre diferentes especies resistentes y ademas,
entre diferentes lineas (LA2157 y LA2172) de la misma especie. La mayoria de
los UniGenes diferencialmente expresados encontrados en este trabajo, tienen
un papel claro en las respuestas de resistencia a enfermedades en otros
sistemas planta-patogeno. Ademas, algunos genes han sido asociados
principalmente con respuestas al estrés abidtico como la trehalosa-6-fosfato
sintasa, lo cual sugiere respuestas cruzadas (crosstalking) entre los
mecanismos de resistencia a Cmm vy estrés abidtico, incluso se ha reportado
crosstalking entre el desarrollo y las respuestas de defensa en plantas a través
de modificaciones epigenéticas de la cromatina (Demetriou y col., 2010). Nueva
evidencia sugiere que la resistencia anti-hospedero (non host resistance) esta
compuesta por mecanismos que se sobrelapan entre si, y de aqui, surge su
durabilidad (Mysore y Ryu, 2004).

7.2 Fotosintesis

Este trabajo reveld6 que algunos genes implicados en fotosintesis fueron
reprimidos tanto en las especies resistentes como en la susceptible, lo que
resalta la idea de que existe una relacion entre la fotosintesis y los mecanismos
de defensa a enfermedades, con una tasa de fotosintesis disminuida los
procesos celulares no esenciales podrian también disminuir, mientras que la
sintesis de metabolitos antimicrobianos, como las fitoalexinas, llega a ser una
prioridad con la finalidad de detener el avance del fitopatdgeno al menos cerca
del sitio de infeccion (Bolton, 2009). Mientras que por otro lado, una
disminucién en la tasa local fotosintética, puede provocar la acumulacion de

carbohidratos en el sitio de infeccion, particularmente hexosas, como resultado
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de un incremento de la actividad de invertasa (Bolton, 2009; Wang y col.,
2009). En este escenario, Cmm tendria una ventaja durante la interaccion
compatible, ya que la isla de patogenicidad chpC/fomA de 129 kb, contiene
numerosos genes involucrados en el metabolismo de diversos carbohidratos

(Gatermann y col., 2008).

7.3 Senescencia y etileno

Un transcrito con homologia a una proteina asociada a senescencia fue
encontrado en todas las especies, en S. peruvianum LA2172 y S. habrochaites
LA2128 fue inducido, mientras que en S. peruvianum LA2157 y S. lycopersicum
fue reprimido. Al respecto es posible afirmar que la senescencia prematura
puede ser inducida por diversos factores, entre ellos la infeccion de un
patégeno o un descenso en la tasa fotosintética (Espinoza y col., 2007; Quirino
y col., 1999; Quirino y col., 2000). La muerte celular puede ser una liga entre
las respuestas de defensa, los eventos de senescencia y los efectos del
etileno, mientras que el etileno tiene papeles importantes tanto en las
respuestas de resistencia (Meng y col., 2010), y en la susceptibilidad a
enfermedades (Balaji y col., 2008); adicionalmente algunos componentes de la
senescencia y la respuesta hipersensible (HR) pueden ser potenciados
simultaneamente. Balaji y col. (2008) mostraron que durante la interaccion
jitomate-Cmm, factores de transcripcion de la familia ERF/AP2, involucrados en
la senalizacion del etileno, fueron inducidos a 4 y 8 dias post-infeccion;
interesantemente en nuestro trabajo encontramos un transcrito con un dominio
AP2/ERF reprimido en la especie resistente S. peruvianum LA2172 en las
primeras horas después de la infeccion, lo cual puede sugerir que los genes
involucrados en la sefalizacion de etileno, con patrones de expresion opuestos
en las especies resistentes y la susceptible podrian estar involucrados en los
mecanismos de resistencia y/o susceptibilidad a Cmm. Sin embargo, es
necesario un trabajo mas detallado en esta area (Lund y col., 1998; Van Loon y
col., 2006; Wan y col., 2002).

7.4 Genes diferenciales en S. lycopersicum
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Interesantemente en la especie susceptible de jitomate, se encontraron
UniGenes reprimidos con homologia a proteinas de la familia Per1, proteinas
de union a calmodulina (calmodulin-binding protein) y a un coactivador
transcripcional MBF1c (MBF1c transcriptional coactivator multiprotein bridging
factor). Per1 es una proteina LEA encontrada en el genotipo de maiz Mp420, y
esta involucrada en la tolerancia a estrés abidtico y a la infeccion por
Aspergillus (Chen y col., 2007). Por otro lado, evidencia reciente sugiere que
las proteinas de union a calmodulina, involucradas en la sefalizacion de Ca’*,
son esenciales para la acumulacion del acido salicilico (SA) y para el
establecimiento de la respuesta hipersensible (HR) (Du y col., 2009). Los
coactivadores son factores de transcripcion que pueden interconectar otros
factores de transcripcion con la maquinaria basal de transcripcion, y por lo
tanto, pueden fortalecer las respuestas de defensa (Suzuki y col., 2005). En
nuestro estudio, en S. lycopersicum, Per1 y la proteina de unién a calmodulina
fueron reprimidos, mientras que MBF1c fue inducido a 8 hpi y reprimido a 24
hpi. Nuestra hipotesis es que las respuestas de defensa mediadas por estos
genes, podrian estar siendo reprimidas en las etapas tempranas, como
resultado de la infeccion por Cmm.

7.5 Visualizacion grafica de la expresion génica diferencial

El agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering) mostré diferencias
significativas en los patrones de regulacion génica entre las especies
resistentes con respecto a los tiempos analizados. En S. lycopersicum, la
especie susceptible, encontramos un patrén predominante de represion, lo que
sugiere que Cmm podria ser un fitopatégeno altamente adaptado al jitomate,
capaz de manipular el metabolismo vegetal bajo circunstancias que aun
permanecen sin ser elucidadas. El complejo patron de regulacion génica
observado en las especies silvestres, resalta un mecanismo multigénico de
resistencia operando desde las etapas tempranas de la infeccion (Muelleborn y
col., 2011; Zhang y col., 2011). Es importante mencionar que no es posible
descartar la posibilidad de que algunas de las diferencias observadas en las
especies silvestres estén asociadas a cada genotipo mas que solamente a la

diferencia en su patron de expresion, sin embargo, los datos mostrados en este
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trabajo resultan confiables dado que la mayoria de los genes identificados

tienen un papel claro en los mecanismos de defensa contra fitopatogenos, y los

patrones de una seleccion de genes fueron confirmados por gRT-PCR. Este

trabajo es el inicio para determinar con mayor certeza la funcion de cada gen

en los mecanismos de defensa contra Cmm en las especies silvestres; al
respecto, cada especie podria poseer su propio mecanismo de defensa.

7.6 Analisis cuantitativo de genes candidatos

El patron de expresion de los UniGenes peroxidasa secretoria, endoquitinasa
de 30 kDa, PBC1, MRP1 y SCE1 fue validado (cuantificacion relativa) por qRT-
PCR en las especies S. peruvianum LA2172, S habrochaites LA2128 y S.
lycopersicum. Los resultados indican que la peroxidasa secretoria,
endoquitinasa, de30 kDa, SCE1 y PBC1 fueron inducidos en las especies
resistentes mientras que en la susceptible estos UniGenes fueron reprimidos o
sin cambios significativos en sus niveles de expresion. Lo cual sugiere que las
respuestas de defensa en las especies silvestres son mas intensas y/o mas
rapidas que en la susceptible.

Los resultados de expresion relativa de la peroxidasa secretoria sugieren un
posible papel en el metabolismo oxidativo apoplastico, como un mecanismo
inicial de defensa en las especies resistentes contra la infeccion de Cmm
(Kotchoni y Gachomo, 2006), y en la sefalizacion mediada por especies
reactivas de oxigeno (ROS), ya que el H,O, puede actuar como segundo
mensajero intracelular e intercelular para la induccion sistémica de mecanismos
de defensa en el estrés abidtico y bidtico (Mittler y col., 2004; Nanda y col.,
2010). Balaji y col. (2008), mostraron una peroxidasa (AW647641) reprimida a
8 dpi en la especie susceptible, mientras que en nuestro trabajo encontramos
una peroxidasa secretoria inducida a 8 hpi en las especies resistentes, e
inducida en la susceptible a 24 hpi, lo cual puede sugerir un retraso en las
respuestas de defensa mediadas por ROS, ya sea en las rutas de sefializacion
y/o en el metabolismo oxidativo en la especie susceptible.

La induccidon de la endoquitinasa de 30 kDa en las especies silvestres,
manifiesta la importancia de las quitinasas durante las respuestas de defensa,

incluso contra bacterias; la actividad de las quitinasas produce compuestos que
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inducen la sintesis de fitoalexinas que pueden potenciar las respuestas de

defensa basal en la resistencia anti-hospedero (non-host resistance)

(Yamaguchi y col., 2000). Balaji y col. (2008) mostraron que una quitinasa

(BG629612) fue inducida a 8 dpi durante la interaccion jitomate-Cmm, mientras

gue en este trabajo encontramos una endoquitinasa 30 kDa inducida a 8 hpi en

las especies resistentes, y reprimida en la susceptible. Lo cual también puede

sugerir un retraso en las respuestas de defensa mediada por quitinasas en la
especie susceptible.

Nuevas lineas de investigacion sugieren que la ruta de
ubiquitina/proteasoma tiene un papel importante en las respuestas de defensa
(Dong y col., 2006), dado que la ruta de ubiquitinacion esta implicada en la
sefalizacion de los gene R, defensas basales e inducidas y en el
establecimiento de la HR (Shirsekar y col., 2010). En nuestro estudio,
identificamos en S. peruvianum LA2172 dos transcritos inducidos a 8 hpi, el
primero con homologia a la enzima de conjugacion SUMO E2 (SCE1), y el
segundo con homologia a la subunidad C1 de la unidad 20S del proteasoma
(PBC1, 20S proteasome beta subunit C1), ambos implicados en la ruta de
ubiquitinacion. El analisis de expresion relativa mostré que en la especie
susceptible PBC1 fue reprimido, mientras que SCE1 no mostr6 cambios
significativos en sus niveles de expresion. Balaji y col. (2008), mostraron genes
inducidos a 8 dpi involucrados en el complejo del proteasoma 26S y enzimas
de conjugacion a ubiquitina, en la especie susceptible, y en un trabajo reciente,
la susceptibilidad de Nicotiana benthamiana a Cmm fue incrementada mediante
el silenciamiento génico de una enzima ubiquitin-activadora (ubiquitin activating
enzyme) (Balaji y col., 2010). Lo cual apoya el papel que juega la ruta de
ubiquitinacion en las respuestas de defensa efectivas contra Cmm en S.
habrochaites LA2128 y S. peruvianum LA2172.

El UniGen MRP1, un transportador de la familia ABC (ATP Binding
Cassette), mostré un patron de expresion similar tanto en especies resistentes
como en la susceptible, sin embargo hubo diferencias cuantitativas teniendo en
la especie susceptible a niveles de expresion mas bajos. Es probable que este
gen carezca de una funcion sobresaliente en las respuestas de defensa contra

Cmm; sin embargo es posible que las diferencias cuantitativas observadas
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sean suficientes para establecer mecanismos efectivos de resistencia. Por otro

lado, se requiere mas investigacion al respecto, ya que algunos

transportadores ABC, como MRP1 y PDR1 (ambos expresados

diferencialmente en nuestro trabajo) resultan esenciales en los mecanismos de

resistencia en otros sistemas planta-patégenos (Huckelhoven, 2007; Kwon y
col., 2008; Stukkens y col., 2005).

Aunque no hay evidencia directa de que algun gen R pudiera estar
involucrado en la resistencia a Cmm (Kabelka y col., 2002), aun no es posible
descartar el papel de algun gen R, genes constitutivos y/o variaciones
morfologicas; ya que los genes homologos a R (R gene homologs, RGH) son
abundantes en el genoma de especies como el tabaco, una especie
domesticada con un bajo nivel de diversidad genética (Leng y col., 2010); por
otro lado, Gabriéls y col. (2005), reportaron la induccion de un gen NBS-LRR
en jitomate, durante la interaccion jitomate-Cladosporium, involucrado en el
desarrollo de HR, lo cual es sobresaliente pues se cree que usualmente estos
genes son constitutivos. Por lo tanto, es alta la probabilidad de encontrar
nuevos RGH con nuevas caracteristicas en especies silvestres con alto nivel de
diversidad genética, como S. peruvianum LA2157, LA2172 y S habrochaites
LA2128. Ademas, las especies silvestres poseen diferencias morfologicas que
podrian actuar como defensas pasivas, como la estructura, tamafio y densidad
de los haces vasculares, o que en conjunto podria tener influencia en la
patogénesis de Cmm y/o en potenciar los mecanismos de defensa, este trabajo
se enfoco en investigar las respuestas inducidas, sin embargo, se requiere mas
investigacion para identificar los elicitores o potenciadores quimicos producidos
por Cmm y para identificar los receptores en las especies resistentes y en la
susceptible.

En resumen, los resultados de este trabajo revelan patrones contrastantes
de expresion génica entre las especies resistentes y la susceptible en
respuesta a la infeccion por Cmm, los cuales son datos similares a lo reportado
para la interaccion melon-Fusarium (Sestili y col., 2011). Nuestra hipotesis es
que los mecanismos de defensa basal podrian estar siendo inhibidas y/o
retrasadas, posiblemente por la manipulacion del metabolismo de la planta por

parte de Cmm. Esto resalta el hecho de que Cmm es un fitopatogeno altamente
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adaptado al jitomate, capaz de manipular las respuestas tempranas de
defensa; mientras que aun no se adapta a las especies silvestres S.
peruvianum LA2172, LA2157 y S. habrochaites LA2128, donde los
mecanismos moleculares de una defensa exitosa, inician desde etapas
tempranas de la infeccion (como 8 hpi), y son mas intensas y rapidas que en la
especie susceptible. Al respecto, Wan y col. (2002), sugieren que durante la
infeccion, el metabolismo de la planta representa una mezcla de respuestas de
resistencia y de susceptibilidad; en este caso la comprension de la forma en
que Cmm manipula el metabolismo del jitomate y/o suprime sus defensas sera
esencial. Ademas, con la identificacion de los patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs) percibidos por las especies resistentes, asi como los
sistemas de deteccion de PAMPs en las especies resistentes, podra ayudar en
el desarrollo de estrategias nuevas y durables para el control del cancer
bacteriano, mientras que el apoyo de técnicas de ingenieria genética aplicada a
proteccion de cultivos, permitira el mejoramiento genético mediante el uso de
genes especificos inducidos por el patégeno, con la preservacion de las

caracteristicas deseadas del cultivar (Cardoso y col., 2010).

41



IPICYT
MC José Pablo Lara Avila

8. CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo en el que se compara una parte del
transcriptoma de especies silvestres relacionadas al jitomate, resistentes
a Cmm vy la especie susceptible, en etapas tempranas en respuesta a la
infeccion por Cmm.

La tercera parte de las secuencias identificadas tienen similitud con
secuencias no caracterizadas de plantas, lo cual sugiere nuevos
mecanismos de interaccion entre Solanum spp. y Cmm.

Los patrones cuantitativos de expresion de algunos genes en etapas
tempranas post-infeccion muestran un comportamiento opuesto entre las
especies resistentes y la susceptible.

Este trabajo proporciona nuevos elementos para la comprension de los
mecanismos moleculares tempranos en las interacciones compatible e
incompatible de las especies de Solanum con Cmm, y proporciona

nuevos genes candidatos para un analisis funcional detallado.
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9. PERSPECTIVAS

Secuenciar y analizar los DE-TDFs faltantes.

Obtener las secuencias codificantes completas (ORF) de los actuales
genes candidatos.

Analizar las regiones promotoras de los genes candidatos en especies
silvestres y en el genoma de S. lycopersicum.

Realizar los experimentos de VIGS en las especies silvestres, utilizando
el vector viral mas adecuado y de mayor facilidad de manejo.

Determinar el fenotipo (resistencia o susceptibilidad) en respuesta a la
infeccion por Cmm, de las especies silvestres con uno o mas genes
candidatos silenciados.

Generar una planta de jitomate transgénica de un cultivar comercial, con
una regulacion geénica del transgén seleccionado con base al analisis
funcional, diferente a la silvestre, ya sea a través de la sobreexpresion o
por medio de la incorporacion/manipulacion de determinados elementos
regulatorios.

Identificar los PAMPs producidos por Cmm, y los sistemas de
reconocimiento de PAMPs en las especies silvestres, mediante analisis
de metabolomica y gendmica comparativa.

Desarrollar una estrategia de control efectiva del cancer bacteriano, con

base en los recursos fitogenéticos del género Solanum.
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11. ANEXO |. ANALISIS BIBLIGRAFICO.
11.1 Analisis bibliografico de UniGenes diferencialmente expresados en
S. peruvianum LA2157
gb|EEF35920.1] protein transport protein sec23, putative [Ricinus
communis]
TRANSPORTE
Sec23 es una proteina que forma parte del complejo proteico COPII, formado
por las proteinas Sar1, Sec23/24 y Sec13/31. Este complejo participa en la
exportacion de proteinas de secrecion en sitios especializados llamados ERES
(ER export sites) localizados en el reticulo endoplasmico (ER). Estudios
recientes han revelado la existencia de una maquinaria de secrecion que se
activa en las respuestas de defensa extracelulares. La mayoria de los
fitopatégenos se mantienen en el espacio intercelular (apoplasto), o entran al
interior de los 6rganos a través de aperturas naturales como los estomas, por
lo que las plantas deben contar con mecanismos de defensa que les permitan
detener los intentos de colonizacion extracelular del patogeno, lo que indica la
existencia de una respuesta de defensa en el apoplasto. Esta defensa consiste
en la secrecion de un cocktail de compuestos antimicrobianos de bajo peso
molecular y proteinas relacionadas a patogénesis (PR) (Kwon y col., 2008;
Hanton y col., 2009).
gb|AAD33072.1|AF149251_1 secretory peroxidase [Nicotiana tabacum]
DEFENSA
Una de las respuestas de defensa mas rapidas en activarse contra el ataque de
un patégeno es el metabolismo oxidativo, que da lugar a la produccion
transitoria de especies reactivas de oxigeno (ROS) que incluyen el radical
superoxido (Oy), peroxido de hidrogeno (H20,) vy el radical hidroxilo (-OH). Las
enzimas involucradas en la generacion de ROS son la NADPH oxidasa
localizada en la membrana plasmatica y las peroxidasas de pared celular, que
desencadenan el metabolismo oxidativo apoplastico como una medida para
impedir la colonizacion del patogeno, el cual resulta ser un paso temprano
durante las respuestas de resistencia basal. Existe evidencia de que el H2O»
actua como un segundo mensajero intracelular e intercelular para la induccion

sistémica de genes de defensa en plantas. Lo que pone de manifiesto la
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importancia de la maquinaria de secrecion en la resistencia basal (Davies, y
col., 2006; Choi y col., 2007).
gb|EEF34729.1] trehalose-6-phosphate synthase, putative [Ricinus
communis]
DEFENSA
La trehalosa es un disacarido no reductor presente en diversos organismos
desde bacterias, hongos hasta invertebrados. Su funcion es como fuente de
energia, osmolito y protector de membranas y proteinas. En plantas se ha
asociado a la tolerancia a ciertos tipos de estrés abiotico como la alta salinidad,
frio, calor y sequia (lordachescu y Imai, 2008).
NM_128064.2 Arabidopsis thaliana protein phosphatase 2C
SENALIZACION
La defosforilacion y fosforilacion de proteinas, que es un proceso mediado por
fosfatasas y cinasas, tiene un papel esencial en las redes de transduccion de
sefales en plantas. Diversos estudios han mostrado que la fosfatasa 2C
(PP2C) esta implicada en el desarrollo y en la sefalizacion mediada por acido
abscisico (ABA) (Meyer y col., 1994). Por otro lado, plantas transgénicas de
tabaco que sobreexpresan el gen OsBIPP2C1, una PP2C de arroz, mostraron
un incremento en la resistencia al virus del mosaico del tabaco y a Phytophtora
parasitica; y también mostraron un incremento en la tolerancia a estrés salino y
osmotico, lo que pone de manifiesto un papel importante de la PP2C en las
rutas de defensa en estrés bidtico y abiotico (Hua y col., 2006).
AF347664.1 Lycopersicon esculentum translation initiation factor IF1
(infA) mRNA (Amborella trichopoda)
TRADUCCION
El factor de iniciacion de la traduccion IF1 es un elemento conservado en el
aparato de traduccion en procariotes. Se ha demostrado que IF1 es esencial
para la viabilidad celular en E. coli, lo que sugiere que una o mas de sus
funciones son cruciales para la célula procariote (Cummings y Hershey, 1994).
Los cloroplastos poseen su propio genoma y su propia maquinaria de
traduccion. La maquinaria basal de traduccion es estructuralmente similar a
procariotes, por lo que la evidencia sugiere que los mecanismos de traduccion

son similares a E. coli. Dentro de los factores solubles de traduccién solo el IF1
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es codificado por el genoma del cloroplasto (Hirose y col. 1999). Los mutantes
de clorofila CL2 y CL2-like de cebada son mutantes del gene infA, que codifica
a IF1, y son los unicos mutantes que presentan un fenotipo atribuido al gen infA
en plantas superiores (Landau y col., 2007).
sp|P32980.1 ATP synthase delta chain, chloroplastic
ref|NP_001148439.1 chlorophyll a-b binding protein 2
ENERGIA/FOTOSINTESIS.
Existen dos hipétesis acerca de la relacion entre la fotosintesis y las respuestas
de defensa. La primera indica que es razonable asumir que la fotosintesis
podria incrementar el aporte de carbono y energia para soportar las intensas
respuestas de defensa. Por otro lado, con una tasa fotosintética baja durante
las respuestas de defensa, las actividades celulares no indispensables serian
minimizadas mientras que la produccion de compuestos antimicrobianos seria
la prioridad, hasta el momento en que el fitopatdbgeno sea detenido. Una
reduccion de la tasa fotosintética podria proteger al aparato fotosintético del
dafio oxidativo, o ser consecuencia de dafno oxidativo; sin embargo, esta
reduccion de la tasa fotosintética en las respuestas de defensa, ocurre
tipicamente en el area localizada cerca del punto de infeccion (Bolton, 2009).
gb|AAKS52801.1| Calcium-dependent protein kinase CDPK1
SENALIZACION
El Calcio (Caz") es un segundo mensajero ubicuo en la transduccion de
sefiales en eucariotes. En plantas, los niveles de Ca®* intracelular son
modulados por diversas sefales, entre ellas el estrés bidtico. Evidencia
reciente sugiere la participacion del Ca’" intracelular en la ruta de sefializacion
mediada por Cf-9 (un gen R) y en el establecimiento de la HR, cuando
interacciona con su correspondiente producto del gen Awr9, durante la
interaccion incompatible jitomate-Cladosporium fulvum; ademas las CDPK
pueden ser responsables de cambios en la concentracion de los iones H,
debido a los cambios de fosforilacion/defosforilacion de ATPasas de membrana
(Cheong y col., 2002).
gb|AAO66472.1| biotin carboxylase carrier protein
METABOLISMO
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La proteina biotin carboxilasa acarreadora forma parte del complejo enzimatico
heteromérico plastidico acetil-coenzima A carboxilasa (ACCasa), involucrado
en la regulacion de la sintesis de acidos grasos (FA) (Shintani y col. 1997).
Histéricamente, los papeles de los acidos grasos en las respuestas de defensa
eran asociados a la biosintesis de precursores de la cuticula o la biosintesis de
la fitohormona jasmonato, sin embargo, nueva evidencia indica un papel directo
de los FA (particularmente los de 16 y 18 carbonos) y sus subproductos en la
induccion de defensas basales y resistencia sistémica (Kachroo y Kachroo
2009).
gb|EEH50839.1| senescence-associated protein
METABOLISMO
La senescencia es el proceso degenerativo que da lugar a la eventual muerte
del tejido; este proceso es altamente regulado e involucra un declive en la
actividad fotosintética, degradacion de proteinas, peroxidacion de lipidos y
degradacion de la clorofila. Las ROS, tienen un papel critico en el curso natural
de la senescencia, ya que la peroxidacion de lipidos es una fuente natural de
ROS. El curso natural que se ha propuesto es que los lipidos de la membrana
son hidrolizados por enzimas como la fosfolipasa D, causando la liberacion de
acidos grasos libres; la peroxidacion de los acidos grasos libres es llevada a
cabo por la lipoxigenasa o por los radicales libres, lo que da lugar a un
incremento en la produccion de ROS y en los niveles de etileno y la aceleracion
de la senescencia (Bhattacharjee, 2005). La senescencia natural depende de la
edad de la planta y de su fase reproductiva, sin embargo otros factores
externos como deficiencia de nutrientes, el ataque de un patégeno, limitacion
de luz, ozono y temperatura pueden inducir una senescencia prematura
(Weaver y col., 1998; Miller y col., 1999).
gb|ACG60665.1| basic helix-loop-helix protein
METABOLISMO
Las proteinas basica hélix-loop-helix, son factores de transcripcion dimericos
localizados en eucariotes, en animales tienen funciones en el desarrollo
embrionario. En plantas, aunque se sabe poco de estos factores de
transcripcion, se ha asociado con el desarrollo de tejidos y en la tolerancia a

estrés salino y osmotico, lo cual sugiere que estos factores de transcripcion
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actuan positivamente en la compleja red de senalizacion (Heim y col., 2003;
Zhoua y col., 2009).
gb|ACC68681.1| vacuolar processing enzyme 2
METABOLISMO
Las plantas utilizan una serie de proteinasas intracelulares y extracelulares
como defensa contra la infeccion de algun fitopatégeno; entre éstas, las
enzimas de procesamiento vacuolar (vacuolar processing enzymes, VEP)
tienen un papel especial, ya que llevan a cabo la funcion de caspasas en la
célula vegetal. De acuerdo con este modelo, la activacion de las VEP por la
interaccion con un fitopatégeno, desencadena la activacion de hidrolasas
localizadas en vacuolas, como proteinasas, nucleasas, lipasas. Lo que da lugar
a la destruccion del tonoplasto y la rapida degradacion del contenido
intracelular, y por ultimo la muerte celular, lo que en conjunto se conoce como
muerte celular programada; la cual tiene una estrecha relacion con la respuesta
hipersensible (Mosolov y Valueva, 2006).

11.2. Analisis bibliografico de UniGenes diferencialmente expresados en
S. peruvianum LA2172

NM_115007.3 Arabidopsis thaliana ATGLR3.5 (GLUTAMATE RECEPTOR 6)
SENALIZACION

Los receptores de glutamato actuan en animales como canales catidnicos no
selectivos dependientes de glutamato, se han identificado en genomas de
plantas numerosos genes del tipo receptores de glutamato con una actividad
de canal iénico no selectivo y una actividad de receptor ligando. Los canales
ibnicos no selectivos son ubicuos en las membranas plasmaticas de células
vegetales, con diversas funciones como asimilacion de nutrientes vy
sefalizacion (Davenport, 2002). La sefalizacion por glutamato en meristemos
apicales de raiz en plantas, forma parte de una red compleja de rutas de
sefalizacion de nitréogeno (N) que dispone a la planta para monitorear y
adaptarse a los cambios en los niveles y aporte de N (Forde y Lea, 2007).
ATU43377.1 Arabidopsis thaliana similar to GTP-binding protein
SENALIZACION
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Las proteinas de union a GTP estan involucradas en la transduccion de
sefales durante el procesamiento de un estimulo extracelular, en el caso de los
mecanismos de defensa, las proteinas de union a GTP participan en la
regulacion de la produccion de las especies reactivas de oxigeno y en la
muerte celular que implica una compleja red con una delicada regulacion de
multiples factores de transcripcion, citocininas y SA (Kawasaki y col., 1999).
gb|ABC01888.1| 40S ribosomal protein-like protein [Solanum tuberosum]
EU161982.1 25S ribosomal RNA gene Solanum lycopersicum
TRADUCCION
La regulacion masiva transcripcional de genes relacionados de defensa en
tomate para desarrollar las respuestas de resistencia, entre ellas la respuesta
hipersensible (HR) requiere un incremento similar en la maquinaria de
traduccion; ademas, la sintesis de novo de proteinas es esencial en la
activacion de las respuestas de defensa (Greenberg 1997; Cai y col., 2001; de
Jong y col., 2002; Gabriels y col., 2005).
ref|[NP_564149.1] PBC1 (20S proteasome beta subunit C1); peptidase
[Arabidopsis thaliana}
METABOLISMO
El proteasoma 20S es un complejo proteolitico en eucariotes responsable de la
degradacion de proteinas intracelulares anormales o de vida corta,
especialmente aquellas conjugadas con ubiquitina. En plantas, se ha asociado
con ciclo celular, diferenciacion celular, senescencia y en las respuestas de
defensa. En relacion a ésto, la induccién de la subunidad b del proteasoma 20S
se ha asociado con el establecimiento de SAR en plantas y como un regulador
negativo de la NADPH oxidasa, y contribuye a la regulacion en la generacion
de ROS durante las primeras etapas de las respuestas de resistencia (Fu y
col., 1998; Lequeu y col., 2005).
emb|CAE45567.1] SUMO E2 conjugating enzyme SCE1 ({Nicotiana
benthamiana}
METABOLISMO
La adicion post-traduccional de polipéptidos tipo ubiquitina (SUMO, Small
Ubiquitin-like Modifier) a proteinas intracelulares implica una modificacion en la

funcion, actividad y localizacion de la proteina modificada; este proceso esta
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involucrado en diversos procesos de desarrollo, homeostasis y respuesta al
estrés. El mecanismo de SUMO involucra las reacciones de activacion por la
enzima E1 (SAE1/SAE2) y la de conjugacion mediada por la enzima E2
(SCE1). Algunas veces la enzima E3 (S1Z1) participa en el reconocimiento y
ligacion del objetivo. La funcion que SUMO puede tener es un efecto directo al
modificar la actividad o localizacion de las proteinas, y puede impactar a una
bateria de proteinas nucleares regulatorias cuando las plantas estan expuestas
a algun estrés. Bajo estas circunstancias algunos objetivos potenciales para
regulacion negativa podrian incluir factores que promueven la division celular u
otros procesos fisiologicos que son reprimidos por las plantas en condiciones
adversas. Algunos estudios han mostrado una participacion del proceso SUMO
en patogénesis. En Arabidopsis, la evidencia sugiere que SUMO regula
negativamente la respuesta basal. En tomate, cuando SUMO es
sobreexpresado, la infeccion por Trichoderma viridae es reducida. En plantas
de tabaco infectadas con el virus TGMV (Tomato Golden Mosaic Virus) y a su
vez sobreexpresando SUMO1, se vio una reduccion en la replicacion viral, por
lo que se sugiere que SUMO reprime factores necesarios para la replicacion
viral (Saracco y col., 2007; Castillo y col., 2004).
sp|Q05538.1|CHIC_SOLLC RecName: Full=Basic 30 kDa endochitinase;
Flags: Precursor Solanum lycopersicum
DEFENSA
En respuesta a un fitopatégeno la planta activa una variedad de genes que
incluyen quitinasas; estas enzimas hidrolizan la quitina presente en la pared
celular de hongos. Algunas quitinasas de plantas (arroz, tabaco, canola,
tomate) han sido clonadas y sobreexpresadas constitutivamente como una
estrategia para incrementar la resistencia a hongos con varios niveles de
proteccion (Prakash Bolar y col., 2000).
dbj|BAA10929.1| cytochrome P450 like_TBP [Nicotiana tabacum]
DEFENSA
La familia del CYP450 esta involucrada en la sintesis de fenilpropanoides y
glucosidos cianogénicos, fitoalexinas, lignina, en la biosintesis de
brasinoesteroides (BR) y en la regulacion de los niveles enddgenos de los BR

en las plantas. También participa en la sintesis de la enzima cinamato-4-
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hidrolasa (CH4) que regula la conversion de acido trans cinamico a acido p-
cumarico, un compuesto fendlico de defensa contra patégenos (Dixon, 2001;
Gonzalez-Mendoza, 2007).
gb|EEH50839.1] senescence-associated protein Micromonas pusilla
CCMP1545
METABOLISMO
Descrita anteriormente.
gb|EEF35920.1] protein transport protein sec23, putative [Ricinus
communis]
TRANSPORTE/ SECRECION DE PROTEINAS
Descrita anteriormente.
dbj|BAG16520.1] putative multidrug resistance-associated protein
[Capsicum chinense)
TRANSPORTE
Las proteinas asociadas a resistencia multidrogas (MRP) pertenecen a la
familia de las ABC (ATP-binding cassette) proteinas, cuya funcion principal es
la relacionada al transporte de iones, lipidos y péptidos; ademas de la
regulacion de canales iénicos. En algunos casos, las plantas producen muchos
metabolitos que deben ser removidos del citoplasma, a través de los
transportadores ABC para prevenir dafo celular. La caracteristica de estos
transportadores son que utilizan MgATP como fuente de energia y no ATP
libre, el mecanismo de transporte es independiente del potencial eléctrico de la
membrana y es dependiente del vanadato. Existen varias subfamilias de
transportadores ABC dependiendo de su tamarfio, orientacion y dominios
transmembranales; entre las cuales las proteinas MRP participan en la
regulacion de estomas (Rea, 2007), y son esenciales en el secuestro vacuolar
de compuestos endogenos como las antocianinas (Goodman y col., 2004) y
flavonas glicosiladas como 2-O- D-glucosa conjugado del acido salicilico, quien
participa en la sefalizacion durante la resistencia sistémica adquirida (SAR) y
en la respuesta hipersensible durante la interaccion planta patégeno (Klein y
col,, 2006): y en el transporte de xenobidticos que son susceptibles a
conjugacion con glutation (GSH).
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sp|P23322.2|PSBO_SOLLC RecName: Full=Oxygen-evolving enhancer
protein 1, chloroplastic
ENERGIA
El complejo fotosintético de evolucion de oxigeno (oxygen-evolving complex
OEC) es la enzima en plantas verdes que participa en el uso de fuertes
oxidantes producidos en la luz para oxidar agua formando oxigeno molecular
como subproducto. La evolucion del oxigeno es una reaccion linear de
oxidacion de 4 electrones (Ghanot-Akis y Yocum, 1990). Este complejo se
encuentra unido al centro de reaccion del complejo fotosistema Il (PSIl) en la
membrana interna del tilacoide del cloroplasto (Hashimoto y col., 1997). El
polipéptido potenciador de la evolucion de oxigeno (oxygen-evolving enhacer
OEE) se ha identificado como una subunidad del complejo PSII y es el sitio de
la evolucion del oxigeno en plantas superiores y algas (Mayfield y col., 1987).
En chicharo (Pea sativa), se observaron alteraciones en el metabolismo del
cloroplasto, como una respuesta temprana a la infeccion del virus PPV (Plux
Pox Virus); también se observé un decremento en RUBISCO y OEE mientras la
enfermedad se desarrollaba, lo que sugiere que los sintomas de la enfermedad
de Sharka provocada por PPV en chicharo es debido a un desbalance de los
sistemas antioxidantes de la célula y a un incremento en las especies reactivas
de oxigeno, lo que sugiere que los cloroplastos son fuente de un estrés
oxidativo durante la infeccion del virus PPV (Diaz-Vivancos y col., 2008). Se ha
reportado que el dafo a la actividad de OEE en plantas infectadas por virus
puede resultar en un incremento en la acumulacion viral (Perez-Bueno y col.,
2004). En células de mesofilo de Asparagus sprengeri, la induccion de la
respuesta hipersensible por mastoparan resulté en cambios en la fotosintesis,
la evolucion de oxigeno ceso por la ruptura del PSIl y el transporte de
electrones y la fotosintesis fueron eventualmente inhibidas durante la HR
inducida por mastoparan (Allen y col., 1999).
gb|AAA34192.1| ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase, small subunit
precursor (Solanum lycopersicum).
gb|AAA34192.1| ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase, small subunit
precursor.
ENERGIA
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Rubisco es la principal fuente de produccion de energia para la célula vegetal,
generando ATP y potencial reductivo (NADPH) mediante la fotosintesis. En la
interaccion compatible de chicharo con el virus PPV, existe una disminucion de
la cantidad de Rubisco, lo que implica un desbalance de los sistemas
oxidativos de la célula. Una disminucion de Rubisco implica también una
disminucién en la fijacion de CO, y por consiguiente una disminucién en los
niveles de NADPH, el mayor aceptor de electrones del fotosistema | (PSI)
(Diaz-Vivancos y col.,, 2008); también se ha reportado una regulacion
diferencial de Rubisco en la interaccion entre el trigo y el hongo Puccinia
triticina (Fofana y col., 2007). Lo que indica que la inhibicion del transporte de
electrones y la fotosintesis pueden ser parte de un mecanismo de defensa en
una interaccion incompatible (Allen y col., 1999).
emb|CAB43882.1| proton pump interactor [Arabidopsis thaliana]
ENERGIA
Las H+-ATPasas de membrana plasmatica (PM H+-ATPase) son esenciales
para establecer un gradiente electroquimico a través de la membrana
plasmatica; lo que es esencial en multiples procesos como la importacion y
exportacion de solutos, homeostasis de pH y crecimiento celular. La actividad
de las PM H+- ATPasas se ve influenciada por distintas sefiales como
hormonas, luz, potencial hidrico y patégenos. La proteina interactora de la
bomba de protones PPI1 (proton pump interactor) es una proteina que puede
modular la actividad de PM H+-ATPase en un intento por mantener la
integridad celular (Morandini y col., 2002; Viotti y col., 2005; Anzi y col., 2008).
gb|EEF42045.1] amino acid binding protein, putative
METABOLISMO
El nitrégeno inorganico es asimilado por las plantas en los aminoacidos
glutamina, glutamato, asparagina y aspartato, sin embargo, en respuesta a una
infeccion, la demanda de fuentes de carbono moviliza los aminoacidos hacia
rutas generadoras de energia como la de los acidos tricarboxilicos (TCA), ya
que los 20 aminoacidos pueden ser metabolizados a intermediarios, como a-
ketoglutarato, acetoacetato, acetyl-CoA, fumarato, oxaloacetato, pyruvato, y
succinyl-CoA. Por otro lado, el nitrégeno puede participar directamente en las

respuestas de defensa a como oxido nitrico (NO), que puede ser téxico para
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los fitopatégenos invasores, afectar el balance redox celular, y junto con las
especies reactivas de oxigeno (ROS) desencadenar la respuesta hipersensible
(HR) (Bolton, 2009).
ref|XP_002310574.1| AP2/ERF domain-containing transcription factor
SENALIZACION
Los factores de transcripcion AP2/ERF son conocidos por regular diversos
procesos del desarrollo y respuestas a estrés en plantas. Los factores de
transcripcion ERF integran rutas de sefalizacion, como las rutas de
transduccion de senales de etileno (ET) y acido salicilico (SA). La sefializacion
por SA puede ser antagonica con la sefalizacion por ET/JA (jasmonato),
mientras que algunos ERF pueden ser inducidos por SA, ET y JA. Estos
resultados indican que los ERF logran integrar las rutas de SA y ET/JA, para
modular las respuestas de defensa apropiadamente durante el proceso de
infeccion de un fitopatdégeno. La sobreexpresion en plantas de algunos ERF ha
conferido resistencia a multiples patogenos bacterianos y fungicos. Un analisis
filogenético de estos genes, con un enfoque en Arabidopsis, arroz y tomate,
sugiere que a pesar de su amplia conservacion de funcion en
monocotiledoneas y dicotiledoneas, algunos elementos estructurales les
confieren funciones especializadas en cada linaje (Gutterson y Reuber, 2004;
Xuy col., 2011).

11.3. Analisis de UniGenes diferencialmente expresados en S.
habrochaites 2128

gb|EEF35920.1] protein transport protein sec23, putative [Ricinus
communis]

TRANSPORTE/SECRECION DE PROTEINAS

Descrita anteriormente.

ref|[YP_001837389.1| photosystem Il phosphoprotein PSIl [Guizotia
abyssinica]

ENERGIA

Se ha sugerido que la reduccion de los componentes del PSIl y la interrupcion
de la cadena de transporte de electrones resulta en una fuga de electrones lo

gue conlleva a la formacion de ROS y el establecimiento de un estrés oxidativo,
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también es posible que la reduccion en los procesos fotosintéticos reduzca la
produccion de azucares limitando la fuente de alimento del patogeno (Seo y
col., 2000; Jantasuriyarat y col., 2005; Zou y col., 2005; Fofana y col., 2007).
gb|EEH50839.1] senescence-associated protein [Micromonas pusilla
CCMP1545]
METABOLISMO
Descrita anteriormente.
gb|AAD33072.1|AF149251_1 secretory peroxidase [Nicotiana tabacum]
METABOLISMO OXIDATIVO/DEFENSA
Descrita anteriormente.
sp|P93213.2|14338_SOLLC RecName: Full=14-3-3 protein 8
TRANSDUCCION DE SENALES
Todos los procesos biologicos son controlados por una apropiada transduccion
de sefales que implica la fosforilacion de proteinas especificas. En varios
casos las proteinas fosforiladas deben interactuar con ofras proteinas
especializadas conocidas como proteinas 14-3-3 de union a
fosfoserina/treonina. Los miembros de la familia de proteinas 14-3-3
representan nodos de integracion de una multitud de sefiales de rutas
metabdlicas en células eucariotes. Las proteinas 14-3-3 tienen una funcién ya
bien definida en la regulacion de H+- ATPases de membrana, y otras enzimas
como la enzima nitrato reductasa (NR) y la sacarosa fosfato sintasa (SPS), y
tienen una participacion en la floracion. Ademas existe evidencia indirecta de
que las proteinas 14-3-3 actuan como reguladores de proteinas involucradas
en respuestas a estrés bidtico y abidtico con funciones en sefalizacion,
activacion de la transcripcion y defensa (Mayfield y col., 2007; Chen y col.,
2006; Chevalier, y col., 2009; Roberts y Bowles, 1999).
sp|Q05538.1|CHIC_SOLLC RecName: Full=Basic 30 kDa endochitinase
DEFENSA
Descrita anteriormente.
gb|EEF32044.1] signal recognition particle protein, putative [Ricinus
communis]
TRANSPORTE
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La particula de reconocimiento de sefial (signal recognition particle SRP) es
una ribonucleoproteina que reconoce y transporta proteinas secretorias recién
sintetizadas especificas al reticulo endoplasmico (ER) en eucariotes. SRP se
une a la sefial hidrofébica de las proteinas nacientes en el complejo del
ribosoma y las dirige al receptor de SRP en la membrana del ER.
Subsecuentemente, SRP es liberado y el complejo del ribosoma es entregado
al canal de translocacion del ER. Por lo que la translocacion al interior del ER
es simultanea a la traduccion (Grosshans y col., 2001).
sp|Q76CU2.1|PDR1_TOBAC RecName: Full=Pleiotropic drug resistance
protein 1
METABOLISMO/ DETOXIFICACION
Las proteinas de resistencia a drogas pleiotropicas (PDR) pertenecen a la
familia de las ABC (ATP-binding cassette) transportadores, cuya funcion
principal es la relacionada al transporte de iones, lipidos y péptidos. Las PDR
han sido poco caracterizadas, sin embargo existe evidencia que sugiere que en
Nicotiana plumbaginifolia NpPDR1 tiene un papel importante en las respuestas
de defensa a patdégenos, particularmente en la secrecion de metabolitos
relacionados a defensa y que actuan tanto como una barrera constitutiva o
inducible, en las respuestas de defensa asociadas a jasmonato (Stukkens y
col., 2005).
_gb|ACC66148.3| cell division cycle protein [Dimocarpus longan]
METABOLISMO
El estrés ambiental puede afectar el crecimiento y desarrollo de las plantas;
hormonas como el acido salicilico (SA), acido abscisico (ABA), acido jasmonico
(JA), y el etileno, que tienen un papel crucial en alterar la morfologia de las
plantas y en la respuesta ante el estrés. En células BY2 de tabaco, JA y ABA
inhibio la replicacion del ADN manteniendo a las células en la fase G1 justo
antes de la transicion G1/S. En Arabidopsis el JA inhibi6é el crecimiento de los
meristemos de raiz, lo que indica que estas sefiales sistémicas que se
encuentran elevadas en situaciones de estrés pueden regular negativamente el
crecimiento vegetativo. Esto ocurre, posiblemente porque la respuesta de
defensa moviliza el metabolismo a diferentes rutas preferencialmente para la
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reestructuracion de los tejidos dafados que para el crecimiento vegetativo
(Swiatek y col., 2003).
dbj|BAA10929.1| cytochrome P450 like_TBP
DEFENSE
Descrita anteriormente
emb|CAK24966.1| chlorophyll a/b binding protein
gb|ACHb54085.1| putative chlorophyll b reductase
gb|ABY21255.1| Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small
subunit
gb|ABB90047.1| ATP synthase CF1 epsilon chain
ENERGIA
La relacion entre fotosintesis y respuestas de defensa, fue abordada
anteriormente
dbj|BAG80553.1] UDP- glucose:glucosyltransferase
METABOLISMO
Las glicosiltransferasas (GT) catalizan la reaccion de una o multiples
glicosilaciones de diferentes metabolitos de la planta. Las moléculas
hidroxiladas son los aceptores mas comunes, mientras que UDP-Glucosa es el
grupo donador mas comun. Diversos estudios han demostrado un papel de Ia
glicosilacion en las respuestas de defensa, la glicosilacion de la escopoletina
(una hidroxicumarina implicada en el establecimiento de HR), potencia la
resistencia a patégenos por mecanismos aun desconocidos; a su vez, las GT
permiten la detoxificacion de compuestos exégenos, como herbicidas,
insecticidas o incluso, efectores microbianos. Ademas, estan involucradas en la
biosintesis de diversos metabolitos secundarios como lignina, flavonoides,
monoterpenos y acidos hidroxibenzoicos (Wang y Hou, 2009).
emb|CAA63432.1| D12 oleate desaturase
METABOLISM
La enzima oleato desaturasa es la enzima clave para la generacion de acido
linoleico (18:2) a partir del oleico (18:1), acidos grasos insaturados que son
componentes estructurales de las membranas, los cuales son una fuente
potencial de energia y son precursores para la biosintesis de segundos

mensajeros en la transduccion de sefales durante el crecimiento, desarrolio y
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respuestas a estimulos ambientales. En la mutante ssi de Arabidopsis se
demostré que cambios en los niveles del acido oleico, resultan en la alteracion
de las respuestas mediadas por SA y JA (Kachroo vy col., 2005; Wu y col.,
2009).

11.4 Analisis bibliografico de UniGenes diferencialmente expresados en
S. lycopersicum

EU161982.1 RNA ribosomal Solanum lycopersicum

AF479180.1 26s RNA Exacum affine

TRADUCCION

Descrita anteriormente.

gb|AAB37246.1| calmodulin-binding protein Nicotiana tabacum
SENALIZACION

La sefializacion por calcio es un aspecto importante de las respuestas de
defensa especificas y robustas mediadas por genes R y de las respuestas de
defensa amplias y no especificas de desencadenadas por la percepcion de
patrones moleculares asociados a patogenos o0 microbios (microbe- or
pathogen-associated molecular patterns, MAMPs or PAMPs). Las sefiales de
calcio pueden ser transducidas por la union de calcio a calmodulina (CaM), una
pequefia proteina receptora de calcio. La union de CaM a diversas proteinas
puede modular sus respectivas actividades (Wang y col., 2009). Existe cierto
numero de proteinas de unién a CaM que son inducibles por patégenos, como
la familia CBP60 y AtBAG6 en Arabidopsis; 1o que sugiere una participacion
importante en respuestas de defensa (Wang y col., 2009). Existe evidencia que
indica que las proteinas de union a CaM son necesarias para la acumulacion
de acido salicilico (SA) y la muerte celular programada, necesarios para la
respuestas de resistencia a enfermedades (Kang y col., 2006; Du y col., 2009).
gb|EEF35920.1] protein transport protein sec23, putative [Ricinus
communis]

TRANSPORTE/SECRECION DE PROTEINAS

Descrita anteriormente.

sp|Q05538.1|CHIC_SOLLC RecName: Full=Basic 30 kDa endochitinase
DEFENSA
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Descrita anteriormente.
gb|ACH68563.1| alpha-tubulin [Solanum tuberosum]
DEFENSA
El citoesqueleto es una estructura intracelular altamente dinamica y versatil
compuesta de microtubulos y microfilamentos de actina, con un papel
importante en el crecimiento celular, desarrollo, division celular, motilidad y
organizacion intracelular. La penetracion de la pared celular es uno de los
primeros pasos para la infeccion por patégenos filamentosos como hongos y
oomicetos, las deposiciones de la pared celular o papila, son importantes
barreras fisicas que impiden la invasion de la célula por el patégeno. Antes de
la formacion de la papila, el citosol y los componentes subcelulares son
translocados al sitio de penetracion. Esta agregacion citoplasmatica depende
de la accion de los componentes del citoesqueleto como los microfilamentos de
actina y los microtubulos, la acumulacion de material celular alrededor del sitio
de invasion sugiere que se relaciona con el grado de resistencia de la planta.
Sin embargo, hay casos en los que la intensidad de los microfilamentos de
actina no correlaciona con el grado de resistencia. Los microfilamentos de
actina son consistentemente observados en el sitio de invasién, incluso cuando
fallan en detener al patégeno, pero los microtubulos tienen un comportamiento
mas variado cuando ocurre el ataque de un patégeno, lo que sugiere un papel
menos importante que el de los microfilamentos de actina (Takemoto y col.,
2006; Takemoto y Hardham, 2004).
gb|ABK41200.1| transcriptional coactivator multiprotein bridging factor
[Solanum lycopersicum]
REGULACION GENICA
Las respuestas de defensa contra un patdégeno consisten de una vasta y
compleja red de estrategias dirigidas a detener el avance del patégeno; el
entendimiento de como los genes relacionados a defensa son regulados
espacial y temporalmente, recae en el proceso de activacion transcripcional. En
este sentido los coactivadores son una nueva clase de factores de
transcripcion capaces de interconectar factores de transcripcion y/o otros
componentes regulatorios con la maquinaria basal de transcripcion, lo que

permite la activacion transcripcional. En papa, el coactivador de Ia
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transcripcion denominado StMBF1 fue inducido por Fusarium y por herida; lo
que implica que diferentes rutas de sefalizacion desencadenadas por herida o
infeccion operan para activar las respuestas de defensa en papa (Godoy y col.,
2001). En Arabidopsis, la sobreexpresion constitutiva de MBF1c (coactivator
multiprotein bridging factor 1c) potencié la tolerancia a la infeccion de
Pseudomonas syringae cv tomato, calor y estrés osmatico, lo que sugiere que
MBF1c se une a promotores especificos asociados principalmente con
respuestas a estrés ambiental y respuestas a patogeno, y preferencialmente
aumenta las respuestas de defensa durante el estrés mas que activarlas
constitutivamente (Suzuki y col., 2005).
gb|ABB72805.1| Per1-like family protein [Solanum tuberosum]
DEFENSA
La proteccion contra el dafio por desecacion y ROS es un componente
necesario durante el desarrollo de la semilla. Muchas semillas entran a un
estado fisiologico conocido como latencia en el que no se permite la
germinacion aun cuando hay condiciones favorables, en este estado la
respiracion resulta en la produccion de subproductos, como ROS, que pueden
provocar la peroxidacion de lipidos y la de-esterificacion de fosfolipidos. Las
proteinas LEA (Late embryogenesis abundant) tienen la funcion de proteger los
componentes celulares contra los dafos por desecacion. En Arabidopsis el gen
relacionado a latencia AtPER1, es expresado unicamente en la embriogénesis
tardia y en el embrion y en la capa de aleurona, basado en estas
caracteristicas Per1 es un gen LEA atipico, posee una actividad de
peroxiredoxin anti-oxidante, por lo que se ha propuesto que su funcion es la de
proteger los componentes celulares de los radicales libres durante Ila
desecacion, lo que es esencial durante la transicion de la vida embrionaria a la
vegetativa (Stacyy col., 1999).

Por otro lado, en el genotipo Mp420 de maiz (Zea mays) resistente a
Aspergillus flavus, la expresion de peri1 fue significativamente mayor que en el
genotipo susceptible B73 en la etapa final del desarrollo del grano, y fue
inducida significativamente después de la infeccion por A. flavus, lo que sugiere
un papel importante en potenciar la tolerancia del grano al estrés y a la
aflatoxina (Chen y col., 2007).
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gb|ABB86276.1) mitochondrial processing peptidase-like [Solanum
tuberosum]
TRANSPORTE
Muchas de las proteinas mitocondriales son codificadas en el nucleo,
traducidas en el citosol y deben cruzar la membrana mitocondrial antes de
llegar a su compartimento. Estas proteinas son sintetizadas como precursores,
y son importadas a la matriz mitocondrial por medio de translocasas ubicadas
en el exterior y en el interior de la membrana mitocondrial, y después, la
presecuencia es cortada del precursor por la peptidasa de procesamiento
mitocondrial (MPP). La MPP es una enzima integrada en el citocromo bc1, a
pesar de la integracion de MPP en bc1, la transferencia de electrones y la
translocacion del precursor son independientes de la actividad de
procesamiento (Dessi y col.,, 2000; Glaser y Dessi, 1999). En arroz un
incremento en la capacidad de importar se correlaciona con un incremento en
la abundancia del complejo citocromo bc1, que es dependiente de la presencia
de oxigeno; lo que proporciona una relacion entre la cadena respiratoria y el
aparato de importacion de proteinas (Howell y col., 2007).
ref|[YP_001837389.1| photosystem Il phosphoprotein
sp|049074.1| Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase
ENERGIA
La relacion entre fotosintesis y las respuestas de defensa ha sido descrita
anteriormente
gb|EEH50839.1| senescence-associated protein
METABOLISMO
La relacion entre senescencia y respuestas de defensa fue descrita

anteriormente
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among resistant and susceptible species, including genes
involved in the ubiquitin-mediated protein degradation
pathway and secretory peroxidase. These genes were up-
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regulated in resistant species, but down-regulated in
susceptible species, suggesting their likely involvement in
early plant defense responses following C. michiganensis
subsp. michiganensis infection. These identified genes
would serve as new candidate bacterial wilt disease
resistance genes and should be subjected to further functional
analyses to determine the molecular basis of incompatibility
between wild species of tomato and C. michiganensis subsp.
michiganensis. This would then contribute to the develop-
ment of more effective and sustainable C. michiganensis
subsp. michiganensis control methods.

Keywords Compatible interaction - Gene expression
profiling - Incompatible interaction

Introduction

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis is a plant
pathogenic actinomycete that causes bacterial wilt and
canker of tomato (Solanum lycopersicum), an economically
important disease causing yield losses worldwide. C.
michiganensis subsp. michiganensis infection initiates
through wounds and natural openings such as stomata and
hydathodes (Carlton et al. 1998) to establish an endophytic
interaction, which in most cases eventually leads to
invasion of the xylem vessels and development of the
symptoms typical of a systemic vascular disease in tomato
plants. This has been illustrated recently by a study using a
bioluminescent C. michiganensis subsp. michiganensis
strain (Xu et al. 2010). C. michiganensis subsp. michiga-
nensis is considered to be a biotroph, but can survive in soil
for long periods of time when associated with plant debris,
serving as a source of infection when the next crop cycle

@ Springer
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13. ANEXO Illl. PROTOCOLOS
13.1. SINTESIS DE cDNA DE DOBLE CADENA (ds cDNA)
1) Sintesis de cDNA primera cadena (fs cDNA) (Protocolo Invitrogen)
1.- Preparar la siguiente Mezcla 1

oligodT 1L
dNTP 1pL
ARN 1ug

H,O DEPC cbp 13 uL
2.- Incubar 65° C por 5 min.
3.- Preparar la siguiente Mezcla 2
5X First Strand Buffer 4 L
DTT 2L
4 - Incubar a 42° C por 2 min.
5.- Afiadir 1 pl SuperScript Il (200 U)
6.- Incubar 42° C por 50 min.
7.- Inactivar a 70° C por 15 min. Volumen final 20 pL
2) Sintesis de ds cDNA
8.- Preparar la siguiente Mezcla

Buffer 10x DNA polimerasa | 8 uL
DNA polimerasa | de E. coli (30 U) 3 uL
Rnasa H de E. coli (2 U) 0.4 uL
dNTP 3L
H,O DEPC 456 pL
fs cDNA 20 pL
Vol Final 80 uL

9.- Incubar 2h a 16° C.

10.- Agregar 2 ul de T4 DNA ligasa (10 U).

11.- Incubar 5 min a 16° C.

12.- Agregar 10 uL EDTA0.5M

13.- Agregar 1 vol. De Fenol: Cloroformo: Isoamilico 25:24:1 (92 pulL).
14 - Centrifugar 5 min a 14 000 g.
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15.- Separar la fase acuosa y transferir a un nuevo tubo.
16.- Agregar 0.5 vol de acetato de amonio 7.5 M (46 pL).
17.- Agregar 500 pL de EtOH abs frio. Incubar 15 min. A -80° C.
18.- Centrifugar 20 min. 14 000ga4°C
19.- Descartar sobrenadante con pipeta.
20.- Agregar 500 pL EtOH 70% frio.
21.- Centrifugar 10 min a 14 000 g
22 - Descartar sobrenadante con pipeta.
23.- Dejar secar ds cDNA a 37° C.
24 - Resuspender en 40 pL de H,O DEPC.

25.- Cuantificar en Nanodrop.

13.2. PROTOCOLO DE AFLP
Para los analisis de AFLP, se siguio el protocolo descrito por Vos y col. (1995)
con algunas modificaciones.

Digestion del ADN. Se utilizaron 500 ng de ADN gendmico y se colocaron
en un tubo con 20 U 20 U de Msel (Roche), y 2.5 uL de amortiguador RL 1X
(Tris-HCI 10 mM, Mg 10 mM, K 50 mM, DTT 5 mM, pH 5.7), en un volumen
final de 25 pL, la mezcla se incub6 a 37° C por 3 h; posteriormente se
afnadieron 20 U de Taql (Roche) y se incubo a 60°C por 3 h. Transcurrido el
tiempo, las enzimas se inactivaron por incubacion a 70° C por 15 min y luego
las muestras se colocaron inmediatamente en hielo.

Ligacion de adaptadores. A cada muestra, se le agrego la mezcla de ligacion
gue contenia el adaptador doble cadena Tagl 5 pmol; adaptador Msel 50 pmol;
ATP 10 mM pH 7.5; amortiguador RL 1x; T4 DNA ligasa 1 U (Roche) y agua
milli “Q” estéril (Alineacion de adaptadores ver Apéndice) para llegar a un
volumen de 35 pL. Se incubaron las muestras a 16° C durante toda la noche.

Pre-amplificacion selectiva. Para la pre-amplificacion se utilizaron 5 pL de
DNA molde proveniente de la ligacion, y se le agregaron 25 pL de la mezcla de
reaccion 1 que contenia: oligo Taql+0 50 ng/uL; oligo Msel+A 50 ng/uL; dNTP,
10 mM; y agua milli “Q” esteril. También se le agregaron 20 pL de la mezcla de
reaccion 2 que contenia: Taq polimerasa 1U (Roche); PCR-Buffer 1X (Roche) y

agua milli “Q” estéril. En un volumen total de 50 pL. Las condiciones del
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termociclador (TECHNE TC 412) fueron: 5 min para la desnaturalizacion inicial
a 94° C seguido de 20 ciclos a 94° C por 30 s 56° C por 60 s 72° C por 60 s

con 7 min a 72° C de extension final.

Tabla S1. Secuencia de oligonucleoétidos +1 utilizados para cDNA-AFLP

Nombre Secuencia
Msel + A 5 GAT GAG TCC TGA GTAAA 3
Tagl + 0 5 GAC GATGAG TCCTGACCGAJZ

Amplificacion selectiva. Se probaron 6 combinaciones de oligos+2 +3, para
la amplificacion selectiva; se realizé una dilucion 1:150 de la preampilificacion,
se tomaron 3 pL de esta dilucion y se le agregaron 5 uL de la mezcla de
reaccion 1 que contenia: oligo Taqgl+2 50 ng/uL; oligo Msel+3 50 ng/uL; dNTP
10 mM; y agua milli “Q” estéril. A lo anterior se le agregaron 10 uL de la mezcla
de reaccion 2 que contenia: Taq Polimerasa, 1 U (Roche); PCR-Buffer 1X
(Roche); y agua milli “Q” estéril. En un volumen total de 20 pL. Las condiciones
del termociclador (TECHNE TC 412), fueron: 5 min para la desnaturalizacion
inicial 2 94° C; 6 ciclos de 30sa94° C, 30sa 65° C, 60 s a 72° C; 6 ciclos de
30sa94°C,30sa60°C,60sa72°C; 23 ciclosde 30 s a94° C, 30 s a 56°
C,60sa72°C;y5mina 72° C para la extension final.

Tabla S2. Secuencia de oligonucledétidos +2 y +3 utilizados para cDNA-AFLP

Nombre Secuencia

Taql+TC 5 GAC GAT GAGTCCTGACCGATC ¥

Taql+GA 5 GAC GATGAGTCCTGACCGAGA ¥
Msel+ACA 5 GAT GAGTCCTGAGTAAACAJ
Msel+AAC 5 GAT GAGTCC TGA GTAAAAC 3
Msel+AGA 5 GAT GAGTCC TGA GTAAAGA Y

Un aspecto importante es seleccionér la combinacion de oligos +3 que den
el mayor numero de bandas diferenciales, en esta etapa se utilizaron geles de
poliacrilamida (PAGE) para secuenciacion. Los productos de amplificacion
fueron corridos en camara de secuenciacion (BioRad). Se agregd a los
productos de amplificacion selectiva, 10 pL de Buffer de carga (Formamida
98%, Azul de bromofenol 0.05%, Xilen cianol 0.05%, EDTA 10 mM), fueron

desnaturalizadas durante 5 min a 95° C y luego colocadas en hielo. Se
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cargaron en el gel de poliacrilamida al 6% con condiciones desnaturalizantes, 6

puL de cada muestra y 4 uL del marcador de peso molecular de 25 pb

(Invitrogen), y se corrieron en Buffer TBE 1x (Tris-Base 0.9 M, Acido Bérico 0.9

M, EDTA 25 mM) a 90 Watts constantes por aproximadamente 3 horas. Para la
deteccion de las bandas se utilizo la tincion de nitrato de plata.

13.3 ELECTROFORESIS DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES.
1.- Preparar stock de poliacrilamida 30% (19:1).

Acrilamida 285¢g
Bis- acrilamida 159
Aforar a 100 mL con H20

2.- Pesar 2 g de Resina y anadirselos al stock de poliacrilamida 30 %.

3.- Dejar 35 min en agitacion

4 - Filtrar el stock en aparato de filtracion con papel Millipore No. 22 um

5.- Almacenar a 4° C.

6.- Preparacion de solucion de poliacrilamida al 6% (150 mL) en condiciones
desnaturalizantes (urea 8 M)

Pesar 72 g de urea.

Disolverlos en 55 mL de agua a 50° C.

Pesar 3 g de resina y agregarselos a la urea una ves que ya esté disuelta.
Dejar 35 min en agitacion a temperatura ambiente.

Filtrar en aparato de filtracion Millipore.

Agregar 15 mL de Buffer TBE 10 X

Agregar 30 mL del stock poliacrilamida 30 % (19:1)

Desgasificar con la bomba de vacio. Evitar mover bruscamente la solucion.
NOTA: No dejar que la urea se precipite, para impedirlo hay que calentar.
Limpieza y montaje de las placas de la camara de secuenciacion Bio-Rad.
1.- Limpiar cada placa 6 veces con windex, Etanol 70 % y al final con agua.
Para cada placa cambiarse de guantes.

2.- Preparar solucion de Bind Silane.
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995 uL Etanol 95 %
5 uL Acido acético glacial.
3 pL Bind silane
3.- Aplicar toda la solucion de Bind Silane al cristal individual.
4 - Aplicar 1 mL de Sigmacote al cristal de la camara en campana. Cambiarse
de guantes al hacer esto.
5.- Armar la camara.
Aplicar vaselina por ambos lados a las bandas laterales.
Colocar encima el cristal individual.
Colocar las pinzas laterales cuidando que los cristales estén al mismo nivel.
Insertar entre los cristales solo la punta del peine por la parte superior de la
camara.
6.- Preparar Persulfato de amonio (APS) al 25% en un tubo Eppendort:
0.25 g APS
1 mL agua
7.- Agregar 150 pL de APS y 150 uL de TEMED a la solucion de poliacrilamida
al 6 %.
8.- Conectar una jeringa al orificio de llenado en la base de la camara, y vaciar
por ahi la solucién de poliacrilamida 6 %, lo mas rapido posible. Cuando se tire
por el peine no dejar que pase mas solucion e introducir bien el peine.
9.- Esperar a que polimerice por 1 h.
10. - Montar el gel en la base de la camara.
11.- Calentar el TBE 1 X a 65° C y poner 800 mL en la base y 1200 mL en el
resto de la camara.
12.- Precorrer el gel a 90 W hasta alcanzar 48° C.
13.- Cargar muestras:
Agregar 10 uL de amortiguador de carga (LB) a cada una.
Desnaturalizar a 95° C por 5 min en termociclador.
Pasar a hielo inmediatamente.
Cargar en el gel 6 uL muestra + LB y 4 uL de marcador.
NOTA: Al momento de cargar ir lavando los siguientes 5 pozos con pipeta para
evitar que la urea precipite.

14 - Correr el gel a 90 W aproximadamente por 2:30 h
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13.4. PROTOCOLO DE TINCION DE PLATA
Basado en el instructivo de Promega Corporation, 2000. Silver sequence,
DNA sequencig system. Technical Manual No. 023
En un agitador orbital colocar la placa que contiene al gel, en la solucién de
fijacion (Acido Acético glacial 10 %) por 20 min. o se puede dejar toda la noche.
1.- Realizar 3 enjuagues con agua destilada al gel, cada uno de 2 min.
2.- Introducir la placa con el gel, a la solucion de tefiido y colocar en agitacion
por 30 min.
Solucion de tefido.
- Nitrato de plata 1g/L
- Formaldehido (HCHO) (1.5 mL de 37 % HCHO/Litro) 0.056%
3.- Realizar un lavado de 10 s con agua destilada e inmediatamente después
introducir a la primera parte de la solucion de revelado.
Solucion de revelado.
Esta solucion se utiliza a 10° C y al momento de usar se agrega el
formaldehido y el tiosulfato. De esta solucion se preparan 2 L y se divide en
dos partes para su uso.
- Carbonato de sodio 30 g/L
- Formaldehido (HCHO) (1.5 mL de 37 % HCHO/Litro) 0.056%
- Tiosulfato de sodio 2 mg/L
4 - Agitar hasta que aparezcan las primeras bandas.
5.- Introducir a la segunda mitad de la solucién de revelado por espacio de 2 a
3 min. hasta que aparezcan todas las bandas y entonces detener la reaccion
agregando 1 L de la solucion de fijacion (Acido Acético glacial 10 %).
6.- Realizar 2 lavados de 2 min con agua destilada.

13.5. ALINEACION DE ADAPTADORES

Ejemplo de alineacion de adaptadores doble cadena para AFLP (Adaptadores
EcoRlI, Msel).
Alineacion de adaptadores.

Msel — A cantidad: 65 ng longitud: 16 bases
Msel 1- B cantidad: 203 pg longitud: 14 bases
EcoRI — A cantidad: 109 ng longitud: 17 bases
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EcoRI- B cantidad: 77 ng longitud: 15 bases

Tabla S3. Tabla de adaptadores de AFLP.

Nombre Secuencia Peso pL para 100
molecular pmolpuL
(g/mol) /
Long.

EcoRI-B 5-AAT TGG |4592/15 167
TAC GCA mer.
GTC-3

EcoRI -A 5-CTC GTA |5146/17 212
GAC TGC mer.
GTA CC-3’

Msel - A 5-GAC GAT |4946/16 132
GAG TCC mer.
TGA g-3’

Msel - B 5-TACTCA |4223/14 481
GCACTC mer.
AT-3’

Agregar 100 uL de TE estéril en campana, a cada tubo, la concentracion
resultante en ng / pL es:
Msel - A : 650 ng / pL
Msel - B : 2030 ng / pL
EcoRI - A: 1090 ng / uL
EcoRI -B: 770 ng / pL
El peso molecular de las 4 bases del ADN es: 650 pg / mol.Multiplicar el peso
promedio de las cuatro bases por la mitad de la longitud de cada oligo (obtener
peso molecular):
Msel -A: 650 pg / pmol x 8 = 5200 pg / pmol
Msel -B: 650 pg/ pmol x 7 = 7550 pg / pmol
EcoRI - A: 650 pg / pmol x 8.5 = 5525 pg / pmol
EcoRI - B: 650 pg / pmol x 7.5 = 4875 pg / pmol
Preparar 100 uL del adaptador a 50 pmol / pL:
50 pmol / pL x 100 pL = 5000 pmol
Entonces:
Msel - A: 5200 pg / pmol x 5000 pmol = 26 000 000 pg
Msel 1 -B: 7550 pg / pmol x 5000 pmol = 37 750 000 pg
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EcoRI - A: 5525 pg / pmol x 5000 pmol = 27 625 000 pg
EcoRI - B: 4875 pg / pmol x 5000 pmol = 24 375 000 pg

Convertir a ng:
Msel - A: 26 000 ng

Msel - B: 37 375 ng

EcoRI - A: 27 625 ng

EcoRI - B: 24 375 ng

Calcular volumen a tomar del oligo:
Msel - A: 26 000 ng / 650 ng/uL =40 pL

Msel - B: 37 375 ng / 2030 ng/uL = 18.41 puL
EcoRI - A: 27 625 ng / 1090 ng/uL = 25.34 uL
EcoRI-B:24 375ng / 770 ng/uL = 31.65 pL

Tabla S4. Adaptador Msel.

Nombre Cantidad (uL)
Oligo Msel - A 40
Oligo Msel - B 18.41

Buffer H10X 10
H>O milli Q 41.58
estéril
Volumen total 100

Tabla S5. Adaptador EcoRI

Nombre Cantidad (pL)
Oligo EcoRI - A 25.34
Oligo EcoRI - B 31.65

Buffer H10X 10
H>O milli Q estéril 33.01
Volumen total 100

Colocar los tubos bajo las siguientes temperaturas:

Temperatura Tiempo
65°C 10 min.
56°C 60 min.

Temperatura 15 min.

ambiente
Almacenara—-20°C

Buffer H10X



= TrisHCI0.5M

= MgCl,0.1 M

= Espermidina 10 mM

= DTT0.05M

12.6. Oligonucleotidos usados para qRT-PCR
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Tabla S6. Oligonuclettidos utilizados para la confirmacion de expresion

diferencial por qRT-PCR.

UniGen Secuencia de oligos Tm Fragmento
amplificado
(5’a3d) (pb)
Secretory F: CCTAGCAAGGCAACAACTCC 60°C 168
peroxidase
R: TCTAGGAGGGCCACACATTC 60°C
SCE1 F: 60°C 159
TCCTCAATGAAGACAGTGGTTGG
R: CACCCTCTTTCGGTACTCCA 60°C
PBC1 F: GACCTTTGCCAGCCTTGTA 60°C 174
R: TCAGATGCAGTGCCAGAAAC 60°C
Endochitinase 30 | F: ACTGCCACGACCACATTCTA 60°C 156
kDa
R: TTCTGGATGACCCCTCAATC 60°C
MRP1 F: CATAATTGAGGGCAGTCGT 60°C 168
R: CCAGCTCTAGTCCTGCCAAC 60°C
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