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RESUMEN

La Sigatoka negra es la enfermedad foliar mas destructiva del cultivo del banano,
la cual es ocasionada por un hongo ascomiceto que posee dos fases de reproduccion, la
sexual que es Mycosphaerella fijiensis y la asexual denominada Pseudocercospora
fiiensis.

Esta enfermedad se registré por primera vez en 1963 en el valle de Sigatoka del
cual tomé el nombre, a partir de entonces se ha extendido a todas las zonas productoras
del mundo. En nuestro pais se conoce desde 1981, cuando se reportaron los primeros
casos en la zona de Tapachula, Chiapas.

Muchos de los cultivares comerciales de banano se ven afectados por esta
enfermedad por lo que es necesario estudiar intimamente al patdgeno; en este rubro se
ha avanzado en la aplicacién de tecnologias recientes como el desarrollo de marcadores
moleculares para estudiar las poblaciones de patégenos, el uso de transformacion
genética para estudios de gendmica funcional, construccién de bibliotecas gendmicas,
entre otras herramientas.

Sin embargo, poco se sabe al respecto de cuales son los genes que M. fijiensis
expresa en las primeras etapas de infeccién; esta informacién, proporcionada por el
ARNm, seria de gran utilidad para conocer (en parte) los procesos moleculares que se
llevan a cabo en esta fase del ciclo bioldégico que podrian redundar en la produccién de
proteinas de interés para el desarrollo de mejores estrategias de control.

Es por ello que en este estudio se construyé una biblioteca de ADNc de la
interacciéon temprana de Mycosphaerella fijiensis con Musa acuminata cv. Gran Enano
utilizando la técnica Hibridacién Substractiva por Supresion (HSS) y realizando
modificaciones con la finalidad de enviarla a secuenciar masivamente por el sistema
Roche/454.






ABSTRACT

Black Sigatoka is the most destructive foliar disease of banana cultivation, which is caused
by the ascomycete fungus Mycosphaerella fijiensis. This fungus has two stages of
reproduction of which M. fijiensis is the sexual phase and Pseudocercospora fijiensis is the
asexual.

This disease was reported by the first time in 1963 in the Sigatoka valley, from it
tooks its name, since then it has spread to all growing areas around the world. In our
country is known since 1981 when the first cases were reported in the area of Tapachula,
Chiapas.

Many commercial banana cultivars are affected by this disease and it is necessary
to study closely the pathogen, in this area there has been progress in the application of
recent technologies such as the development of molecular markers to study populations of
pathogens, the use of genetic transformation to functional genomics studies, genomic
libraries construction, among other tools.

However, little is known about which genes of M. fiiiensis are expressed in the early
stages of infection, which would provide information about the putative proteins that could
be found in this process and in the future could help to design molecular control strategies.

That's why in this study we construted a cDNA library of the early interaction of
Mycosphaerella fijiensis conidia with foliar fragments of Musa acuminata cv. Great Dwarf
by Suppression Subtractive Hybridization (HSS) with modifications to use the massive
sequencing Roche/454 platform.
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1.-INTRODUCCION

El cultivo del banano (Musa spp.) es una de las principales actividades
comerciales a nivel internacional, tan sélo después de productos como arroz, trigo y maiz.
En muchos paises en desarrollo, esta fruta sirve de alimento bdsico y sustento
econdémico. Su cultivo se realiza principalmente en las zonas calidas y himedas alrededor
de todo el mundo desde Asia hasta América; siendo este Uitimo continente donde se da la
mayor produccién para exportacion (Trade and Market division, 2011).

Las variedades de banano que se cultivan comercialmente se reproducen
vegetativamente (o asexualmente), es decir, todos los individuos de una plantacién
poseen el mismo material genético, esto ha ocasionado que el cultivo sea susceptible a
una gran cantidad de enfermedades provocadas por diversos microorganismos entre los
que destacan hongos fitopatdgenos tales como: Fusarium oxysporum (agente causal del
mal de Panamd) y el Complejo Sigatoka (Jones, 2000).

El Complejo Sigatoka esta formado por tres especies del género Mycosphaerella:
M. musicola, M. eumusae y M. fijiensis, siendo esta Ultima la causante de alrededor de
50% de pérdidas de la produccién (Carlier, 2000). Debido a su importancia se han
realizado grandes esfuerzos para entender los mecanismos por los cuales logra una
relacion compatible con cultivares susceptibles (e. g. Gran Enano), sin embargo, aun no
ha sido posible conocer mucho sobre los genes que controlan mediante su
activacién/inactivacién el proceso de infeccién.

Durante el presente trabajo se construyd una biblioteca de ADNc de la interaccién
de M. fiiiensis con Musa acuminata cv. Gran Enano utilizando la técnica de Hibridacion
Sustractiva por Supresién (HSS) y realizando modificaciones para enviarla a secuenciar

masivamente por el sistema Roche/454.
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1.1.-ANTECEDENTES

1.1.1.-Generalidades del banano

El banano (Musa spp.) es una planta herbacea, poliploide, monocotiledénea y
perenne, perteneciente a la familia Musaceae, la cual estd conformada por los géneros
Ensete, Musella y Musa (de Langhe ef al., 2009).

La planta esta formada por 3 partes importantes: el cormo y el sistema radicular, el
racimo o inflorescencia y el pseudotallo con el sistema foliar. Las inflorescencias se
caracterizan por tener en la punta flores masculinas, mientras que las flores femeninas se
encuentran detras de ellas (Asvanitoyannis, 2008).

El banano es cultivado en plantaciones permanentes y en pequefias parcelas
(replantadas cada 3 a 10 afos); las plantaciones poseen una extension de entre 50 a 300
ha con una infraestructura permanente de caminos, drenaje, irrigacién, asi como un
sistema de cableado para el transporte de los racimos (Stover, 1986). En cambio, las
pequefas parcelas poseen menor extension (de <1 ha hasta <50 ha), poca
infraestructura, muchas veces las plantaciones son temporales y se rotan los cultivos se
rotan a intervalos regulares, produciéndose en asociaciéon con otras especies de interés
agricola (Stover, 1986).

El fruto del banano es generado a partir de partenocarpia (produccién de fruto sin
polinizacién) y es una baya con una cascara exterior que posee mucho colénquima (tejido
de sostén caracterizado por la presencia de células ricas en agua y sustancias pécticas),
generalmente se producen en racimos de 10 a 20 bananos, dependiendo del cultivar,
pueden haber entre 6 a 15 manos de frutos por planta (Daniells et al., 2001 citado por
Arvanitoyannis et al., 2008; Arvanitoyannis et al., 2008).

Se sabe que es nativo de India y Polinesia y que su centro de diversificacion esta
ubicado en Indonesia y Malasia, distribuyéndose en ambientes de clima tropical o
subtropical de todo el mundo (de Langhe et al., 2010; Stover, 1980).

Los registros mas antiguos sobre el cultivo del banano datan de cerca del 600 a.
C. y provienen de India; en la regién del mar Mediterraneo se empez6 a rumorar la
existencia de esta fruta hasta el 300 a. C., debido en gran parte por la actividad comercial
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complejos que aquellos explicados por Simmonds et al. (1955), ya que individuos de un
mismo genotipo presentan un punta diferente de acuerdo a su morofologia segun la
escala de estos ultimos autores. ~ to puede deberse a que en el proceso de formacién de
los nuevos tulcivares no sélo el ADN nucleai gé un papel importante, sino que también
los genomas de los cloroplastos y las mitocondrias ayudaron a dar forma a los multiples
fenotipos vistos en la actualidad, sobre todo con las cruzas que se dieron entre cultivares
tripioides y diploides y entre cultivares diploides (de Langhe et al., 2010).

Ademas, restos fésiles de hojas y semilias de diversos cuitivares han permitido
aportar evidencia acerca de cuales fueron las rutas de propagacién del banano, las cuales
estuvieron intimamente relacionadas las practics agricolas y comerciales (Perrier et al.,
2011).

Como podemos notar el banano es un fruto con una historia estrechamente
relacionada al desarrollo de la civilizacién humana, en la siguiente seccién se detallaran
los aspectos econémicos que rigen la produccion de banano a nivel mundial, nacional y
local.

1.1.3.- Importancia econdmica del banano

| produccién de bananos es una de las principales actividades agricolas a nivel
internacional, segln datos de la FAO, el banano ocupa el primer lugar entre los frutos con
mayor produccién a nivel mundial (cuadro 2) y el 4° Iu,.r entre los cultivos con mayor
importancia en paises en vias de desarrollo después del arroz, trigo y maiz, con
102,114,819 toneladas, las cuales se producen mayormente en India, China y Filipinas
(Food and Agriculture Organization, 2011; Arias et al., 2003).

El banano es cultivado en méas de 100 paises (Arvanitoyannis et al., 2008), de los
cuales México es el décimo productor (cuadro 3), con una producciéon mayor a la de
paises como Colombia, Tailandia y Costa Rica, entre otros.

En México el banano es uno de los principales cultivos, siendo mas importante que
la papa, cebolla, fresa, café entre otros (Food and Agriculture Organization, 2011; Instituto
Nacional de Estadistica y ¢ igrafia, 2010).

10



Capitulo |

Cuadro 2.- Frutos con mayor produccién a nivel mundial (FAO, 2011).

Fruto Produccién {Tm)
Banano 106, 541, 709
Manzana 75, 635, 283

Uva 69, 654, 926
Naranja 69, 605, 815
Platano 38, 901, 406

Mango 38, 899, 593

Pera 23, 896, 556

Pifia 21, 582, 237

Limény lima 13, 861, 411
Papaya 11, 838, 651

Fresa 4, 594, 540

Aguacate 4,434, 425

En el cuadro 4 se enlistan los principales estados productores donde se observa
que Chiapas y Tabasco ocupan los primeros lugares, el estado de Yucatan aporta una
cantidad considerable la cual es superior a la de entidades como Campeche, Morelos e
Hidalgo por mencionar algunos; siendo el municipio de Akil el principal productor (cuadro
5).

Entre las principales variedades de banano cultivadas en México se encuentran el
Manzano (AAB), Pera o cuadrado (ABB), Macho (AAB), Datil o “Ciento en boca” (AA),
Rombén o Rambao (AA), Roatan (AAA), Enano chaparro (AAA), Valery (AAA), Morado
(AAA), Morado verde (AAA), Dominico (AAB), Seda (AAB) y Enano gigante (AAA)
(Vazquez-Castrejon et al., 2005; Orozco-Santos et al., 1983).

Segun Fonsah y Chidebelu (2011) y Stover (1987), los principales factores que
afectan la produccion del banano son la irrigacién, proteccién del fruto, fertilizacion,
drenaje, clima, tecnologia empleada y sobre todo proteccién contra plagas y
enfermedades (principalmente Sigatoka negra), siendo este Gltimo aspecto el que genera
mas costos en la mayoria de las zonas bananeras (Manzo-Sanchez et al., 2011).

11
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Cuadro 4.- Superficie cosechada, cantidad y valor de la produccién de platano por entidad
federativa (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2011).

Entidad federativa Producclén Valor
(ton) (miles de pesos)
Chiapas 792, 892.43 2,022, 538.29
Tabasco 475, 612.77 1, 932, 5697.70
Veracruz 270, 799.61 676, 687.35
Colima 150, 985.98 327, 143.75
Michoacan 142, 077.90 312, 292.92
Jalisco 81, 504.25 173, 474.03
Guerrero 73, 098.32 312, 011.50
Nayarit 66, 659.32 166, 823.36
Oaxaca ov, 090.95 154, 530.86
Puebla 29, 092.01 58, 500.48
Quinata Roo 2, vou.30 14, 203.13
Yucatan 1, 286.80 5, 620.49
Campeche 849.30 3, 730.57
Morelos 428.91 1, 394.76
Edo. de México 295.uu 1, 252.50
Hidalgo 24.00 69.60
Tamaulipas O.uv 0.00

El mosaico de la bractea, causada por el virus del mosaico de las bracteas del
banano (VMBB) tiene una distribucién mas restringida al este y es menos destructivo. En
constraste, el rayado del banano, originado por el virus del rayado del banano (VRB) y el
mosaico del banano por el virus del mosaico del pepino (VMP), son considerados como
dafios menores en la mayoria de los casos (Ploetz y Pegg, 2000).

Entre las principales enfermedades bacterianas del banano estan los
marchitamientos vasculares originados por diversas especies del género Ralstonia y las
podredumbres del rizoma y el pseudotallo causadas por Erwinia spp. A comienzos del

siglo XX se reportaron epidemias de marchitamiento bacteriano ocasionados por
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En nuestro pais la Sigatoka negra ha infectado practicamente todas las zonas
productoras, iniciando en las regiones bananeras de Chiapas y Tabasco, para después
establecerse en Oaxaca, Guerrero, Veracruz, Colima, Michoacén, Jalisco, Nayarit y
Yucatan, entre otras (Orozco-Santos, 1983).

1.1.4.1.- Descripcion del género Mycosphaerella

El género Mycosphaerella cuenta con cerca de 3,000 especies relacionadas con
alrededor de 7,000 anamorfas; es uno de los géneros mas amplios dentro del grupo de
los ascomicetos, la identificacion y clasificacién de una especie dentro de este género se
basaba en sus caracteres morfolégicos macro y microscopicos. Sin embargo, con el
tiempo se demostré que se requerian estudios moleculares para establecer los criterios de
clasificacién de nuevas especies (Crous et al., 2011; Crous, 2009).

Los estudios filogenéticos basados en secuencias del gen que codifica para Actina
determinaron que Mycosphaerella es un grupo monofilético, sin embargo estudios
posteriores basados en la secuenciacién de genes como Lsu permitieron demostrar el
caracter parafilético del género el cual actualmente es dividido en siete secciones
(Mycosphaerella, Tassiana, Plaga, Fusispora, Caterva, Longispora, Plaga y Cymadothea)
(Crous, 2009; Crous et al., 2009; Crous et al., 2007).

Este género estad formado por especies adaptadas a distintos ecosistemas, que
van desde sapréfitos, patégenos de plantas hasta hiperpatégenos. En cuando a su
capacidad para infectar plantas, se sabe que Mycosphaerella spp. es de los fitopatégenos
mas comunes y destructivos, causando pérdidas considerables en cultivos de importancia
como betabel, soya, fresa, cereales, citricos y por supuesto en el banano (Sanchez-
Rodriguez et al., 2010; Crous, 2009).

También se caracterizan porque el dafio a las plantas comunmente es debido a
defoliacion, lo que reduce la capacidad fotosintética del hospedero, con la consecuente
reduccion del crecimiento. Algunas especies como M. citri, pueden afectar hojas y frutos
mientras que otras como M. fijiensis s6lo afectan al tejido foliar (Crous, 2009).
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1.1.4.1.1.- El complejo Sigatoka

Dentro del género M) sphaerella, tres son las especies que principalmente
causan dafios foliares al banano, éstas son M. musicola, M. fiiiensis y M. eumusae, las
cuéles en conjunto son conocidas como el “Complejo Sigatoka” (Arzanlou, 2008; Carlier et
al., 2000).

Estas especies presentan muchas caracteristicas morfolégicas y patogénicas
similares, por lo que en campo resulta diffcil distinguir cuél es el agente causando usando
sblo los sintimas de la enfermedad (Arzanlou, 2008), e inclusive se puso en duda la
existenica de M. eumusae « 10 especie, porlo que Car et al. (2000) secuenciaron las
regiones ITS 1 y 4 de distintas muestras provenientes del sur y sureste asiatico asi como
también de Africa de las cuéles no se habia ¢ arminado con certeza el agente causal de
la enfermedad.

Al realizar el alinean 1to de las secuencias obtenidas de las muestras que habian
sido clasificadas como infectadas por M. musicola, arlier et al. (2000) descubrieron que
se trataba de una nu___ especie perteneciente al género Mycosphaerella, la cual
denominaron como M. eumusae (por prove de un hospedero de la secciébn Eumusae
del género Musa). Asimismo determinaron que junto con M. musicola y M. fijiensis, M.
eumusae formaba un clado claramente diferenciado de otras especies del género
Mycosphaerella, por lo que posteriormente a este grupo se le denominé “Complejo
Sigatoka”.

Crous y Mourichon (2002) determinaron que la anamorfa de esta especie
pertenecia al género Pseudocercospora y no al género Septoria como originalmente
habian propuesto Carlier y colaboradores (2000); también demostraron que los sintomas
eran similares a las otras enfermedades  Sigatoka.

Aunque las tres especies ¢  Complejo Sigatoka son capaces de infectar al banano
y con ello, reducir el desarrollo ¢ la planta y la produccién de frutos, M. fjiensis destaca
por su patogenicidad y virulencia, ya que en muchas zonas ha desplazado a M. musicola
como patdégeno principal, ademas de que se encuentra en todas las areas bananeras del
mundo.















Capitulo |

cuticula (Valerio et al., 2002), entre otros. Los mecanismos de resistencia incluyen la
confinacion del patdégeno asi como la sintesis de diversos compuestos con actividad
microbicida asi como también la sintesis de diversas proteinas relacionadas a
patogenicidad (proteinas PR) (Torres et al., 2009).

En cuanto a la produccién de compuestos téxicos, los mas citados en los reportes
de interaccion planta-hongo son las fitoalexinas, las cuales poseen un peso molecular
bajo y se acumulan en los tejidos afectados (Torres et al., 2009). Estos compuestos
poseen estructuras muy diversas como fenilpropanoides, flavonoides, isoflavonoides,
sesquiterpenos y policétidos (Taiz y Zeiger, 2010; Essenberg, 2001). Entre Ias fitoalexinas
que presentan las especies del género Musa estan el resveratrol, musanolonas y
fenilfenalenonas; las cuales pueden actuar indirectamente formando especies reactivas
de oxigeno que a su vez dafian algunos tipos de biomoléculas (proteinas, acidos grasos,
acidos nucleicos, etc.) tanto del hospedero como del patégeno pero confinando de
manera eficiente a este ultimo (Quifiones et al., 2000).

Otalvaro et al. (2002) demostraron que las fenilfenalenonas (y sus productos
intermedios) poseen una buena correlacién con el grado de resistencia de algunos
cultivares, en su estudio estos autores encontraron que las concentraciones de
fitoalexinas siempre eran mayores en las raices que en las hojas independientemente de
la resistencia o susceptibilidad de los cultivares y que los compuestos estaban presentes
en casi todas las variedades analizadas. Sin embarog, estos autores observaron que
dependiendo del cultivar, algunos compuestos eran sintetizados en mayor cantidad,
siendo as{i que en la variedad Pelipita [Musa acuminata (ABB)] se encontré una mayor
concentracién (0.5-1 mg/kg) de 9-Fenilfenalenona anifigurona, 4-Fenilfenalenona
irenolona y 4’-Metoxirenolona, las cudles podrian estar relacionadas con la resistencia a
M. fijiensis.

En cambio, cultivares como Gros Michel (AAA) o Dominico (AAB) presentaron una
menor concentracién de los compuestos antes mencionados (0.1-0.5 mg/kg) y mostraron
mayor susceptibilidad ante el patégeno (Otalvaro et al., 2002).

A nivel enzimatico se ha observado la participacion de multiples catalizadores
biolégicos en la defensa contra M. fijiensis, Torres et al. [(2007) citado por Torres et al.
(2009)] demostraron que durante la interaccion del hongo fitopatégeno con el cultivar
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Calcutta IV (AA) se incrementa la actividad de la enzima Fenilalanina amonio-liasa (PAL)
(E. C. 4.3.1.5) durante las primeras 24 h posteriores a la infeccién mientras que en cultivar
susceptible Williams (AAA) el aumento de actividad se da hasta seis dias después; esta
enzima esta relacionada con la sintesis de varios tipos de fitoalexinas, incluyendo las que
se mencionaron en parrafos anteriores.

Las proteinas relacionadas ¢ patogénesis (PR), detectan factores de avirulencia
presentes en el patdgeno o elicitores, con lo cual inician la respectiva sefializacién que
conducira a que la planta active el :canismo de Respuesta Hipersensible (RH) y la
Resistencia Sistémica Adquirida (F \) para defenderse del ataque del patégeno, algunas
de ellas poseen actividad enzimatica.

En banano se ha reportado que la proteina PR B-1,3- Glucanasa (E. C. 3.2.1.39),
incrementa su actividad der > de las primeras seis horas en el cultivar Calcutta IV una
vez que el mismo es atacado por M. fiiien.._, mier s que en cultivares susceptibles no
se observa un aumento sigr.... ;ativo (Torres et al. [(2007) citado por Torres et al. (2009)].

Otras enzimas que participan durante la interaccién planta-hongo son las
peroxidasas, como producto de su activid se liberan muchos compuestos fendélicos; en
cultivares resistentes de banano se ha documentado el aumento de esta actividad
enzimatica dentro de las primeras 18 h después de la infeccién lo cual puede estar
relacionado con el reforzamiento de | pared celular y la restriccion del paso de toxinas
fungicas (Torres et al., 2009).

Otro mecanismo involucrado en la defensa de ciertos cultivares de banano contra
M. fijiensis son las Especies Reactivas de Oxigeno (EROs), las cuales son intermediarios
toxicos que resultan de la re __ccion paso a paso del oxigeno molecular (Mehdy, 1994).

Calderén y Arango. [(2004) citados por Torres et al. (2009)] observaron que en el
cultivar Calcutta IV la generaciéon de H,O, se da en las primeras 72 h, mientras que
Cavalcante et al. (2011) reportan para el mismo cultivar que la produccion de este
compuesto se da hasta las 120 h, alcanzando un maximo a los diez dias (144 h)
posteriores a la inoculacion, localizandt : ésta en aquellos estomas donde M. fijiensis
habia penetrado. Estos autores también observaron que durante la interaccion con el
hongo, Calcutta IV mostré un engrosamiento de su pared celular en el sitio de infeccién,

22



Capitulo |

asi como también una menor area necrética debido a la actividad fangica, a diferencia del
cultivar Gran Enano (AAA) el cual no mostré produccién significativa de EROs y si una
mayor area necroética en los sitios donde M. fijiensis habia penetrado.

A diferencia de los cultivares resistentes, en aquelios susceptibles los mecanismos
de defensa no se activan o se activan en un periodo de tiempo tal que resuita imposible
para la planta frenar el avance de la infeccién; debido a ello se han realizado estudios
para aumentar la resistencia de genotipos susceptibles a través de distintas técnicas
como el mejoramiento genético tradicional (Mobambo et al., 1997; Ortiz y Vuylsteke,
1994) ), la induccién de variacién somaclonal en cultivo in vitro (Nwauzoma et al., 2002) y
la ingenieria genética (Vishnevetsky et al., 2011), con resultados alentadores.

Sin embargo también se ha observado que debido a las caracteristicas del
patégeno, la resistencia es abatida en poco tiempo por lo que es necesario continuar
estudiando la relacién entre estas dos especies para determinar a detalle cuales son los
factores involucrados en el proceso de infeccién, por lo que en la siguiente seccion se
describird, usando a otras especies fungicas como modelos, cuales son los principales
eventos que se dan durante la interaccién planta-hongo.

1.1.5.- Descripcién fisiolégica y bioquimica de la infeccién temprana por hongos
fitopatégenos

A pesar de que la Sigatoka negra ha afectado las plantaciones de banano del
mundo por mas de 40 afos, poco se sabe acerca de los mecanismos por los cuales M.
fijiensis se establece en el tejido foliar e inicia el proceso de infeccién. Sin embargo,
diversos autores han descrito a nivel celular y bioguimico los principales sucesos que
ocurren en las primeras etapas de infeccion de otras especies fitopatégenas, los cuales se
presentan a continuacion.

Dean (1997), defini6 al proceso de infeccién temprana a partir del momento en
cual la espora del hongo patdégeno aterriza en un hospedero. A partir de éste momento
inician una serie de fenémenos fisiolégicos y bioquimicos muy diversos controlados por
proteinas que actlian directamente promoviendo o inhibiendo alguna funcién en particular
o actuando como receptores de moléculas de bajo peso. Estos sucesos se agrupan en
tres grandes categorias: Adhesion de la espora a la planta, germinacién de la espora y
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1.1.5.2.- Germinacién de la espora y formacion del apresorio

Una caracteristica de las esporas de hongos es su capacidad de dormancia, es
decir, un periodo durante el cual la actividad metabélica es baja, lo cual les permite
sobrevivir hasta que las condiciones de germinacién sean las adecuadas (Hardham,
2007).

Los hongos saproéfitos requieren de una fuente de externa para iniciar su
germinacion, sin embargo se ha observado que en el caso de hongos fitopatdégenos las
esporas germinan en ausencia de nutrientes exdgenos lo que indica la presencia de una
fuente interna de energia (Hardham, 2007).

La transduccion de sefiales en hongos fitopatégenos esta mediada por proteinas
llamadas integrinas, éstas modulan su respuesta gracias a proteinas extracelulares
llamadas vitronectrinas y fibronectrinas cuyos homoélogos estan presentes en hongos
fitopatégenos como M. grisea (Dean et al.,, 1994); también se han encontrado evidencias
de la participacién de proteinas G, MAP Cinasas y AMPc durante estos eventos
(Doehlemann et al., 2006; Osherov y May, 2001; Kinane et al., 2000).

Takano et al. (2000) observaron que el gen cmpk1 de Colletotrichum lagenarium,el
cual codifica una MAP cinasa, esta involucrado en el proceso de infeccién ya que su
eliminacién causa una reduccién considerable en la conidiacién y no permite que el hongo
infecte a su hospedero; los autores descubrieron que las esporas de las mutantes no
germinaban sobre superficies artificiales ni tampoco en tejido vegetal, concluyendo que
esta proteina esta involucrada en la regulacion de este proceso.

Otra actividad importante que se ha determinado en esporas en germinacion de M.
grisea es la actividad cutinasa, la cual actia degradando los enlaces presentes en la
cutina, este polimero es el principal constituyente de la cuticula vegetal y esta formado por
acidos grasos de cadena larga (principalmente palmitico y oleico) con grupos hidroxilos o
epdxidos en la mitad o al final de la cadena, lo que permite su unién y la posterior

formacién de una red tridimensional de gran rigidez (Taiz et al., 2010, Pascholati et al.,
1993).
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1.1.6.2.- Control quimico y resistencia a fungicidas

El manejo quimico de la Sigatoka negra se ha realizado a través del uso de
fungicidas de contacto y sistémicos, los cudles pueden encontrarse en soluciones
acuosas, en emulsiones aceite-agua o en mezclas con aceites minerales (Pérez-Vicente,
2006).

Los fungicidas de contacto se caracterizan por no penetrar en el tejido vegetal, su
actividad sobre el patégeno se da evitando la germinacion y abatiendo el crecimiento de
los tubos germinativos asi como también la formacion de conidios debido a la
contaminacion de los conididéforos (Pérez-Vicente, 2006).

x otro lado, los fungicidas sistémicos penetran las barreras de las células
vegetales y se incorporan al apopla: desde donde son translocados a diversos puntos
de la planta, principalmente en aquellos donde la transpiracién es mayor (Pérez-Vicente,
2006).

Dependiendo de la hidrofilia o lipofilia del ingrediente activo, éste puede ser
absorbido y translocado con mayor rapic  al interior de la hoja; esto es muy importante
ya que un adecuado programa de contt de la Sigatoka negra a base de fungicidas
sistémicos no sélo dependera de la toxicidad de las moléculas sino también por el grado
de transiocacién de las mismas (Pérez-Vicente, 2006).

En el cuadro 8 se citan algunos de los principales grupos de fungicidas usados en
el control de la Sigatoka negra, sus caracteristicas y compuestos representativos.

Antes de la llegada de la Sigatoka gra a América, el control de la Sigatoka amariila
(producida por M. musicola) req@ a de 10 a 14 aplicaciones de fungicidas al afio
mientras que para el control de M. fijiiensis se requieren de 35 a 45 aplicaciones (Stover,
1986).
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Cuadro 8.- Algunos grupos de fungicidas utilizados en programas de control de Sigatoka negra.

Grup'o_de Propledade§ y efecto sobre hongos Referencias Ejemplos
fungicida fitopatdgenos
Reaccionan de forma inespecifica con los
Alquilenbisditio- grupos tiol (-SH) causando el bloqueo de ... Kaarﬁ-
; ! Sijpesteijn et Mancozeb
carbamatos procesos metabdlicos (Pérez-Vicente, al 1977
2006). '
) . Washington
Reduce la cantidad de grupos tiol. et al., 1998
Inhibe la produccién de pseudotecios y
germinacién de esporas (Pérez-Vicente, ., Pérez-
2006). Vicente, 2006
Derivados de . . .
Phtalamidas Presentan baja solubilidad en agua Clorotalonil
Junto con el mancozeb fue uno de los
principales fungicidas de los programas Vicente-Lazo
de control de la Sigatoka negra et al., 2012
Resistencia al bencimidazol aumenté el
consume e clorotalonil de 15 a 25 L/ha
Derivados de! El. Bep omi! bloquga la formacién‘de Pérez- Benomil,
Bencimidazol ~ icrotubulos al unirse a la B-tubulina, ;.00 9006  Tiabendazol
inhibiendo la mitosis
Inhiben la sintesis del ergosterol
Dos tipos principales: inhibidores de la Sisler et al.,
Cis-a-demetilasa (DMI) y las aminas 1996
ciclicas.
Los DMI bloquean la Citrocromo P45 Ci4  Sisler et al.,
demetilasa 1996
Azolesy Son translocados rapidamente hacia las Pérez- Propiconazol,
derivados hojas. Vicente, 2006  Morfolinas
Las morfolinas afectan seriamente a la Cronshawky
membrana celular (Pérez-Vicente, 2006).  Akers, 1990
Las espiroquetalaminas inhiben la Cyq4
reductasa y la escualeno epoxidasa, Tiemann et
reduciendo la capacidad de resistencia al., 1997
del patdgeno. o
Inhiben la activdad de la Cistato-liasa,
reduciendo la sintesis de Metionina Pontzen,
Anilinopicimidinas ~ ectando el desarollo  de  tubos 1997 Pirimetanil
germinativos.
Presentan una buena absorcion dentro de  Gonzélez et
I= hnig y retencién en la capa cerosa. al., 2000
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Cuadro 9.- Casos de resistencia de M. fijiensis a fungicidas usados en programas de control de la

Sigatoka negra.

Fungicida

Descripcion del estudio

Sitio de estudio

Referencias

Benomil

Después de seis afios de suspender la
aplicacion se encontraron aislados
resistentes que presentaron menor
tiempo de incubacion y mayor agresividad
en estudios de invernadero

En 1998 se detectaron aislados
resistentes y en el 2000 se suspendi6
oficialmente de los programas de control
la utilizacion del Benomil

Se determind que el cambio en el codon
198 del gen que codifica la B-tubulina
causa resistencia al fungicida

Se aislaron cepas provenientes de
plantaciones en cuyo historial hubo
aplicacion de Benomil capaces de crecer
en medios con 10 ppm del compuesto

Costa Rica

Colombia

Colombia

México

Romero y Sutton,
1998

Chica et al., 2004

Caras-Gutiérrez et
al., 2006

Manzo-Sanchez et
al., 2012

Propiconazol

Aislados de M. fijiensis fueron capaces
de crecer en medios con 1 pg/mL del
fungicida

Se sugiri6 que la resistencia al
propiconazol podria estar relacionada con
la resistencia al benomil debido al historial
de aplicaciones en [as plantaciones
estudiadas, reduciendo el intervaio de
aplicaciones de 16-18 a 10-12 dias

E! periodo de lluvias crea condiciones
favorables para la reproduccion del
patégeno, lo cual permite fijar en la
poblacion la resistencia al fungicida,
observandose esto en la época de estiaje
La resistencia se encuentr6 en
mutaciones en las posiciones 461 y 463
del gen cyp51 el cual codifica una enzima
relacionada con la demetilacion del
carbono 14 del eburico!, precursor del
ergosterol

Otros mecanismos de resistencia incluyen
pérdida de afinidad del citocromo Pyso,
procesos de detoxificacion  celular,
sobreproduccion de citocromo
mencionado, inhibicién de la activacion
del fungicida, expulsion del mismo,
protonacion, en*~~ tros.

Costa Rica

Costa Rica

Colombia

Colombia

Cuba

Romero y Sutton,
1997

Romero y Sutton,
1998

Chica et al., 2004

Canas-Gutiérrez et
al., 2009

Pérez-Vicente,
2006

Pirimetanil

Genes que proaucen resistencia a otros
DMI podrian estar involucrados en la
resistencia a este fung~-~

Cuba

Pérez-Vicente,
2006
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Cuadro 10.- Métodos de control biolégico usados en el combate de la Sigatoka negra
(continuacion).

Método de
control Descripcion de los estudios y efecto sobre M. fijiensis Referencias
biolégico
e El lixiviado de estiércol vacuno, melaza de cafa y
o bacterias del suelo mezclado con aceite mineral Carlarte, 2003
Lixiviados de L - .
disminuy®6 la aparicién de manchas foliares
compostas - . S
Lixiviados de lombricultura indujeron RSA y presentaron
i , . - Zhang et al., 1998
microorganismos con actividad fungicida
o Péptidos de Impatiens balsamina presentaron una
_Péptldgs maygr actividad funglmda. 11.1 vitro que los controles Vasquez et al., 2009
antimicrobianos positivos causando crecimiento anormal del tubo
germinativo
e Extractos de madera, bambu y cascara de arroz
presentaron actividad inhibitoria in vitro destacando el Abiala et al., 2011
ultimo a una concentracién de 1%.
Metabolitos Extractos metandlicos de Lycignthes acut{'folia y Piper
secundarios pesaresanum y extractos diclorometanicos de P.

pesaresaum, Nectandra acutifolia y Ocoteca paulii
inhibieron  completamente la  germinacién de
ascosporas, adjudicando la actividad a la presencia de
fenoles, alcaloides y terpenos en los extractos.

Nifio et al., 2011

1.1.7.- Bioensayos utilizados para el estudio de la interaccion M. fijiensis-Musa sp.

En los estudios de interaccion entre estas dos especies se han empleado mdltiples
técnicas que van desde el uso de sistemas in vitro como los fragmentos foliares y las
plantulas provenientes de cultivo in vitro hasta plantas completas en invernadero y en

condiciones de campo.

La utilizaciéon de los sistemas in vitro permiti6 determinar que los sintomas
observados en estas condiciones fueron similares a aquellos reportados en campo,
también se observd a nivel microscopico como M. fijiensis penetra en los estomas de la
hoja iniciando la infeccién, y cémo los distintos cuitivares de banano presentan diferentes
respuestas al patégeno, correlacionando ésta con la actividad enzimatica y la
concentraciéon de ciertas especies reactivas de oxigeno (Cavalcante et al., 2011,
Twizeyimana et al., 2007). Estos resultados permitieron clasificar a los diversos cultivares
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Cuadro 11.- Principales estudios moleculares sobre M. fiiensis (continuacion).

Aiio de
Referencias . Descripcién del estudio
publicacién
Conde-terraez et al. 2007 Aislamiento de los genes mat1-1y mat1-2 de M. fijiensis
por amplificaciéon de la secuencia homéloga a la caja
HMG de M. graminicola.
Joint Genome Institute 2007 Liberacién de la versién 1.0 del genoma de M. fijiensis.
Arzanlou et al. 2008 Estudio filogenético de miembros del Complejo Sigatoka
y otras especies del género Mycosphaerella usando ITS,
genes de Histonas H3 y genes ribosomales
Manzo-Sanchez et al. 2008 Elaboracién del primer mapa genético de ligacién con
298 marcadores AFLP y 16 SSR
Yang y Zhong 2008 Disefio de 14 microsatélites para M. fijiensis
Zapater et al. 2008 Disefio de microsatélites para la identificacion de
miembros del Complejo Sigatoka
Cadas-Gutiérrez et al. 2009 Andlisis de 6 mutaciones en el gen cyp57 y su relacién
con la resistencia al Propiconazol
Gatvia et al. 2010 Desarrollo de 5 marcadores de minisatéelites a partir del
genoma de M. fijiensis
Joint Genome Institute 2010 Liberacién de la versién 2.0 del genoma de M. fijiensis.
Rodriguez-Garcia et al. 2010 Desarrollo de un protocolo para la extraccion de ARN
total de hojas de banano infectadas con M. fijiensis.
Chuc-Uc et al. 2011 Descripcion ue componentes del secretoma in vitro de
M. fijiensis y sus efectos sobre hojas de Musa sp.
Portal et al. 2011 Construccidn de la primera biblioteca susuacuva we 1a
interacciéon M. fijiensis-Musa acuminata cv. Gran Enano
Couoh-Uicab, et al. ZUlL Caracterizacion del transportador ABC de M. fijiensis
Kantun-Moreno et al. 2012 Caracterizacién in silico y perfiles de expresion de
proteinas GPI durante crecimiento in vitro de M. fijiensis
y durante infeccién de banano
Portal, et al. 2012 Estudios de agresividad en cepa transformaua de M.

fijiensis con la proteina verde fluorescente
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diferencialmente, se completan los extremos terminales, se adicionan cebadores y se

amplifican por PCR. En la figura 4 se presenta un esquema del método.

Cuadro 12.- Técnicas aplicadas para la identificacién de transcritos expresados diferencialmente.

Técnica

Referencia

Ventajas

Desventajas

SAGE.

Velculescu et al.,
1995,

Ampliamente usado
para describir procesos
de infeccién en un
amplio rango de

organismos.

Muchas etiquetas SAGE
no presentan similitud
con secuencias
reportadas en bases de
datos.

Despliegue diferencial.

Welsh et al., 1992.

Permite determinar qué
genes han sido
inactivados durante la
condicion evaluada.

Presencia de falsos
positivos.

ADNCc-AFLP.

Bachem et al.,
1996.

Permite estudiar una
gran cantidad de genes
expresados.

Es una técnica muy
sensible.

La deteccién de los
fragmentos de menor
tamarfo depende del
nivel de sensibilidad y
de la cantidad de ADNc
usada.

Microarreglos.

Schena et al., 1995.

En un solo chip caben
mas de 30, 000
secuencias a probar.

Requiere conocimiento
previo de la secuencia.

Hibridacién Scott et al., 1983. Alta representatividad Requiere una gran

substractiva. de transcritos cantidad de ADNc
expresados debido a que en la
diferencialmente cromatografia se pierde
debido a ia etapa de mucho material.
cromatografia.

Hibridacién Diatchenko et al., Fernite aislar genes La obtencién de genes

substractiva por
supresion.

1996.

sin conocimiento previo
de su secuencia

depende en gran parte
del nimero de clonas a
secuenciar.
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de la enzima UDP-Glucosa pirofosforilasa, de la cual se piensa esta relacionada con el
metabolismo de trehalosa, un osm  -otector en las etapas intermedias de la infeccién.

E cuanto a los resultados de Portal et al. (2011) se puede inferir que la obtencion
de una sola secuencia del patégeno pudo deberse a que sélo se secuenciaron 130
clonas. Con respecto a este tema, Bower et al. (2005) especifica que uno de los factores
mas importantes para obtener secuencias representativas es la seleccién del nimero de
clonas ya que la probabilidad de obtener una secuencia de interés aumenta a medida que
se incrementa el nimero de muestras  secuenciar. Otro factor que determina el éxito del
estudio es la proporcion de la secuencia de interés con yecto a otras presentes en la
muestra a clonar.

Bower et al. (2005) realizaron modelos matematicos en los cuales se afirmaron
que, hasta con un nivel de confianza de 7¢  se podria obtener una secuencia cuya
proporcién con respecto a otras 3 de la misma longitud fuera mayor a 60% y que, segin
sus estimaciones, para obtener una secuencia representativa era necesario procesar al
menos 20 muestras 0 3-5% el total de clonas obtenidas; en transcriptomas de interaccién
la gran proporcién de material vegetal con respecto al fingico contribuye a la poca
representacion de estos ultimos. Adicionalmente, los autores afirman que sus resultados
reflejan secuencias altamen representadas lo cual indicaria que la probabilidad de
encontrar secuencias de transcritos de baja expresién disminuye.

1.1.10.- Técnicas de secuenciacién
1.1.10.1.- Secuenciacioén clasica

Sanger et al. (1977) desarrollaron la técnica de secuenciacién de ADN mas usada
llamada secuenciacién dideoxi. Los requisitos para este método son los siguientes: ADN a
secuenciar, un cebador complementario a una secuencia corta del ADN, ADN polimerasa,
deoxinucleétidos y dideoxinucleétidos, éstos Ultimos carecen de su grupo 3' hidroxilo (en
lugar de ello tienen un atomo de hidrégeno), lo cual impide que la reaccién de sintesis de
la cadena de ADN continte.

Originalmente se necesitaban cuatro reacciones independientes, a cada una se le
agregaba un dideoxinucleétido en especifico, asi se podia distinguir la adicion de cada
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1.2.- JUSTIFICACION

Actualmente se cuenta con mucha informacién a nivel macro y microscoépico
acerca de las diversas etapas de la infeccién en Musa acuminata por Mycosphaerella
fijiensis, sin embargo, se necesitan realizar estudios moleculares que permitan un mayor
entendimiento del proceso de infecc

Para ello se han realizado algunos trabajos en etapas intermedias o tardias sobre
la sintesis de transcritos que permiten al hongo establecerse y colonizar a su hospedero,
estos trabajos han usado la secuenciacion clasica como método para obtener los
transcritos que se expresan diferencialmente. Sin embargo, estos trabajos no han
aportado informacién abundante sob estos mecanismos por lo que es necesario buscar
estrategias que permitan lograr este objetivo, el cual se puede lograr combinando dos
técnicas masivas de alto impacto como son la Hibridacién Sustractiva por Supresién y la
Secuenciacién masiva por el sistema Roche/454, la poste. ... identificacion de las posibles
funciones de las secuencias permitird realizar estudios para disefiar en el futuro
programas de control efectivos contrz ... Sigatoka negra.

1.3.- OBJETIVO GENERAL

Aislar transcritos fungicos generados durante la interaccidén temprana de Musa
acuminata cv. Gran Enano y Mycosphaerella fijiensis.

1.3.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Reproducir la infeccién de M. fijjiensis en fragmentos foliares de Musa acuminata
cv. Gran Enano.

e Generar una biblioteca de ADNc por la técnica hibridacién substractiva por
supresion realizando las modificaciones pertinentes para su secuenciacién masiva
por el sistema 454

1.4.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El proyecto se dividi6 en dos etapas las cuales se describen brevemente a
continuacién y se resumen en la figura 6:

1.4.1.- Etapa 1.-Interaccioén in vitro. Para reproducir la infeccion in vitro primeramente se
procedié a crecer a M. fijiensis cepa C1233 para posteriormente inducir la produccion
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esporas asexuales (conidios) en un medio especifico para ese fin de acuerdo al protocolo
reportado por Peraza-Echeverria et al. (2008); cabe aclarar que debido a que en el
presente trabajo se utiliz6 la forma asexual del hongo, el nombre correcto debe de ser P.
fiiensis, sin embargo, en concordancia a la literatura expuesta anteriormente se utilizara
el nombre de M. fijiensis.

A la par de estas actividades se inici6 el establecimiento de fragmentos foliares de
Musa acuminata cv. Gran enano en medio Agar Bencimidazol, segun el protocolo de El-
Hadrami (2000) modificado por el grupo de la Dra. Rodriguez-Garcia. Una vez obtenidos
los conidios se infectaron fragmentos foliares y se cultivaron junto a fragmentos foliares no
infectados en un cuarto acondicionado bajo fotoperiodo.

1.4.2.- Etapa 2.-Generacién de la biblioteca de ADNC por Hibridacién substractiva
por supresion Se extrajo el ARN total de los fragmentos foliares infectados (tester), de
fragmentos foliares control y de conidios y micelio de M. fijiensis (los cuales constituyen el
driver), a partir del cual se sintetizd el correspondiente ADNc con los iniciadores de
Prentis et al. (2010). Posteriormente se construy6 la biblioteca de ADNc por HSS

utilizando el kit de Clontech disefiado para ese propésito.
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Contrariamente, Alvarado-Capé et al. (2003) reportaron que el cultivar Yangambi
Km 5 (cultivar resistente) mostré sintomas similares a los que presentaron cultivares
susceptibles, esta misma observacién fue reportada por Fullerton y Olsen (1995) quienes
observaron que el cultivar Calcutta IV (cultivar resistente) mostro los sintomas tipicos de
la Sigatoka negra adjudicando esta respuesta a que existen genes en el cultivar que se
expresan s6lo cuando ésta ha alcanzado su madurez activando los diversos mecanismos
de defensa; esto representa una limitante para el uso de plantulas en estudios de
interaccion planta-patégeno.

Una tecnica que ha cobrado fuerza en afos recientes para el estudio de
patosistemas es el cultivo de fragmentos foliares, en el cual se usan secciones de hojas
adultas con el fin de simular la respuesta mas adecuada por parte del hospedero asi
como también asegurar que la infeccién inducida sea lo mas semejante a la observada en
campo. A continuacion se hace una descripcién méas detallada de la técnica.

2.1.1.1.- Uso de fragmentos foliares

Esta técnica se conoce desde 1850 cuando se utilizaba para observar fenémenos
como la absorcién de agua, transpiracion, respiracion y fotosintesis. Actualmente se utiliza
para diversos propésitos entre ellos: estudiar el desarrollo de la hoja, la interaccion de
diversos patégenos con sus hospederos e inclusive la interaccién de otros organismos
con los patégenos (Yarwood, 1946).

Yarwood (1946) describi6 al uso de fragmentos foliares como el mantenimiento de
hojas en condiciones tales que les permitan seguir viviendo por varios periodos después
de su corte de la planta de la cual formaban parte. El uso de fragmentos foliares ha
representado una gran ventaja ya que permite la comparacién de una gran cantidad de
cultivares y aislados de patégenos en un mismo experimento, ademas de que permite
ajustar las condiciones ambientales, lo cual como se ha mencionado anteriormente,
representa una de las mayores limitantes de los estudios en campo.

Abadie et al. (2008) destacaron el valor de esta técnica al mencionar que se
disminuye la intervencién de otros factores (bidticos y abibticos) en el proceso de
interaccion ademas de que permite observar los diversos estados de la enfermedad.
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Figura 7.- Estructura del Bencimidazol (Imagen tomada de
http://mwww.chemicalland21.com/specialtychem/finechem/BENZIMIDAZOLE.htm

2.1.1.1.1.- Aplicacién del uso de fragmentos foliares en estudios de interaccion
planta-patégeno

La tecnica del uso de fragmentos foliares se ha aplicado en repetidas ocasiones
para estudiar la interaccién entre los componentes de varios patosistemas, en el cuadro
13 se muestran algunos de los trabajos que han reportado su uso. Como se puede
observar, la técnica se ha empleado para cubrir una gran variedad de propésitos tales
como: conocer los mecanismos de patogenicidad o defensa, descripcién caracterizacion y
cuantificacion de la expresion de genes relacionados con la interaccién, evaluacién de
nuevos cultivares, entre otros.

2.1.1.1.1.1.- Aplicacién del uso de fragmentos foliares en estudios de interaccién
banano-Mycosphaerella fijiensis

El Hadrami (2000) desarroli6 ensayos en fragmentos de hojas in vitro de diferentes
cultivares de bananos, siendo el pionero de esta técnica en nuestro cultivo de interés, sin
embargo su trabajo sélo fue publicado en Bélgica.

Para evaluar la resistencia de los genotipos FHIA Pérez-Vicente et al. (2006)
utilizaron el sistema de fragmentos foliares en segmentos de 9 cm? comparéandolo con
infeccion en condiciones de campo; como resultado de su trabajo determinaron que la
infecciébn en fragmentos avanzaba mas rapido en comparacién con la de las plantas de
campo. También observaron que en el cultivar Gran enano se incrementé el numero de
lesiones durante el tiempo del experimento en todas las concentraciones de inéculo, ya
gue de entre las concentraciones de 0, 4, 8, 12, 20y 40 conidios/cm?, esta Gltima mostré
el mayor nimero de lesiones a los 20 dias. Sin embargo, un aspecto negativo que los
autores comentan fue el hecho de que usando 40 mg/L de Bencimidazol, los fragmentos
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En el presente trabajo se realizaron observaciones macro y microscopicas de los
principales eventos que acontecen durante la interaccion de fragmentos foliares de Musa
acuminata cv. Gran enano con Mycosphaerella fijiensis.

Cuadro 13.- Uso de la técnica de fragmentos foliares en diversos estudios de interaccion planta-

hongo

Referencia

Hospedero

Hongo patégeno

Objetivo del
estudio

Reglinski et al.,
1995

Lechuga
(Lactuca sativa)

Botrytis cinerea

Evaluacién del
efecto de extractos
obtenidos con
disolventes
organicos sobre el
desarrollo de la
enfermedad

Benito ef al.,
1998

Tomate
(Solanum lycopersicum)

Botrytis cinerea

Descripcién de los
principales eventos
de |la enfermedad

Felsenstein et
al., 1998

Trigo
(Triticum sativum)

Puccinia recondita

Evaluacién de la
respuesta del
hospedero a la
infeccion

Evaluaciun de la

Arraino et al., Trigo Mycosphaerella respuesta dei
2001 (Triticum sativum) graminicola hospedero a la
infeccion
Evaluacion de la
Césped “San Agustin” respuesta del
Metz et al., 2011 Magnaporthe oryzae
(Stenotaphrum secundatum) hospedero a la
infeccion
Papa (Solanum tuberosum) y Stagonosporopsis Uesarrolio de

de Gruyter ef al.,
2012

Tomate (Solanum
lycopersicum)

andigenay S.
crystaliniformis

diagnéstico por
gPCR
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siguiendo el protocolo de El Hadrami (2000) modificado por el grupo de la Dra. Rodriguez-
Garcia (comunicacién personal).
Cuadro 15.- Composicién del medio de cultivo V8E (Puch-Ceh, 2001).

Componente Composicion

CaCoOs; 0.2g/lL
Jugo V8 100 mL/L
Agar 20 g/L

En ambiente estéril se filtré la solucion de Bencimidazol usando un equipo
NALGENE para esterilizacién de liquidos por filtracién, con una membrana de 0.22 ym.
Para completar el medio final se mezclaron en partes iguales el agar (el cual estaba a una
temperatura aproximada de 60-80 °C) y la solucién de Bencimidazol y se procedio a
vaciar en cajas Petri; una vez solidificado el medio se sellaron las cajas y se guardaron a
temperatura ambiente hasta su uso.

Para obtener los fragmentos foliares se realizé un corte desde el peciolo de las dos
primeras hojas de plantas crecidas en condiciones de invernadero de aproximadamente
4-6 meses de edad. Las hojas se depositaron en un vaso deprecipitado de 1L con 250 mL
de agua de la llave para mantenerlas hiumedas.

Una vez en el laboratorio se procedié a limpiar ambas superficies de las hojas (haz
y envés) con algodon y agua destilada para eliminar el exceso de polvo, después se retiré
la nervadura principal. En un &rea estérii se procedié a desinfectar las hojas,
depositandolas en 2 L de una dilucién de hipoclorito de sodio comercial (dilucién 7:10 con
una concentracién final de 4.2%) por aproximadamente 13 min en agitacion manual
continua en sentido de las manecillas del reloj y en sentido contrario.

Posteriormente se retiré la soluciéon y se aplicaron 3 lavados con agua destilada
estéril; enseguida se secaron las hojas sobre papel estéril. Los fragmentos foliares se
cortaron en fragmentos de aproximadamente 25 cm? utilizando un bisturi estéril.
Posteriormente cada fragmento (con el envés hacia arriba) se colocé en medio AB
insertando los bordes del fragmento en el gel, para que la hoja estuviera en contacto con
el Bencimidazol, el cual actué como un agente retardador de la senescencia.
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de 12h/12h en luz blanca por 10 dias, realizando muestreos a los 0, 3, 5 y 10 dias
después de inoculacién (ddi).

Para observar el proceso de infeccion a nivel microscopico se cortaron partes del
fragmento foliar tomado del muestreo correspondiente (0, 3, 5 y 10 ddi), se tifieron con 16
pL de una solucién de Azul de anilina al 1%, se dejaron reposar aproximadamente 10
minutos y se observaron mediante un microscopio Axioplan Zeiss 20X acoplado a una
computadora, las imagenes se obtuvieron usando el Software ActionVision 3.10.

2.3.- RESULTADOS

A través del cultivo de M. fijiensis cepa C1233 en medio de esporulacion VBE se
lograron obtener 43.04*10* conidios/mL con los cuales se inocularon fragmentos foliares
de Musa acuminata cv. Gran enano; para asegurar que durante nuestro estudio los
efectos observados se debieron exclusivamente a la interacciébn M. fijiensis-Musa
acuminata cv. Gran enano se realizaron observaciones macroscépicas y microscopicas
de los fragmentos tratados en condiciones control (tratados con solucién de grenetina al
1%). Se observd que ninguno de estos fragmentos foliares present6 lesiones o
contaminacién aparente a nivel macroscépico; cuando se realizaron las correspondientes
tinciones se corroboré esta observacién al notar que en la superficie de los fragmentos no
se encontraba microorganismo aiguno hasta los 10 dias después de iniciado el
experimento (figura 8).

Como se puede apreciar en la figura 9 se depositaron los conidios sobre la
superficie de los fragmentos foliares quedando distribuidos de manera heterogénea, esto
debido a que las ceras de la superficie del tejido no permitian que la suspensién conidial
se dispersara adecuadamente, quedando zonas con pocos conidios como se muestra en
la figura 9C. Tres dias después de su inoculacion los conidios ya habian germinado
completamente generando su respectivo tubo germinativo en ambos polos de la espora
(figura 10).
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Entre los multiples factores involucrados en las diferencias en el nimero de
conidios producidos encontramos el tipo de luz y la duracién de su intensidad ya que
Hanada et al. (2002) utilizaron un fotoperiodo de 5 dias en oscuridad y 5 dias de luz
continua mientras que en los otros estudi  (incluido el nuestro) se aplicé luz durante un
periodo de 12 h diarias. En cuanto al tipo de luz observamos que la aplicacion de luz roja
(Sepulveda et al., 2009) produjo la misma cantidad de conidios que la aplicacién de luz
blanca + luz ultravioleta utilizada en el estudio de Peraza-Echeverria et al. (2008). Sin
embargo, tomando en cuenta nuestros resultados podemos pensar que este Ultimo
tratamiento produce mejores resultados.

En el caso de la concentracién de CaCO;, Hanada et al. (2002) utilizaron diez
veces mas que en los otros trabajos, esto podria indicar que una menor concentraciéon de
este compuesto podria servir como estimulo para una mayor produccién de conidios; con
respecto a esto Biggs et al. (1997) observaron el efecto de diversas sales de Calcio en el
crecimiento e infeccidon de Monilia fruticola sobre duraznos, encontrando que,
independientemente del anién, en muchos casos la adicién de Calcio inhibié
profundamente el crecimiento, la produccién de poligalacturonasas y el proceso de
infeccion del hongo sobre el fruto. Mendoza et al. (1993) observaron que el i6n Calcio es
uno de los inductores mas importa es para la formacién de cuemos escleréticos en
Cladosporium carrionii. Sin embargo, estos autores encontraron que un aumento en la
concentracion de este ion inhibi6 la fc acidon de estas estructuras y promovia el
crecimiento vegetativo del hongo. Sekiguchi y Gaucher (1977) reportaron que un aumento
de la concentracién de este i6bn no tuvo =cto alguno sobre la conidiacién, observando
que a menores cantidades se producia mayor niumero de esf...as asexuales, ademas,
este aumento inhibié la produccién de metabolitos secundarios de importancia industrial.
Sin embargo, existe poca informacién sobre el efecto de los compuestos de Calcio sobre
los procesos fisioldgicos y bioquimicos de Mycosphaerella fijiensis, lo cual representa un
area de oportunidad para investig

as condiciones del cuarto de esporulaciéon son un factor importante para la
esporulacién ya que fue dificil de mantener regulada la humedad y la temperatura debido
a que eron frecuentes | altibajos de  ergia eléctrica, esto podria haber afectado la
produccién de conidios aun para la cepa C1233 (cuadro 16).
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El medio de soporte tiene un papel muy importante en los estudios con fragmentos
foliares ya que si éstos entran en proceso de senescencia podrian favorecer la infeccién
por el patégeno, de ahi que se usen agentes retardadores. En este estudio se usaron 200
mg/L de Bencimidazol que superan las cantidades aplicadas por Pérez-Vicente et al.
(2006) y Twizeyimana et al. (2007) (40 y 60 mg/L respectivamente), lo cual favorecié que
no se observaran dafios por senescencia. Esta observacion fue reportada previamente
por Canché-Gémez (2013) quién observé que usando la misma concentracion de
Bencimidazol que la usada en este estudio los fragmentos foliares infectados con M.
fijiensis no presentaron senescencia a los 15 ddi.

En cuanto a la cantidad de conidios inoculada, en este estudio se utilizaron 1,000
conidios/cm? observandose, como se detalla mas adelante, eventos de penetracidn a los 5
dias. Con respecto a esto, Pérez-Vicente et al. (2006) probaron 0, 4, 8, 12, 20 y 40
conidios/cm?, encontrando que a la maxima concentracién se obtenia un mayor niimero
de lesiones en el mismo lapso de tiempo para el cultivar Gran enano. Ellos afirman que a
esta concentracibn no se presentd antagonismo entre las esporas y que puede
corresponder a la cantidad de indculo presentada en campo como lo reportan Burt et al.
(1998), quienes encontraron esta concentracién de ascosporas en trampas de esporas
volumétricas en zonas bananeras de Costa Rica.

Aunque en este estudio se utilizé una concentracién 25 veces mayor a la maxima
reportada por Pérez-Vicente et al. (2006), no se observé algun efecto negativo en los
eventos de infeccién por lo que podriamos pensar que la cantidad inoculada es adecuada
para los propésitos del estudio. Ademas el tiempo o el nimero de lesiones que un mismo
genotipo de banano desarrolle podria depender del aislado de M. fijiensis ya que como se
sabe, este patdgeno se caracteriza por tener una alta tasa de recombinacién genética lo
gue podria dar lugar a cepas con caracteristicas fenotipicas distintas.

Otro punto a considerar es el estudio de Burt et a/ (1998), que si bien marca la
pauta para saber cudl es la carga de inéculo en condiciones de campo, se deberia tomar
con ciertas reservas, ya que las condiciones geograficas y ambientales asi como la
estacionalidad podrian influir en la concentracién de esporas, lo cual nos hace pensar que
podrian hacerse este tipo de estudios para cada zona afectada con el fin de adecuar las
investigaciones a las condiciones de campo.
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Con respecto a las observaciones microscopicas, se describié el crecimiento del
hongo en los primeros cinco dias después de la inoculacién, lo cual concuerda en parte
con las observaciones realizadas por Peraza-Echeverria et al. (2008) quienes reportan un
crecimiel  similar al mismo tiempo, sin embargo, observaron penetracién de estomas a
los diez dias posteriores a la inoculacién de los fragmentos foliares.

Se observaron microscépicamente eventos de infeccion en los fragmentos foliares
pero no se encontré lesion alguna, lo cual pudiera indicar que se traté de la etapa de
pizca que concuerda con las observaciones realizadas por Fouré (1985).

Un aspecto a destacar es que como se observo en las fotos y las micrografias los
sucesos presentados corresponden  gran medida a la definicién de infeccién temprana
realizada por Dean (1997), es de : presentaron eventos fisioldégicos (germinacion de
los conidios, desarrollo de hifas y micelio, penetraciéon de los estomas) que nos llevan a
pensar que este experimento puede incluirse en los eventos descritos para infeccion
temprana.
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genes transcriben la informacién contenida en ellos, dependiendo de la sensibilidad de la
técnica y los reactivos con los que se trabaje, se puede iniciar con el ARN total (el cual
contiene ARN ribosomal, de transferencia, nucleares pequefios, mensajero, entre otros) o
directamente con el ARN mensajero, el cual es el tipo que posee la informacion codificada
en los genes para la sintesis de las proteinas (Farrell, 2009).

Las células vegetales y fungicas son similares a las células animales ya que
también se encuentran divididas interiormente por membranas pero a diferencia de éstas
poseen una pared celular rica en carbohidratos, compuestos fenélicos y proteinas que
reaccionan o contaminan el ARN (Slater, 1983), ademas de estos componentes, la
susceptibilidad de este material al ataque por ARNasas y la contaminacién con ADN o
melanina son factores que dificultan su extraccion (Farrell, 2009; Islas-Flores, 2008).

Para evitar estos inconvenientes se han disefiado distintos métodos que permiten
extraer ARN total en cantidad y calidad suficientes para su uso en diferentes técnicas
como Northem blot, sintesis de ADNc, entre otras. Estos métodos de extraccion se basan
en el uso de determinados reactivos y principios fisicoquimicos que aprovechan las
propiedades del ARN para evitar la degradacion y contaminacién del mismo, en el cuadro
17 se mencionan algunos de estos reactivos usados en este estudio y su influencia en la
eficiencia de la extraccién.

3.1.3.- Sintesis de ADN complementario (ADNc) por la téchica SMARTer™.,

Uno de los principales problemas de algunos métodos de sintesis de ADNc es la
baja representacién de los extremos 5' especialmente para aquellos genes de una
longitud mayor a 2 kb, esto es debido a que durante la transcripcién reversa el proceso
termina prematuramente justo antes de llegar al extremo antes mencionado, con lo cual
los fragmentos resultantes poseen una longitud menor a la esperada (Zhu et al., 2001).

Para solucionar esta problematica varios métodos han sido disefiados entre ellos
CAPture y CAP-trapping (Carninci et al., 1996 y Edery et al., 1995 citados por Zhu et al.,
2001) sin embargo, requieren demasiados pasos intermedios lo cual dificulta la obtencién
de los fragmentos de secuencia completa, ademas necesitan una gran cantidad de
material inicial (alrededor de 20-100 ug de ARNm) y presentan alta probabilidad de
contaminacion (Zhu et al., 2001).
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3.1.3.1.1.- Mezcla de polimerasas Advantage® cDNA

Esta mezcla de polimerasas estd compuesta por la polimerasa TITANIUM™ o mas
recientemente por la polimerasa KlenTag-1 (ambas son una modificacién de la Taq
polimerasa convencional por eliminacién de su extremo N terminal), una polimerasa con
actividad de correccién 3’-5' y un anticuerpo “Hotstart”; lo cual en conjunto permite
amplificaciones con mayor fidelidad, mayor rendimiento y mas eficientes, ademas de
lograrse en una menor cantidad de ciclos (Clontech, 2009).

Estas enzimas tienen la capacidad de soportar una gran variedad de condiciones,
como la variacion en la concentracién de Mg®', lo que representa una gran mejora frente a
otras polimerasas. El uso de un sistema doble (una polimerasa principal y otra con
actividad de correccion) ha sido documentado como un factor positivo en la amplificacién
de diversos segmentos de ADN, entre otras, por las siguientes ventajas (Clontech, 2009):

e Incremento del rango: E! limite maximo para una PCR convencional es de
alrededor de 3 kb mientras que con este sistema es posible llegar hasta los 40 kb
(dependiendo del disefio de los iniciadores, el molde y otras variables).

¢ Incremento de la precision: La inclusién de una cantidad menor de una polimerasa
con actividad de correccién resulta en una taza de error significativamente menor
que en una PCR convencional usando solamente la Taqg polimerasa.

e Incremento de la eficiencia y mayores rendimientos: El uso de un sistema doble de
polimerasas incrementa el rendimiento, la eficiencia y la sensibilidad de los
amplicones, inclusive para aquellos destinados a una PCR convencional, algo que
no ofrecen otras enzimas destinadas a estas aplicaciones.

El sistema “Hotstart” se refiere al método para “bloquear” fisica o funcionalmente
un componente del sistema de PCR hasta que se inicien los ciclos térmicos. Este método
ha mostrado mejorar la eficiencia y la especificidad de la reaccién al reducir o eliminar la
sintesis de ADN inespecifica y evitar la formacién de dimeros de iniciadores que
cominmente aparecen antes del establecimiento de las temperaturas de reaccién. El
anticuerpo reconoce polimerasas Taq asi como también aquellas modificadas en su
extremo N terminal como las enzimas TITANIUM™ y Klen Tag-1. Una vez que se han
establecido los ciclos térmicos de la PCR la actividad polimerasa es restablecida ya que
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este anticuerpo se desnaturaliza at peraturas mayores a 70°C, por lo que la pérdida de
la inhibicién de la actividad es completa e irreversible (Clontech, 2009). Ademas de este
sistema existen otros que también evitan ¢ . vidad polimerasa inespecifica sin
embargo, el anticuerpo “Hotstart” tiene la ventaja de no requerir pasos adicionales
después de la desnaturalizacién con lo cual se reduce en gran medida la contaminacién
de la mezcla de reaccién (Clontech, 2009).

3.1.4.- Principio de la Hibridacion Sus ctiva por Supresién (HSS)

Como se mecion6 en el primer capitulo, la HSS es una técnica con la cual se
pueden obtener secuencias de genes hayan sido expresados diferenciaimente; a
diferencia de la Hibridacién sustractiva convencional, la HSS requiere un menor nimero
de pasos Yy, contrario a otras técnicas que trabajan con ADNc, permite recuperar
secuencias de genes que se expresan a bajo nivel (Distler et al., 2007). A continuacién se
iran detallando cada uno de los pasos que involucran la construcciéon de una biblioteca
HSS.

3.1.4.1.- Digestion

El ADNc se digiere con Rsa [, esta enzima es utilizada debido a dos principales
caracteristicas: primeramente porque durante el corte genera fragmentos con bordes
romos y ademas la longitt  ie los mismos (600 pb dependiendo de la muestra) es 6ptima
para el desarrollo de la téc....a. | fragmentar el ADNc presenta la ventaja de que evita
que se formen redes complejas : los fragmentos las cuales no permiten que se
generen los hibridos adecuad para los siguientes pasos del proceso. También se ha
observado que moléculas pequefas proveen suficiente informacién para representar a un
gen, ya que fragmentos mas largos podrian presentar homologia en algunas secciones lo
que en el momento de la sustraccién evitaria que permanezcan como una cadena, con lo
cual se perderia la correspondiente informacién (Lukyanov et al., 2007).

3.1.4.2.- Ligacién

El tester ; dividido en 2 porciones, cada una de las cuales se liga a un adaptador
de secuencia conocida, los extremos de est adaptadores no poseen grupos fosfato en
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su extremo 5' de tal manera que soélo pueden unirse a los fragmentos resultantes de la
digestion a través de su extremo 3’ (Clontech, 2007; Diatchenko et al., 1999).

3.1.4.3.- Normalizacién y sustraccién

Durante la construccion de bibliotecas de ADNc (como en el caso de la HSS), uno
de los principales retos a los que se enfrentaban los investigadores era como reducir la
proporcion de transcritos que se expresaban abundantemente y a la vez, mantener la
diversidad de la muestra; esto se logré gracias a la normalizacién de las bibliotecas,
procedimiento en el cual, a través de pasos sucesivos de hibridacién, se lograban estos
objetivos y a la vez se obtenian muestras con una gran cantidad de secuencias. Este
proceso se basa en la cinética de segundo orden de la reasociacion de los acidos
nucleicos, es decir, aquellos transcritos que se encuentren en mayor concentracion se
reasociaran con mayor rapidez que aquellos que sean menos abundantes (Chen, 2003).

Durante la primera hibridacién del tester con el driver la normalizacion ocurre
debido al alineamiento de secuencias homohibridas (tester-tester o driver-driver) y
heterohibridas (tester-driver), esto enriquece la muestra en transcritos expresados
diferencialmente (Clontech, 2007; Lukyanov et al., 2007). Una vez finalizada la primera
hibridacién se procede a realizar una segunda ronda donde s6lo aguellas secuencias que
permanecen como cadena simple son capaces de reasociarse y formar las especies b, cy
e de la figura 3. En la practica, no todos los transcritos son sustraidos efectivamente ya
que el nivel de enriquecimiento de un gen en particular esta dado por diversos factores,
tales como la abundancia original del mismo, el nimero y abundancia de otros genes
expresados diferencialmente, entre otros (Lukyanov et al., 2007).

El nuevo exceso de driver aumenta el grado de hibridacion con lo cual se
enriquece la fraccion e. Durante el primer ciclo de PCR se rellenan los extremos de los
adaptadores, creandose los sitios para las posteriores amplificaciones, las fracciones a
(tester no hibridado) y d (driver en forma de cadena simple y doble) no poseen sitios de
unién de cebadores y la fraccion ¢ (tester hibridado con otra cadena que posee el mismo
adaptador) sélo puede ser amplificada de manera lineal (no exponencial), la fraccion b
entre cada ciclo de desnaturalizacion y alineamiento forma estructuras tipo horquilla que
evitan su amplificacion (efecto de supresién) (Diatchenko, 1999).
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3.1.4.4.- Amplificaciéon por PCR y PCR anidada

Después de la sustraccion, la biblioteca de ADNcc es sometida a dos reacciones
de PCR las cuales amplifican ex; encialmente las secuencias expresadas
diferencialmente. De acuerdo al esquema de la figura 4, s6lo las moléculas e son
amplificadas durante la primer PCR det ._)» a que poseen los sitios de alineamiento para
los iniciadores, mientras que las otras m culas no los poseen (a y d), poseen s6lo un
sitio (c) 6 forman estructuras tipo horquilla que no permiten su amplificacién (Clontech,
2007; Distler et al., 2007; Diatchenko et al., 1996). Después de terminada la primera PCR
se inicia una segunda con iniciadores anidados los cuales reducen la concentraciéon de
otros prc ictos de PCR que no son de interés y enriquecen a la vez aquellos expresados
diferencialmente (Wan et al., 2002; iatchenko et al., 1999).

3.1.5.- Limitaciones de la Hibridacion sustractiva por supresion

A esar __ las claras ventajas de este método, la HSS ha probado también tener
algunas limitaciones, por ejemplo cuando existe pocos genes que son expresados
diferencialmente en la muestra tester y/o estos presentan una diferencia cuantitativa
menor en su expresion con resj al driver cabe la posibilidad de que se obtenga un
gran ruido de fondo, es decir, que en las clonas se presenten muchas secuencias que
estén relacionadas con genes que debieron ser sustraidos, aln cuando el enriquecimiento
para genes expresados diferencialmente haya sido adecuado (Lukyanov et al., 2007).
Esto puede dificultar e incrementar los costos ya que en este caso se tendrian que
secuenciar un mayor niamero de clonas para encontrar genes de interés (Lukyanov et al.,
2007).

3.2.- MATERIALES Y METODOS

Pare extraccion de ARN total a partir de fragmentos foliares infectados de Musa
acuminata cv. Gran Enano y fragmentos foliares del mismo cultivar mantenidos en
condiciones control se utilizé el protocolo de Rodriguez-Garcia et al. (2010). Para la
extraccion de ARN total de conidios y micelio de Mycosphaerella fijiensis cepa C1233 se
utilizé el protocolo de Islas-Flores (2006). Una vez extraido el ARN total se procedi6é a su
cuant 3 usando un lipo Nano-drop 2000 y se checd su integridad usando geles

¢ agarosa al 1.2%.

105



Capitulo Il

Las muestras de ARN total se agruparon en pares, para el driver se realizaron 3
sintesis correspondientes a los pares 0 y 3 ddi, 5 y 10 ddi y ARN total de conidios-micelio.
En el caso del tester los pares de muestras correspondieron a 0y 3ddiy 5y 10 ddi. La
sintesis del ADNc se realizé a partir de 2 ug de las mismas usando el protocolo SMARTer
™ modificado, los iniciadores del kit se cambiaron por los disefiados por Prentis et al.
(2010) (Cuadro 18), los cuales incluyen el sitio de reconocimiento de la enzima Mme | (ver
figura 16); para obtener el ADNc se realizaron pruebas de ciclos 6ptimos para determinar
el ciclo mas adecuado de amplificacion, los productos de la sintesis fueron observados en
geles de agarosa al 1.2%.

5.TCCRAC (N)ng...3'
3. AGGYTG (N)l%...S'

Figura 16.- Sitio corte de la enzima Mme | (tomado de New England Biolabs)

Después se procedié a la purificacion de ADNc sintetizado usando el QlAquick
PCR purification kit (QIAGEN, 2008), para luego realizar pruebas con distintos pares de
iniciadores que amplifican los genes de MfActina, MfAvr4 y MaCox1 (disefiados por la
Dra. Blondy Canto) con el fin de elegir el o los adecuados para las pruebas de ligacion.
Las amplificaciones se realizaron con los siguientes programas: 95 °C por 5 min, 35 ciclos
de 94 °C por 30 5,65 °C 30 sy 72 °C 1 min y un periodo de extensién de 5 min a 72 °C
para los genes MfActina y MfAvr4 (dos pares de iniciadores), y 94 °C por 5 min, 35 ciclos
de 94 °C por 40 s, 60 °C 45 sy 72 °C 40 s y un periodo de extension de 8 min a 72 °C
para el gen MaCox1.

Cuadro 18.- Secuencia de los iniciadores disefiados por Prentis et al. (2010).

Iniciador Secuencia §'-3’

Trsa Mme | primer CGCAGTCGGTACTCCAACTTTTITITTTTITITITITTITIVN
TS Oligo primer AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCRGRGRG
Trsa Mme | PCR CGCAGTCGGTACTCCAACTT

TS PCR AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
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driver con cada uno de los tester ligados en bufer de hibridacién, para ser calentados a 98
°C por 1.5 min y después a 68 °C por 8 h aproximadamente. Posteriormente se procedié a
afiadir mas driver desnaturalizado el cual se mezclé con ambas porciones hibridadas y se
incubé a 68 °C nuevamente por un periodo similar al anterior. Cabe destacar que un
tratamiento similar se aplic6 a muestras de tester no hibridado (tanto control como
experimental).

Una vez hibridadas las muestras se procedié a amplificar aquellos genes que se
expresaron diferencialmente usando el PCR Primer 1 (en la primera amplificacion) y
posteriormente a través de una PCR anidada usando los iniciadores Nested PCR Primer 1
y 2 con las condiciones especificadas por Clontech (2007), de la primera y segunda
amplificacién, tanto de la biblioteca sustraida como del tester no sustraido (tanto control
como experimental) se tomaron alicuotas las cuales fueron analizadas en un gel de
electroforesis de agarosa al 2%.

Para verificar la eficiencia de la sustraccién se realizaron amplificaciones de los
genes G3DPH (control) y MfActina (experimental) tanto a las muestras sustraidas como a
las no sustraidas usando el siguiente programa de PCR: 18 ciclos de 94 °C por 30 s, 60
°C por 30 sy 68 °C por 30 s, después de los cudles se tomé una alicuota y se repitieron
las condiciones anteriores pero ahora por 5 ciclos y asi continuamente hasta llegar hasta
33 ciclos, para luego analizar los productos de PCR en un gel de electroforesis de
agarosa al 2.0 %.

Debido a que una de las limitantes para usar la HSS en secuenciacién masiva por
el sistema Roche/454 es la falta de grupos fosfato en su extremo 5, se decidi6 fosforilar la
biblioteca sustraida con la enzima T4 Cinasa, la cual fue donada amablemente por la
doctora Luisa Lépez Ochoa. Para verificar su actividad se realizé una prueba usando el
plasmido pBNR-lib el cual fue digerido con la enzima EcoRI por 4 h a 37 °C, después se
purificé usando el kit QlAquick (QIAGEN Inc.), posteriormente fue defosforilado con
Fosfatasa alcalina por 1 h a 37 °C para luego volver a fosforilarlo con la T4 Cinasa por 30
min a 37 °C. Una vez que teéricamente fueron repuestos los fosfatos de los extremos 5’ el
vector linearizado se ligd con la enzima T4 ADN Ligasa por 12 h a 16 °C, la ligacion se
considero efectiva cuando el vector mostré una movilidad electroforética similar a la que
tenia antes de los tratamientos mencionados. Para descartar cualquier otro efecto se
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regiones de mas de 2 kb, mientras que otras polimerasas, en especial aquellas disefiadas
a partir de la Taq polimerasa, pueden sintetizar amplicones de mas de 4 kb pero con una
mayor cantidad de errores, por lo que en el sistema dual ambas polimerasas
complementan sus funciones.

Cuadro 22.- Concentracion y pureza de ARN total obtenida en otros trabajos.

Concentracién  260/280 260/230

Referencia Tejido/Célula
(Hg/gpf) (1.8-2.0) (2.0-2.2)

Rodriguez-Garcia et al., 2010 202.3 2.06 2.3 Hoja
Hughes y Galau, 1988 400 N. P, N. P. Hoja
Liao et al., 2004 100 1.8 N. P. Hoja
Logeman et al., 1987 317.0 ~2.0 ~2.0 Hoja
Salzma et al., 1999 40-120 1.9 1.7 Hoja
Sanchez-Rodriguez ef al., 2008 48.67 1.77 2.02 Hoja
Woodhead ef al., 1997 152 1.99 N. P. Hoja
Scott ef al., 1998 100.0 1.7 N. P. Peridermis
Sanchez-Rodriguez ef al., 2008 110.6 1.93 2.2 Micelio
Islas-Flores ef al., 2006 12.4 N. P. N. P. Micelio
Liu et al., 2008 113.6 1.83 2.25 Apresorio

N. P.: Informacién no proporcionada en la bibliografia citada.

En nuestro caso se obtuvieron productos que iban desde 100 pb hasta poco mas
de 3 kb usando ambas versiones del kit de sintesis Advantage 2. Sin embargo, se
observé que usando la nueva mezcla de polimerasas (Klentag-1-Polimerasa con actividad
correctora) se reducia el tiempo de la fase de elongacién 1 min; esto pudo deberse entre
otros factores a la disminucién en la actividad enzimatica debido al tiempo de
almacenamiento y uso del primer sistema enzimatico (més de un afio) y/o al cambio en la
polimerasa principal (de TITANIUM a Klentag-1). Con respecto a la eficiencia de las
mezclas enzimaticas, Clontech no ofrece estudio comparativo alguno que justifique el
cambio de polimerasa principal. Sin embargo, en la documentacién que acompafia a la
enzima TITANIUM® se enfatiza que para la amplificacién de ADNc con un tamafio igual o
mayor a 4 kb es necesario que la muestra de la cual se parte sea abundante (Clontech,
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En el analisis de ligacion de tester control se observd que los amplicones con los
adaptadores tenian un mayor tamafio que aquellos que no los contenian, aunque este
resultado se obtuvo después de ajustar las condiciones de amplificacién. Sin embargo, en
el caso del tester experimental se observaron dos bandas en los amplicones con
adaptadores lo cual indica la presencia de inespecificidades. Esta condicién se intenté
mejorar cambiando la temperatura y tiempo de anillamiento de los inciadores sin tener
éxito por lo que se decidié mantenerla como tal.

Después de las hibridaciones y amplificaciones de los genes expresados
diferencialmente se observé que la biblioteca presentaba un bandeo muy definido el cual
se acentuaba conforme las amplificaciones, a diferencia del tester no sustraido el cual
presentd un barrido con pocas bandas definidas; esto coincide con las observaciones de
Batista de Souza et al. (2011), Borras et al. (2007), Mendoza-Rodriguez (2006), Ryang et
al. (2002) y Kakamura et al. (1999) en cuyos estudios se presenté el mismo fenémeno
(figura 34). Comparado con el mismo patosistema evaluado en el trabajo de Mendoza-
Rodriguez et al. (2006), el presente estudio mostré una mejor sustraccion, ya que en el
caso de los autores mencionados, el ADNc después de sustraer no mostré un bandeo tan
definido, el cual si se presentd en nuestro trabajo; lo cual es caracteristico de las
bibliotecas sustraidas.

En cuanto a la eficiencia de sustraccion se obtuvo una diferencia de cinco ciclos
con respecto a la muestra no sustraida [lo que corresponde a una reduccién de 20 veces
en la expresion segunBitner-Eddy et al. (2003)]. Esto pudo deberse a varios factores tales
como la abundancia del gen auin después de las amplificaciones y el disefio de los
iniciadores (ya que el someter al ADNc a restriccién con Rsa | y Mme | dificulté localizar
una regién del gen factible para el disefio de los mismos); en este mismo aspecto Batista
de Souza et al. (2011) y Bitner-Eddy et al. (2003) utilizaron el gen de actina de Piper
nigrum y Peronospora parasitica respectivamente, obteniendo mejores resuitados que los
resportados en este estudio (figura 35). Sin embargo, en el trabajo de Bitner-Eddy et al.
(2003) se observd una amplificacion leve desde los 23 ciclos lo cual podria indicar que el
proceso de sustraccién no fue tan exitoso como mencionan los autores o que este gen
podria no ser tan adecuado para la prueba de eficiencia de sustraccion, aunque en este
trabajo fue el Gnico que cumplié los requisitos tanto de disefio como de amplificacién,
debido a los sitios de restriccion para la doble digestion enzimatica.
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A través de este capitulo, se mostr6 evidencia de la construcciéon de una biblioteca
sustraida de la interaccién temprana vitro de Mycosphaerella fijiensis y Musa
acumina basandose en el trabajo previo de Prentis ef al. (2010); cabe mencionar que
durante la elaboracion de  misma se enfrentaron diversos desafios puesto que ademas
del estudio citado, no existe otro trabajo similar reportado y ninguno enfocado a la
interaccion planta-patégeno que nos pudiera guiar en la elaboracién de la misma, por lo
que el presente representa un avance significativo para estudios futuros de la interaccion
entre M. fijiensis y Musa spp. Sin embargo, aun falta mucho por completar en este
proyecto puesto que, aunque se logré construir la biblioteca, no se completé el objetivo
inicial de determinar por métodos bioinformaticos las funciones putativas de las
secuencias, debido mayormente a que gran parte del tiempo se consumié en estandarizar
las condiciones correctas de sinte  de ADNc, amplificacién de los iniciadores, ligacion
de adaptadores, entre otras operaciones propias de la construccion de bibliotecas
sustraidas por supresion.
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4.2.- CONCLUSIONES

En el presente estudio se observd la infeccion del hongo ascomiceto
Mycosphaerella fijiensis en fragmentos foliares de Musa acuminata cv. Gran Enano, las
micrografias mostraron la germinacién de las esporas, el desarrolio y crecimiento de las
hifas y su penetracién por los estomas del hospedero, por lo que se considera que se
reprodujo la infeccién en condiciones in vitro.

Se construy6 una biblioteca de ADNCc utilizando la técnica Hibridacion Sustractiva
por Supresion de la interaccién temprana de Pseudocercospora fijiensis con Musa
acuminata, la cual fue preparada para su secuenciacidén masiva usando el sistema
Roche/454; por ende no requirié de insercioén alguna en vectores de clonacion.

Aunque tanto el analisis de ligacion como el de eficiencia de sustraccién no
mostraron resultados éptimos, si permitieron observar que podrian darse las condiciones
adecuadas para continuar con el trabajo, sin embargo una prueba positiva resulté ser la
comparacion de electroforesis en gel de las muestras sustraida y no sustraida, las cuales
presentaron un perfil similar e incluso mejor que otros trabajos previamente reportados.

4.3.- PERSPECTIVAS

El presente trabajo puede generar varias lineas de investigacion a futuro,
primeramente desde el punto de vista en el area de la biologia molecular y la bioquimica
se pueden investigar la expresiéon de los genes resultantes de la biblioteca sustraida,
analizando cuales son los de mayor expresion durante el proceso de infeccion,
correlacionar esta informacién con el proteoma infeccioso para observar si todos los
transcritos realmente se traducen a proteinas o existe algin evento de regulacion en la
sintesis de las mismas. Ademas se podrian analizar las principales vias metabdlicas para
ver si, aunque no directamente, participan en los eventos de interaccién con el hospedero.
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