CICY

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.
Posgrado en Ciencias Biologicas

Estudio de la expresion diferencial de genes
involucrados en larespuesta de Carica papaya al
virus de la meleiray de las alteraciones

nanoestructurales en hojas y latex.
Tesis que presenta
ANUAR AHMED MAGANA ALVAREZ
En opcion al titulo de
DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(Opcidn Biotecnologia)
Mérida, Yucatan, México

Febrero del 2017







CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A. C.
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de Anuar
Ahmed Magafia Alvarez, titulado “Estudio de la expresion diferencial de genes
involucrados en la respuesta de Carica papaya al virus de la meleira y de las
alteraciones nanoestructurales en hojas y latex.” fue realizado en el laboratorio
GeMBio del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., en la linea de
Fitopatologia Molecular, bajo la codireccién del Dr. Inocencio Higuera Ciapara y
la Dra. Daisy de la Caridad Pérez Brito, dentro de la Opcién Biotecnologia,
perteneciente al Programa de Posgrado en Ciencias Bioldgicas de este Centro.
Asi mismo, parte de este trabajo fue llevado a cabo en el Nucleo de
Biotecnologia, de la Universidad Federal de Espiritu Santo en Brasil, bajo la

asesoria de la Dra. Patricia Machado Bueno Fernandes.

Atentamente:

D\ Manuel Martinez Estévez
Director de Docencia

Mérida, Yucatan, México; a 13 de Febrero del 2017






DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en la seccibn de Materiales y Métodos
Experimentales, los Resultados y Discusion de este documento proviene de las
actividades de experimentacion realizadas durante el periodo que se me asigné para
desarrollar mi trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de
Investigacién Cientifica de Yucatan, A.C., y en el Nucleo de Biotecnologia de la
Universidade Federal do Espirito Santo en Brasil, que a razén de lo anterior y en
contraprestacion de los servicios educativos o de apoyo que me fueron brindados, dicha
informacion, en términos de la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad
Industrial, le pertenece patrimonialmente a dicho Centro de Investigacion y
Universidad. Por otra parte, en virtud de lo ya manifestado, reconozco que de igual
manera los productos intelectuales o desarrollos tecnoldgicos que deriven o pudieran
derivar de lo correspondiente a dicha informacién, le pertenecen patrimonialmente al
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., y a la Universidad Federal de Espiritu
Santo en Brasil, y en el mismo tenor, reconozco que si derivaren de este trabajo
productos intelectuales o desarrollos tecnol6gicos, en lo especial, estos se regirdn en todo
caso por lo dispuesto por la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad
Industrial, en el tenor de lo expuesto en la presente Declaracion

Anuar Ahmed Magafa Alvarez







AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Inocencio Higuera Ciapara, por su valiosa asesoria en la elaboracion de la tesis, por
todo su apoyo y por la confianza brindada.

A la Dra. Daisy Pérez Brito, por su asesoria en la elaboracion, redaccion y revision de
este trabajo, asi como por su direccion en el establecimiento de las metodologias
empleadas.

A la Dra. Patricia Machado Bueno Fernandes, por la asesoria para la elaboracion de esta
tesis, por su direccion en el establecimiento de las metodologias empleadas y por su
inmenso apoyo durante la estancia de investigacion, realizada en Brasil.

Al Dr. Antonio Alberto Ribeiro Fernandes, por su asesoria en el uso del Microscopio de
Fuerza atdmica y por su ayuda en la interpretacion de los datos, asi como su gran apoyo

durante mi estancia en Brasil.

Al Dr. Raul Tapia Tussell, por su inmensa ayuda en la fase experimental de este trabajo,

asi como en la redaccién y revision de la tesis.

Al Dr. Rafael Antonio Rojas Herrera, por su valioso apoyo durante todo mi proceso
académico y por sus ensefianzas.

Al Dr. Jorge Manuel Santamaria Fernandez y al Dr. Oscar Alberto Moreno Valenzuela por
su gran ayuda y sus valiosos comentarios sobre la tesis, asi como sus consejos durante

mi proceso académico.

A la Dra. Laura Silva Rosales, por su gentil apoyo y asesoria durante la estancia realizada
en el “Laboratorio de Interacciones Planta-Virus” del CINVESTAV Unidad Irapuato.

Al Dr. Eduardo de Almeida Soares y a la Dra. Tathiana Ferreira Sa Antunes, por su

inestimable ayuda y asesoria durante mi estancia en Brasil.

Al M. C. Jean - Jean Carlos Vencioneck Dutra y al Biol. Tarcio Carneiro, por su inmenso
apoyo en la elaboracion del articulo cientifico.



https://www.ira.cinvestav.mx/LinkClick.aspx?link=311&tabid=456&language=es-MX
https://www.researchgate.net/profile/Jean_Dutra

AlaM. C. Leidy J. Madrofiero, por su gran amistad y apoyo durante mi estancia.
A Sinara Dias, por su apoyo y consejos durante mi estancia en Brasil.
A Yuliana Acosta Mex, por su apoyo, consejos y motivacion en esta travesia.

Al 1.Q.I. Alberto Cortés Velazquez, por su apoyo técnico en la fase experimental y en la

fase de campo, asi como sus comentarios en el escrito del documento y de la
presentacion.

A los M. C. Angel Nexticapan Garcés, M.C. Andrés Quijano Ramayo, Al M. C. Rodolfo
Martin Mex, por la asesoria sobre el manejo integrado de plagas durante todos los
experimentos, asi como los comentarios en la elaboracion de esta tesis.

A la LAE. Bertha Arely Ramirez Gonzalez, por su gentil apoyo en la estructuracion
electrénica de este trabajo.

Ala M. C. Teresita de Jesus Valencia Yah, por su apoyo en el disefio de la presentacion y
consejos durante el doctorado.

Al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan A.C., en especial al laboratorio GeMBio,
por proporcionarme los equipos y materiales necesarios en el desarrollo del trabajo.

Al posgrado en Ciencias Bioldgicas, opcion Biotecnologia, por su inmenso apoyo, durante
mi formacién académica.

Al Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Agronegécio de la Universidade Federal do
Espirito Santo, por proporcionar las instalaciones y el equipo de microscopia de fuerza
atémica, asi como su apoyo durante mi estancia.

Al Programa de pés-graduacdo em biotecnologia de la Universidade Federal do Espirito

Santo, por el apoyo recibido durante mi estancia académica realizada en Brasil.

A los proyectos, Gendmica, Protedmica e Metabolémica relacionada aos mecanismos de
resisténcia de fruteiras tropicais a fitopatégenos” aprovado no EDITAL CNPq/FAPES N°



https://www.researchgate.net/researcher/2111545416_Leidy_J_Madronero

012/2009 — PRONEX, processo n° 48497231/10; "Genbdmica, protedmica e metaboldmica
relacionada aos mecanismos de resisténcia de fruteiras tropicais a fitopatdgenos”
aprovado no Edital UFES 08/2012 - Fomento a Cooperacao Internacional; "Andlise
Comparativa do virus causador da meleira do mamoeiro no Brasil e no México para a
Obtencao de cultivares resistentes" aprovado no Edital UFES 03/2014 - Fomento a
Cooperacéo Internacional y al Proinnova Num. 209868, por el financiamiento otorgado
para el desarrollo de esté tesis y durante mi estancia académica en Brasil.

A CONACYT, por la beca de manutencién numero 255389 y por la beca mixta otorgada

durante mi estancia en el extranjero.

A la Beca-Movilidad 2015 del CICY, por el apoyo econémico otorgado durante mi estancia
en el CINVESTAV, Unidad Irapuato.

A mi Comité Tutoral: Dr. Inocencio Higuera Ciapara, Dra. Daisy Pérez Brito, Dra. Patricia
Machado Bueno Fernandes, Dr. Raul Tapia Tussell y Dr. Oscar Alberto Moreno

Valenzuela, por las observaciones y comentarios realizados en todo el proceso de la tesis.

A mi comité predoctoral: Dr. Inocencio Higuera Ciapara, Dra. Daisy Pérez Brito, Dra.
Patricia Machado Bueno Fernandes, Dr. Jorge Manuel Santamaria Fernandez, Dr. Oscar
Alberto Moreno Valenzuela, Dr.Rafael Antonio Rojas Herrera y el Dr. Raul Tapia Tussell,

por sus comentarios para el fortalecimiento de mi desarrollo académico.

A mi Comité Revisor: Dr. Inocencio Higuera Ciapara, Dra. Daisy Pérez Brito, Dra. Patricia
Machado Bueno Fernandes, Dr. Jorge Manuel Santamaria Fernandez, Dr. Oscar Alberto
Moreno Valenzuela, Dr.Antonio Alberto Ribeiro Fernandes y el Dr. Raul Tapia Tussell, por
la atenta lectura de este trabajo y por sus atinadas correcciones.

A todos los integrantes del laboratorio GeMBio.

A todos los que de una forma u otra han contribuido a la realizacion de este trabajo.







DEDICATORIA

A mis padres y a mi gran familia...







INDICE GENERAL

RECONOCIMIENT O ...couitiitirieeisiesiseee sttt sesssssssssssssssssssssesssssssssssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssesssssanss I
INDICE DE FIGURAS Xi
INDICE DE CUADROS XVI
ABREVIATURAS XVII
RESUMEN IX
ABSTRACT X
CAPITULO 1. ANTECEDENTES GENERALES 1
1.1, INTRODUGCCION ..eouriiuriiesereesiseessestseestsessssssssssssasssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnssssnssessssssnssesnssessssesans 1
1.2, CULTIVO DE PAPAYA ENIMEXICO ...vuriieriierireerietsisesissesesesesssesssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnsssssssssssessssessssesans 4
1.3 PRODUCCION DE PAPAYA EN EL MUNDO Y EN MEXICO....oovurireriereienesenesesessssessssssssssssssssssssssssssssssssesnns 4
1.4. PROBLEMATICA FITOSANITARIA Y VIRUS QUE AFECTAN AL CULTIVO DE C. PAPAYA ....ccvviureeirecrnenes 5
1.4.1. Papaya RINGSPOL VIrUS (PRSV) ...ttt stsssis st tsss st sssassssssssssassssssasssanses 6
1.4.2. Papaya lethal yellowWing VIFUS (PLYV) ..ot esssassessssass et sssas s ssssasse s 7
1.4.3. Papaya apical NECroSiS VIFUS (PANV) .....cireeeeeteiisse s ssss e sssssssesssssass et ssssssssssassessns 8
1.4.4. Papaya MEIITA VIFUS ......cccueeiieieirieeieisiseee ettt ettt sttt sttt as e 9

1.5. PAPAYA MELEIRA VIRUS, ORIGEN Y DISTRIBUCION. .....cecstriuriurerineerieneeaessenssseasssssessssssssssssenssessssssssssnnns 9
1.5.1. EHIOIOQIA ..ottt e 10
1.5.2. Y1010 ] 1 - L= OOV 11
1.5.3. DiStrIDUCION AEI PIMEV ...ttt st s s s s 12
1.5.4. TransSMISION el PIMEV . ...ttt sttt sttt 13

1.6. MECANISMOS DE DEFENSA EN PLANTAS A PATOGENOS.....c.cceuntureieresiressestssesessesessesesessssessssesssesnssesans 13
1.7.  MECANISMOS DE DEFENSA PASIVA O PREFORMADA ......c.oceuiuriierensirensastssesesssesssssssssssessssesssessssesssesans 14
1.8. MECANISMO DEDEFENSA ACTIVA .....ooittriitreusiriuetseastseastsessesesssssssesssesssstsssssssssessssesssssasssssessssesssessssessssesas 14
1.8.1. Respuesta hipersensible (HR) ...ttt sesassies 15
1.8.2. Resistencia sistémica adquirida (SAR) ..ot ssas st sssas s sssenns 16
1.8.3. Proteinas relacionadas con patogénesiS (PR) .....ccccvvvuvvrrrverrrirrsirrsisssssissssssssssssssssssenns 17
1.8.4. Mecanismo de infecCiOn del PMEV ...ttt 18

1.9. ESTUDIOS DELA INTERACCION ENTRE C. PAPAYA Y EL PMEV ..ot neieeneieseieenes 20
1.10. ESTUDIOS DELA EXPRESION GENICA EN PLANTAS ....c.itetrtuetrtureeereetseseusesessessesessssessssssessssessesessssesssesaes 22

1.11. ESTUDIOS DE ALTERACIONES A NIVEL HISTOLOGICO EN PLANTAS COMO RESPUESTA AL ATAQUE

DE FITOPATOGENDS ...ututteiutiriuetreuetseaetseastseussseasssessesesstsssseas et sesssssstsssetsssstsssesssstsssstsssssesassesustesuststnssesssesnssssassssases 25




L.02.  HIPOTESIS ..ottt tstee ettt bttt ea e s bbbt sttt bbbttt e st et 26

1,13, OBJIETIVOS ..cuuieieiireeuetseisesessesebse st ssse e ss st ssee et s sss et et bae b et bbbkttt bt 27
O T I 1Y 1T - | OO OOV 27
1.13.2.  ESPECHIICOS ..ttt ettt ettt s e et sttt 27
1.14. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. .c.otritrtirtertineuneseteeressetsttsessessesstssssssse st b stssesssss s ss bbb bsssesssssssessssssens 28

1.14.1. Estudio de los niveles de expresion de genes relacionados con patogénesis en C.

papaya variedad Maradol infectada CON PMEV ... sssie s sssas s 28
1.14.2. Andlisis de las alteraciones fisicas en hojas y latex de papaya infectada con PMeV

29

CAPITULO 2. ANALISIS DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES INVOLUCRADOS EN
EL MECANISMO DE DEFENSA DE C. PAPAYA INFECTADA CON EL PAPAYA MELEIRA

VIRUS (PMEV) 31
2.1, INTRODUCCION ..oetritriietrieneeenseesessetsetsessessssessessesse et ssessssessess s ssessessessessesessssssnessessessesssssssessessesesessesaes 31
2.2, MATERIALES Y METODOS .....cueueueeretretessessessssessessessessessessssessessessssessessessessssessessessessessessssessessessessessessessesnes 32

2.2.1. MEALEIIAI VEGELAL......ceeeeiieee ettt sttt seasas s 32

2.2.1.1. Seleccion ygerminacion de SEMIIAS.........ccoeerirreerirreerreeese et 32
2.2.2. Inoculacion de las plantas con latex de plantas enfermas y colecta de muestras .....32
2.2.3. EXIrACCION A& RINA ...ttt ettt s sttt sttt 33
2.2.4. Sintesis de cDNA (TranSCripCiON REVEISA) .......oceeveeeerneineineineirineeiseineisessissississisessss s 33

2.2.5. Determinacion del mejor gen candidato de referencia para el analisis de expresion 33

2.2.6. Andlisis de la expresion génica Por RT- PCRQ ....cccovvverrerrieirirseesisssesisssiessssssess s 35
2.2.7. Método para la determinacion de la expresién relativa 2 A eeeeeeereeeeeeses e 36
2.3, RESULTADOS ...ttt istsstsstssssssssss sttt sssssssss s sss s st sssssssssssssssssssssssssasssssessessessnsssssnsons 38

2.3.1. Andlisis y determinacion de la estabilidad de los genes de referencia candidatos ....38

2.3.2. ANAliSis de la eXPreSiON A€ GENES ...ttt st een 43
2.3.3. MAPAS € CAIOK ...ttt sttt 48
2.4, DISCUSION...couvieererrerrersersese e ses s s ses s ese s s s s es st sae s s s s sensessensesensesenas 52

CAPITULO 3. PHYSICAL CHARACTERISTICS OF THE LEAVES AND LATEX OF PAPAYA

PLANTS INFECTED WITH THE PAPAYA MELEIRA VIRUS. 59
3.1 AABSTRACT ..ttt sttt et s et ae ettt b e e b e st et se s et s e e be s et e b e s ea b e b e b et st e b e b e et e b ebe et e b en et et e sttt et ene et ene 60
3.2. INTRODUGCTION . ....cutteteteuttrieteststetestrtstestestesesestesesesetssesesesseseseatstesenestesesesensesasestesesentssesesensssesesentssensaessesenenens 61

3.3. RESULTS .ttt ettt ettt ettt 62




3.3.1. Topographical Analysis of the Leaf Midribs and LateX .........ccoveeervevveerrervvvsesiseserinans 62

3.3.2. Mechanical properties of the Leaf midribs and Lat@X..........cccovevervevrererrerirreeeeneeeeesseienns 64
3.3.3. Latex examination by Scanning Electron Microscopy (SEM).....ccccveevvveeveveereersesennns 66
3.4. DIS CUSSION ...ttt bbbttt ettt ettt es 67
3.5, MATERIALS AND METHODS ..cccuurtrrereerreeesneeseessassesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssessssssssssssssseses 70
3.5.1. Leaf Midrib and LateX COlECTION ........c.vuvueererercreireie et e 70
3.5.2. IMAGE ACQUISITION ...ttt sste st ssasss s s s sas s st sasassnssasassnsnsases 70
3.5.3. Y = L] (o= Y T 1) £ TR 71
3.6. ACKNOWLEDGMENTS ..ottt sttt sttt bbb se s b s senens 71
CAPITULO 4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES 73
4.1, DISCUSION GENERAL ....curueueerreeesseeseesesssessesssesssssssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesssssssssssssssssssssssnns 73
4.2, CONCLUSIONES .....ottruueureeeesseteeseeseessessesssessesssesssssesssessessssssssssssessesssessssssessesssssesssssssssssssesssssssssssssassssessesans 77
4.3, PERSPECTIVAS ...otutieieeeereeeassetsseseseesssssssss st ssssssss st sssssss st ssssessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssesssssnssnsssssnsssnessesans 78
4.4, REFERENCIAS ..comituetietseeteetset e et sese s se st et oottt 79
4.5, ANEXOS ...ttt ettt bbbt e e bbb 99
4.5.1. ANBXO L oo 99
4.5.2. AANBXO 2. oottt bt 100

4.5.3. F AN =)o G SO 101




indice de figuras

indice de figuras
Figura 1-1 Principales sintomas del PMeV: a) Exudacioén espontanea; b) Frutos Manchados; c)
pequefias manchas en la pulpa; d) Manchas necréticas en el PeciolO. .........ccovvevveverrerereeeereresiresnns 12
Figura 2-1 Curva de amplificacion y curva de disociacién de los genes de referencia endégenos

candidatos. A) Gen ACTIN. B) Gen B4FP. C) Gen elF4. D) Gen CYP. .. eissss s 39

Figura 2-2 Valores de la estabilidad de los genes candidatos de referencia de acuerdo al indice

B ST KBEPIEN .....eteeeeeeeeeettteaeetsteeteteettseaeeteteheeteaeheteaek etttk ekt s et a ket b e et et be e s senen 41

Figura 2-3 Valores promedios de la estabilidad de los genes candidatos de referencia con el indice

GEIN DI ettt ettt ettt s et s s e he e s s e b et st bese e b et s ae et e sess et s e ss b et et e st st st ess et et ese st st eseannses 42

Figura 2-4 Valores de la estabilidad de los genes candidatos de referencia con el indice RefFinder

Figura 2-5 Cuantificacion de la expresién relativa del gen PR1 de C. papaya en los diferentes dias

posteriores a la inoculacion (dpi). Las barras representan el error estandar..........cccooeeeevervevverevereesnnnnas 44

Figura 2-6 Cuantificacion de la expresién relativa del gen PR5 de C. papaya en los diferentes dias

posteriores a la inoculacidn (dpi). Las barras representan el error estandar. .........cccceoeveveveerireeirieninnnns 45

Figura 2-7 Cuantificacion de la expresién relativa del gen PR5 de C. papaya en los diferentes dias

posteriores a la inoculacidn (dpi). Las barras representan el error estandar. ........ccccocoeveeeveeereccirieninnnes 46

Figura 2-8 Cuantificacion de la expresién relativa del gen POD de C. papaya en los diferentes dias

posteriores a la inoculacidn (dpi). Las barras representan el error estandar. .........ccccocoeveeervevirecrirreninnnns 47

Figura 2-9 Cuantificaciéon de la expresion relativa del gen POD-12 de C. papaya en los diferentes

dias posteriores a la inoculacion (dpi). Las barras representan el error estandar. ...........cocovcoveverrennnc. 48

Figura 2-10 Mapa de calor de la expresion relativa de los genes PR y POD en los diferentes dias

posteriores a la inoculacion de PMEV €N C. PAPAYA. ...ccevverirrrirerrsissisisisssisssssessssssssssssssssssssessssesssssssssssssssans 49

Figura 2-11 Comparacion de la presencia de los A) sintomas de la enfermedad de la meleira

durante los dias posteriores a la inoculacién y B) la expresion relativa de los genes analizados. ....51
Figura 3-1 Representative two-dimensional atomic force microscopy (AFM) images and roughness

profiles of the papaya leaf midribs (A,B) and latex (C,D) of healthy (A,C) and PMeV-infected

papaya plants (B,D). Superficial differences between the samples from the healthy and infected

Xiii




indice de figuras

plants. The infected samples exhibit valleys (red arrows) and peaks (blue arrows) that were not

observed in the samples from the healthy PIANES. ..o 62

Figura 3-2 Representative three-dimensional AFM images of the leaf midribs (A,B) and latex (C,D)
of healthy (A,C) and PMeV-infected papaya plants (B,D). The microstructures of the healthy leaf

midribs and latex (A, C) show smooth surfaces, whereas the infected leaf midribs and latex have

TOUQN SUMACES (B D). ettt sttt sttt sttt 63

Figura 3-3 Structural roughness parameter Ra of the leaf midribs (A) and latex (B) of healthy and
diseased papaya plants. The roughness (Ra) is the arithmetic mean of the deviations in the profile
curve with respect to the midline of the basic length. The error bars represent the variations

between biological replicates. The difference between the means is statistically significant (Mann—

WHItNEY ST, P < 0.05). .ttt ettt ettt s st b b as et s s s as s b s asae s s s asastesesasasansessasen 64

Figura 3-4 AFM maps and histograms of the adhesion force between the tip and the sample
surface of the leaf midribs (A,B) and latex (C,D) of healthy (A,C) and diseased papaya plants (B,D).

The vertical axis shows the frequency of the adhesion force in a 1000-nm lateral scan of 256 force

curves, and the insets are the corresponding fOrCE MaPS. .....coovceeeveereeteeicre e 65

Figura 3-5 Average adhesion forces of the leaf midribs (A,B) and latex (C,D) of healthy (A,C) and
PMeV-infected papaya plants (B,D). The graphs show that the midribs and latex of the healthy
plants have a greater adhesion force than those from the infected plants. The error bars represent

the variations between biological replicates. The difference between means is statistically significant

(ManNN—WhiItN@Y tESt, P < 0.05). ...cceiererrereerriirietetetsiss e seests e sssss et st s sss s e s s s aesessasassesssssassessssasaesasasassasas 66

Figura 3-6 Scanning electron microscopy (SEM) images of the latex from healthy (A) and PMeV-

infected papaya fruits (B). The samples of healthy plants’ latex shows more united and compact

latex particles than those from infected plants, which appeared relatively sparse. ........cccooevveevevrecnnas 67

Figura 3-7 High-magnification SEM images of the latex of (A) healthy and (B) and PMeV-infected
papaya fruits. In the infected latex small circles ranging from 40 to 50 nm, alterations in the structure

of the latex and possible latex degradation are evident; these alterations were not observed in

NEBAITNY TALEX. oottt ettt st s et s bbb b as e et s as st s s s st et s s asaesassananeas 67

Figura 4-1 Diagndstico molecular del latex inoculado en las plantas. MM: Marcado molecular de
1kb. Linea 1: RNA viral del latex inoculado en las plantas mostrando las dos bandas
correspondientes al PMeV (8 Kb)y PMeV2 (4.5 Kb); Linea 2: Amplificacion del RNA del latex

inoculado obtenida con los iniciadores CB38/CB39. Tamafo del amplicon de aprox. 500 pb

COMESPONUIENLE Al PIMIEV . ...ttt ettt sttt sttt bbbt s st s s asa st e s s sansessasasansesaen 99

Xiv




indice de figuras

Figura 4-2 Diagndstico molecular con los iniciadores CB38/CB39 de las plantas utilizadas en este

estudio, en los diferentes dias posteriores a la inoculacién (dpi). Tamafio del amplicén de aprox.

500 pb corresSpoONiENIE @l PIMEV . ...ttt ettt ettt ss et ses s s sssssnsssesesnsssesesnns 100




Anexo

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1-1 Principales Estados productores de papaya en México hasta el 2016 (SIAP, 2016). .....5

Cuadro 1-2 Proteinas relacionadas con patogénesis Yy SU fUNCION. ..........cccoveveveeceeereeeerieeereese e 17
Cuadro 2-1 Genes de referencia (housekeeping) usados en este trabajo. ..........cccceeveverreccrrecrreccrrecnnes 34
Cuadro 2-2 Genes de C. papaya para el andlisis de la expresién diferencial por RT-PCRgq.............. 36
Cuadro 2-3 Analisis estadistico con el “indice CP de BeSt KEEPEI .........cvovoeevesveriersrressisisrisssissesnnns 40
Cuadro 2-4 Valor de M de cada de los genes de referencia calculados por GeENOmM ........cccccevvevenenee 42

Cuadro 4-1 Deteccion y cuantificacién absoluta del PMeV por PCRq en los dias posteriores a la

[T oTe 1= Vo [ ] d T (o | o) IS UTUTTTN 101




Abreviaturas

ABREVIATURAS
RNA

DNA

PMeV

PCRq

RNAds

Kda

Nm

H,O;

uL

mL

mM

uM

p/v

cDNA

Acido ribonucleico

Acido desoxiribonucleico

Papaya Meleira Virus

Reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real o cuantitativa

Acido ribonucleico de doble cadena
KiloDalton

nanémetros

Perdxido de hidrégeno

microlitro

mililitros

milimolar

micromolar

Peso/wlumen

DNA complementario







Resumen

RESUMEN

México es uno de los principales productores y exportadores de papaya a nivel mundial.
Este cultivo es afectado por la enfermedad conocida como Meleira de la papaya, cuyos
sintomas provocan la pérdida del valor comercial de los frutos. El agente causal de esta
enfermedad es el Papaya Meleira Virus (PMeV) que sélo ha sido reportado en Brasil y
México, donde ha causado grandes pérdidas. Aunque se han hecho varios estudios
epidemioldgicos, todavia no hay suficiente informacién sobre la interaccion del virus con la
papaya a nivel genético y nanoestructural que sustente la implementacion de programas
de mejoramiento genético y de control efectivo de la enfermedad. Para este estudio se
inocularon en condiciones controladas plantas de papaya Maradol con latex infectado con
PMeV y se tomaron muestras a los 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 45 dias después de la
inoculacion (dpi). Se evaluaron la expresion de los genes relacionados con patogénesis
(PR) y peroxidasas (POD), asi como las alteraciones nanoestructurales en hojas y latex
mediante microscopia de fuerza atbmica. Se demostré que el PMeV induce la expresion
de los genes PR y POD a partir de los 10 dpi y que los maximos niveles de expresion se
obtienen a los 20 dpi, por lo que se considera que estos genes estan involucrados en los
mecanismos de defensa de la planta. También se demostr6 que el PMeV provoca
alteraciones naoestructurales en las hojas y latex de papaya.




Abstract

ABSTRACT

Mexico is among the main producers and exporters of papaya worldwide. This crop is
severely affected by the disease known as sticky disease or Meleira, which symptoms
cause the loss of the commercial value of the fruits. The causal agent of this disease is the
Papaya Meleira Virus (PMeV) which has only been reported in Brazil and Mexico, where it
has caused great losses. Although several epidemiological studies had been
accomplished, up to this moment there isn’t information enough on the interaction virus-
papaya at genic and nanostructural levels, for sustaining the implementation of genetic
melioration and effective control of the disease. For this study, Maradol papaya plants
were inoculated under controlled conditions with PMeV infected latex and samples were
taken at 5, 10, 15, 20, 25, 30 and 45 days post inoculation (dpi). The expression of genes
related to pathogenesis (PR) and and peroxidases (POD), as well as nanostructural
alterations in leaves and latex were evaluated by atomic force microscopy. It was
demonstrated that PMeV induced the expression of the PR and POD genes from 10 dpi
and the maximum expression levels were attained at 20 dpi, so it is considered these
genes are involved in the defense mechanisms of this plant. It was also demonstrated that

PMeV causes non-structural alterations in the leaves and latex of papaya.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES GENERALES
1.1. Introduccién

En México, el cultivo de papaya es atractivo para el agricultor, por su rentabilidad, periodo
corto entre siembra y cosecha, asi como su alto rendimiento por hectarea. Sin embargo,
la produccion de esta fruta es afectada por diversos problemas fitosanitarios, entre los
cuales destacan las enfermedades ocasionadas por virus. Dentro de éstas, la Meleira o
sticky disease, sobresale por sus dafios a la calidad de la fruta y por las pérdidas en
cosecha que ha ocasionado en los dos paises donde se ha reportado (Brasil y Méxic o)
(Ventura, 2004; Araujo et al., 2007; Pérez-Brito et al., 2012).

El PMeV fue descrito inicialmente como un virus con un genoma de RNA de doble cadena
(dsRNA), con un tamafo aproximado de 12 Kb (Kitajima et al, 1993; Maciel-Zambolim et
al., 2003). Sin embargo, recientemente ha sido reportado en Brasil, que la meleira es
causada por dos virus: “PMeV’ que tiene similitud con miembros de la familia Totiviridae, y
cuyo genoma es de 8 Kb, y “PMeV2” que es un Umbravirus, con un genoma de RNA de
cadena sencilla (ssRNA), con un tamafio aproximado de 4.5 Kb (Sa-Antunes et al., 2016).
En Meéxico, aunque se han encontrado los dos genomas mencionados, ain no se ha
llevado a cabo la secuenciacion del PMeV variante mexicana (PMeV-Mx) (Zamudio-
Moreno et al., 2015).

Se considera que las préacticas agricolas, principalmente durante el mantenimiento del
cultivo y la cosecha de los frutos, son responsables de la propagacion de la enfermedad
dentro de los huertos, dado que la dispersion de la meleira generalmente se produce a lo
largo de las lineas del cultivo (Ventura et al., 2004; Abreu et al., 2015).

Se han hecho algunos estudios epidemiolégicos para determinar las formas de
transmision del PMeV, en ellos, la posible participacion de insectos como vectores, se ha
considerado sobre la base de estudios iniciales, sobre el patron de propagacion en campo
de esta enfermedad, especialmente con evidencia de la existencia de un vector aéreo

asociado con la misma (Rodrigues et al. 1989; Vidal et al., 2005). Ademas, este virus se
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encuentra en las semillas y puede ser transmitido a la siguiente generacion a través de
semillas contaminadas (Tapia-Tussell et al., 2014). También existe un estudio preliminar
gue evalué el rango de posibles hospedadores de PMeV, en el cual se detectd la
presencia de RNAds viral, con un peso molecular similar al PMeV, en la especie
Brachiaria decumbens de la familia Poaceae, en huertos de papaya afectados por
meleira en Brasil (Maciel-Zambolin et al., 2003).

En cuanto a la interaccion hospedero-patégeno, a nivel molecular, se realizaron estudios
proteémicos en hojas y latex de C. papaya variedad Golden, donde se identificaron 122
proteinas en el latex, que se relacionaron con la respuesta de la planta al estrés
ocasionado por el PMeV, y se encontré que la actividad proteolitica del latex se redujo
debido a la disminucion de las proteasas-cisteinas (quimiopapayina) (Rodrigues et al.,
2012).

Posteriormente, en plantas de papaya variedad Golden, infectadas con PMeV se
identificaron un total de 462 microRNAs, de los cuales, once, estaban implicados en la
degradacion del proteosoma y se observd que su expresion varid inversamente
proporcional a la concentracion del virus, esto es, que aumentd en respuesta a bajos
titulos virales en la planta (Abreu et al., 2014).

Asi mismo, al analizar los cambios quimicos y bioquimicos en el latex de papayas var.
Golden, enfermas con meleira, se determin6 que la disminucion del contenido de
azucares y el aumento en el agua de los conductos laticiferos, alteran la morfologia del
latex infectado, lo que ocasiona la exudacion espontanea en el fruto (Rodrigues et al.,
2009).

Sin embargo, hasta la fecha, en nuestro conocimiento, no existe un trabajo que analice, a
nivel nanoestructural, los cambios mecanicos y superficiales que puedan presentarse en

las hojas y el latex de plantas de papaya infectadas con PMeV.

Sin embargo, hasta la fecha, en nuestro conocimiento, no existen trabajos de este tipo en

la var. Maradol, que es la mas cultivada en México, y cuyos sintomas ante la infeccion con
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PMeV difieren en cierta medida con los observados en la var. Golden de Brasil. De
acuerdo a lo anterior, se necesitan mas estudios sobre la enfermedad de la Meleira,
desde el punto de vista de la respuesta de la planta a la infeccion, por lo que es de suma
importancia conocer los genes que se expresan y se relacionan con los mecanismos de
defensa de la planta ante este virus. Por ello, el presente trabajo se enfocd en conocer la
expresion de los genes involucrados en los mecanismos de defensa de C. papaya ante la
meleira, asi como las alteraciones nanoestructurales que se presentan en el latex y las
hojas ante la infeccion viral, esto con la finalidad de entender de una mejor manera los
mecanismos de defensa de la planta, lo cual ayudar4 a los fitomejoradores en la
blusqueda de nuevas variedades con resistencia a este virus, y permitird a los productores
implementar estrategias de manejo fitosanitario enfocadas al control y a la prevencion de

la diseminacioén de la meleira de la papaya.
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1.2. Cultivo de papaya en México

La papaya (Carica papaya L.) es una planta dicotiledonea y poligama, ya que puede
presentar flores masculinas, femeninas y hermafroditas en una misma planta. Esta

especie es originaria de América Central y del sur de México (Malo et al., 1994).

Esta especie pertenece a la familia Caricaceae, que esta formada por seis géneros,
dentro de los cuales destaca el género Carica, por ser el mas importante a nivel
econémico y C. papaya por ser la especie del mismo mas cultivada a nivel mundial
(Nishijima et al. 1998).

La importancia econémica del cultivo de papaya, se debe a la demanda que tiene su fruto
para consumo en estado fresco (la mayor parte de la produccién) o en forma procesada
tales como: jugos, mermeladas, entre otros. También de esta planta se puede extraer la
papaina, enzima proteolitica, que es utilizada en la industria alimenticia como ablandador
de carnes, y para la clarificacién de la cerveza y otras bebidas. En los laboratorios
oftalmoldgicos se aprovecha para elaborar un producto para la limpieza de lentes de
contacto (Pantoja et al., 2002). Asi mismo, de los tallos y las hojas se obtienen pequefias
cantidades de carpaina (alcaloide estimulante del ritmo cardiaco) que se emplea en la
industria farmacéutica, donde ademés se elaboran otros productos para tratar males
hepéticos, problemas digestivos y dolores lumbares. También en la industria cosmética,
se aprovecha su poder cicatrizante y para desmanchar (Mandujano, 2007).

1.3. Produccién de papaya en el mundo y en México

La produccion de papaya en el mundo se estima en alrededor de 12 millones de
toneladas por afio, y los principales paises productores son India, Brasil, Indonesia,
Republica Dominicana, Nigeria y México (FAOSTAT, 2016).

Entre los paises con mayor volumen de exportacion de esta fruta, destacan México y
Brasil, ubicandose el primero, como el principal pais exportador de papaya en el mundo

(SIAP, 2016), lo cual le da sustento aproximadamente a mil productores que se dedican a
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este cultivo. Los principales estados productores de papaya en México se poresentan a

continuacién (Cuadro 1.1).

Cuadro 1-1 Principales Estados productores de papaya en México hasta el 2016 (SIAP, 2016).

Posicién Estado Produccion (Miles de pesos)
1 Oaxaca 1,266,257.71
2 Chiapas 707,369.48
3 Colima 582,240.50
4 Veracruz 377,706.27
5 Michoacan 224,174.65
6 Guerrero 179,838.57
7 Jalisco 140,303.14
8 Quintana Roo 100,816.72
9 Campeche 99,188.26
10 Yucatan 82,005.48
1.4. Problematica fitosanitaria y virus que afectan al cultivo de C. papaya

La produccion de papaya a nivel mundial se enfrenta a diversos factores que afectan la
plantacion y la calidad de los frutos poscosecha, principalmente los de caracter
fitosanitario, destacando las pérdidas ocasionadas por hongos, virus, bacterias y plagas
(Ventura et al., 2004).

En lo que respecta a los virus en papaya, estos pueden causar graves reducciones en la
produccion y pueden llegar a devastar la plantacion. En la actualidad, en todo el mundo,

se han reportado mas de diez diferentes virus en el cultivo de papaya, pero sélo a cuatro
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de éstos se les considera de mayor importancia: el virus de la mancha anular de la
papaya o Papaya ringspot virus (PRSV), el virus del amarillamiento letal de la papaya o
Papaya lethal yellowing virus (PLYV), el virus de la necrosis apical o Papaya apical
necrosis virus (PANV) y el virus que causa la enfermedad conocida como meleira (PMeV).
(Ventura et al., 2004).

14.1. Papaya Ringspot Virus (PRSV)

El Papaya Ringspot Virus esta clasificado dentro de la familia Potyviridae, género
Potyvirus, este virus afecta tanto a papaya como a cucurbitaceas. Existen dos variantes
del mismo: una es la variante del PRSV-P que infecta tanto a papaya como cucurbitaceas
y la otra es la variante PRSV-W que s6lo afecta a las cucurbitaceas, pero no a la papaya.
El genoma del PRSV es de RNA monocatenario de sentido positivo y tiene una longitud
de 10,326 nucledtidos, seguida por una secuencia de poli-A. Los viriones del PRSV son
particulas filamentosas y flexibles, que miden de 760-800 nm de longitud por 12 nm de
diametro. Al igual que otros potyviruses, el PRSV se transmite de una manera no
persistente por varias especies de afidos.

Los primeros sintomas de la enfermedad provocada por el PRSV aparecen en las hojas
jovenes como mosaicos Yy clorosis, seguidos por manchas en el peciolo, deformaciones
foliares y anillos clordticos en los frutos, lo que resulta en una disminucion en la tasa de

crecimiento de las plantas, la pérdida de vigor y del rendimiento.

Se ha reportado que este virus se puede transmitir de forma mecanica y por injertos. Sin
embargo, el principal mecanismo de transmisién es por medio de afidos. No se ha
reportado la transmision a través de la semilla. La infeccion puede ocurrir rapidamente
cuando las plantaciones estan cercanas a otras que tienen la enfermedad. La cual es
considerada como una de las mas destructivas del cultivo de papaya y esta ampliamente
distribuida en las zonas productoras de esta fruta (Ventura, 2004).

Papaya ringspot virus tiene una alta tasa de diseminacién, ya que las plantas de una

plantacion comercial puede infectarse en un periodo de 3-7 meses, esto se ha visto en
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plantaciones que presentan altas poblaciones de afidos. Las plantas pueden estar
infectadas en cualquier fase del desarrollo vegetativo, y los sintomas aparecen
generalemente de 2 a 3 semanas después de la inoculaciéon del virus. Las plantas
infectadas a una edad muy temprana nunca producen fruta, pero rara vez mueren
prematuramente. Sin embargo, existen informes de que algunos aislamientos de Taiwan

causan el marchitamiento y, a veces, la muerte de las plantas (Nishijima et al., 1989).

1.4.2. Papaya lethal yellowing virus (PLYV)

El virus del amarillamiento letal de la papaya, es una enfermedad que sdélo ha sido
reportada en Brasil. Este virus fue inicialmente considerado como un posible miembro de
la familia Tombusviridae, género Carmovirus, pero estudios moleculares recientes
mostraron homologia con la Familia Sobemoviridae y el género Sobemovirus (Lima et al.,
2013).

El agente causal de esta enfermedad, es un virus de RNA de cadena sencilla (SSRNA),
cuya capside esta formada por una proteina de aproximadamente de 34,7 kDa. Tiene
particulas isométricas, de diametro de 29-32 nm. Dichas particulas han sido observadas
en su mayoria en el citoplasma y en vacuolas de las células de hojas y frutos de plantas
infectadas, asi como también, se han podido detectar en raices secas y hojas en
condiciones de laboratorio, esto demuestra que las particulas virales del PLYV son muy
estables (Lima et al., 2013).

Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad son: amarillamiento de las hojas
jovenes, lesiones necréticas en los peciolos de las hojas y manchas cloréticas y redondas
en las frutas. Conforme evoluciona la enfermedad, se puede observar enrollamiento de
las hojas, que pueden llegar a marchitarse y secarse, desencadenando la muerte de la
planta (Ventura, 2004).

También en los frutos se puede observar la presencia de manchas circulares de color
verdoso, que conforme madura el fruto, adquieren una coloracién amarillenta. Algunos

estudios han demostrado que la maduracion de los frutos de plantas infectadas, se
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retrasa y la pulpa se vuelve dura, lo que reduce el valor comercial del fruto (Lima et al.,
2013).

Como la mayoria de otras especies de virus pertenecientes al género Sobemovirus, PLYV
infecta unicamente a las especies de la familia Caricacea, no s6lo a las variedades
comerciales de papaya, sino también a Jacaratia heterophylla, J. spinosa, Vasconcellea

cauliflora, V. monoica y V. quercifolia (Lima et al., 2013).

Aungue todavia no se ha identificado un vector natural que transmita el PLYV, el virus se
pude transmitir de manera mecanica, aunque se ha reportado la presencia del mismo en
la superficie de las semillas provenientes de frutos infectados, aunque no fue detectado
en el embrion y tampoco fue transmitido por semillas colectadas de frutos infectados.
También se ha observado que el PLYV tiene la capacidad de sobrevivir en el suelo de
campos infectados, por lo que generalmente ocurre la infeccion de plantulas sanas
cuando se cultivan en suelos donde existieron plantas enfermas (Lima et al., 2013;
Ventura, 2004).

1.4.3. Papaya apical necrosis virus (PANV)

El primer reporte de la necrosis apical de la papaya se dié en Venezuela en 1981 y y
posteriormente se reportd en Brasil, Cuba, Estados Unidos, México, y algunas partes de
Africa (Tennant et al., 2007). Esta enfermedad es causada por un Rhabdovirus, cuyo
genoma es de RNA monocatenario y presenta particulas baciliformes encapsidadas, de
un tamafio que va de 200 a 500 nandmetros de largo y de 50 a 95 nm de ancho, con una
membrana nuclear que las envuelve. Las particulas se acumulan en el espacio

perinuclear y en el nicleo de las células del parénquima generalmente en el floema.

Su transmision es de forma persistente y el principal vector se ha identificado como la
especie Empoasca papayae. Hasta ahora no se ha demostrado la transmisién mecanica
de este virus en las plantaciones de papaya (Tennant et al., 2007). Los sintomas que
produce esta enfermedad son: clorosis de las hojas jovenes, peciolos cortos y

endurecidos con lineas verdes paralelas, curvatura pronunciada y necrosis del borde de
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las hojas, flores femeninas abortadas y muerte apical de la planta (Texeira da Silva et al.,
2007; Tennant et al., 2007; Ventura, 2004).

1.4.4. Papaya meleira virus

La enfermedad conocida como Meleira, sticky disease o “lloroso”, es un problema
importante en el cultivo de papaya (Carica papaya L.), ya que puede ser capaz de causar
la pérdida total de la produccién en tan solo cuatro meses (Perez-Brito et al; 2012).
Inicialmente se reportd que el agente causal de la enfermedad era un virus de dsRNA,
gue presentaba particulas isémetricas de 50 nm (Kitajima et al, 1993). En 2003, mediante
los postulados de Koch se demostré que los sintomas ocasionados por la meleira, eran
por la presencia del virus de la meleira de la Papaya (PMeV) cuyo genoma era dsRNA,
con un tamarfio de aproximadamente 12 Kb (Maciel-Zambolim et al, 2003).

Estudios realizados en Brasil recientemente, demostraron que la enfermedad de la
Meleira estd asociada con una doble infeccion viral, ocasionada por dos virus asociados.
El primero, denominado “PMeV”, fue indentificado como un virus perteneciente a la familia
Totiviridae, cuyo genoma es de 8 Kb; y el otro virus que fue denominado “PMeV2”, tiene
un genoma de ssSRNA, de aproximadamente 4.5 Kb y mostré identidad con un
Umbravirus, que ya habia sido reportado en plantas de papaya en Ecuador. Esto fue
demostrado al realizar la purificacion de particulas virales y estudiar mas profundamente
los RNA de ambos virus que estaban presentes en el latex de plantas var. Golden, con
sintomas caracteristicos de la enfermedad (S& Antunes et al., 2016).

15. Papaya Meleira Virus, origen y distribucion.

La Meleira fue detectada por productores en huertos comerciales de Brasil en la década
de 1970, sin embargo fue hasta diez afios después, cuando la enfermedad mostré una
mayor incidencia, que se iniciaron los estudios sobre ella (Lima et al., 2001). Desde
entonces se considera uno de los principales problemas fitosanitarios de este cultivo en

ese pais, debido a que en areas afectadas por el virus se alcanzé hasta el 100% de
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incidencia. En la actualidad esta enfermedad afecta a todos los estados de Brasil donde

se produce la papaya (Ventura, 2004).

En México, en el afio del 2008, se observaron sintomas similares al del PMeV, pero fue
hasta su posterior diagndstico molecular, mediante la extraccion de los &cidos nucleicos
gue se confirm6 por primera vez la presencia del PMeV en México. En la actualidad se ha
encontrado en siete estados productores de papaya (Campeche, Jalisco, Quintana Roo,
Oaxaca, Tabasco, Veracruz y Yucatan) (Pérez-Brito et al., 2012) y posteriormente en el
estado de Chiapas (Dra. Daisy Pérez-Brito, comunicacion personal).

15.1. Etiologia

En un principio, los sintomas de la enfermedad se atribuyeron a la deficiencia en la
absorcién de calcio y boro, o al desbalance de estos elementos en el suelo, y también se
asociaron con estrés hidrico (Correa et al., 1988; Nakagawa et al., 1987). La primera
evidencia de que esta enfermedad era de etiologia viral, fue mostrada por Kitajima et al.,
(1993), mediante un analisis de microscopia electrénica, donde se observo en el latex de
tallos y frutos, la presencia de particulas virales isométricas, de 50 nm de didmetro. Pero
esto no fue confirmado hasta diez afios después, cuando se purificé el virus y se obtuvo la
reproduccién de los sintomas en plantas sanas, a través de los postulados de Koch. En
este estudio posterior, se determiné que las particulas virales isométricas eran de dos
tipos: “llenas” de 42 nm y “vacias” de 38 nm; y que el genoma viral consistia en una sola
molécula de RNAde doble cadena (dsRNA) de 12 kb, asi mismo que las proteinas de la
capside variaban en tamafio de 14.4 a 45 KDa. Este virus, que sélo se puede detectar en
el latex, aun no ha sido clasificado, y se considera que podria representar un nuevo grupo
de virus, del cual no se ha encontrado similitud entre los virus que infectan a procariotes y

eucariotes (Maciel-Zambolim et al., 2003).

Recientemente, en Brasil, se demostr6 que la etiologia viral de esta enfermedad es
causada por un complejo viral conformado por dos virus. El primer virus fue denominado
‘PMeV’ cuyo genoma es de RNAds y de un tamafo aproximado de 8 Kb. Este virus

contiene dos ORF (open reading frame) putativos (ORF1 y ORF2) que mostraron
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similaridad con las proteinas de la capside y la RNA dependiente de RNA polimerasa
(RdRp's) respectivamente con micovirus tentativamente clasificados en la familia
Totiviridae. El segundo virus denominado “PMeV2” cuyo genoma es de RNAss, de un
tamafio aproximado de 4.5 Kb, contiene dos ORF putativos (ORF1 y ORF 2) que
mostraron 48% y 73% de identidad, respectivamente con las proteinas correspondientes
del Virus Q de la papaya, un Umbravirus descrito recientemente que infecta a plantas de
papaya en Ecuador (Sa Antunes et al., 2016).

15.2. Sintomas

El primer sintoma se observa después de la fructificacién, y se caracteriza por la
exudacion espontanea de latex acuoso, que debido a la oxidacion pronto oscurece, y por
lo cual la superficie del fruto presenta costras de color café. El latex de los frutos
infectados se caracteriza por escurrir con mayor facilidad, y demorar en solidificarse, en
comparacion con el latex de frutos sanos. Otros sintomas observables en las plantas
enfermas, son la presencia de manchas necréticas en los peciolos, en los bordes de las
hojas nuevas y la presencia de pequefias manchas internas en la pulpa de los frutos asi
como “mapeo” en el fruto (Figura 1.1) (Pérez-Brito et al., 2012; Rodrigues et al, 2009;
Maciel-Zambolim et al., 2003).
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Figura 1-1 Principales sintomas del PMeV: a) Exudacién espontanea; b) Frutos Manchados; c)

pequefias manchas en la pulpa; d) Manchas necréticas en el peciolo.
1.5.3. Distribucion del PMeV

En un trabajo sobre la evolucién temporal de la Meleira, se detectdé un aumento en el
porcentaje de plantas sintomaticas, especialmente con necrosis en las hojas, conforme
las temperaturas medias disminuian en la region de estudio (Tagitaba et al., 2002). En
cuanto a la distribucion espacial de la enfermedad, se ha usado la técnica de secuencias
ordinarias, para mostrar que las epidemias comienzan de manera aleatoria, pero tienden
a la agregacion dentro de las lineas de la plantacion. El estudio del progreso y
diseminacién del patdgeno es esencial para la correcta caracterizaciéon del mismo. El
andlisis del arreglo espacial permite entender la etiologia, asi como evaluar la eficiencia
de la dispersion del patdgeno y generar informacion sobre la influencia de los factores
culturales, biolégicos y ambientales sobre los patdgenos y/o las enfermedades (Rodrigues
et al 1989).
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1.5.4. Transmision del PMeV.

Al observar la distribucién de las plantas infectadas en huertas comerciales en Brasil, se
sugiri6 que el PMeV podria ser transmitido por algun vector o durante las labores
agricolas (Ventura, 2004). Para conocer si el virus era transmitido por vectores, Vidal et
al., (2005), evaluaron la infeccién de las plantas de papaya con varias especies de
insectos en condiciones de campo. Las plantas que desarrollaron los sintomas de la
enfermedad y de las que se recuperd el RNA de doble cadena, fueron las expuestas a la
mosca blanca Bemisia tabaci Biotipo B, lo cual indico la posible transmision del virus por
vectores, especificamente por el insecto mencionado, aunque no se determind la
presencia del virus en dicha especie. También se han realizado estudios sobre la
transmision de PMeV por Trialeurodes variabilis, dando como resultado que esta mosquita
no transmite el virus de plantas enfermas a plantas sanas y tampoco se determiné la
presencia del virus en el insecto (Rodrigues et al., 2009b).

En México, se ha reportado que PMeV si es transmitido por semilla, con una tasa de
transmision del 81%. La presencia del virus en semillas provenientes de frutos
diagnosticados positivos a PMeV reduce de un 20% hasta un 30% el porcentaje de
germinacion (Tapia-Tussell et al., 2014). Ademas, existe la posibilidad de que algin
insecto vector esté diseminando la enfermedad en las plantaciones comerciales de
papaya, asi como de que hayan hospederos alternativos para el virus (Maciel-Zambolim
et al; 2003).

1.6. Mecanismos de defensa en plantas a patébgenos

Las plantas estan expuestas a un gran numero de fitopatdbgenos, sin embargo, a pesar de
ser sésiles y de carecer de sistema inmune, la muerte por enfermedad es una situacion
excepcional. Esto hace pensar que han desarrollado sistemas de defensa altamente
efectivos para detener o contrarrestar la infeccion (Wenham et al., 1986). Entre los
mecanismos de defensa que usan comUnmente las plantas, estdn los que evitan la

entrada del patdgeno a los tejidos, mediante barreras fisicas y compuestos quimicos
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preformados (Gururani et al., 2012; Durrant y Dong, 2004; Vallad y Goodman 2004;
Mouch-Mani y Slurenko et al., 1996; Carver et al., 1994;).

Los mecanismos de defensa que las plantas han desarrollado se clasifican en: 1)

defensas pasivas o preformadas y 2) defensas activas.

1.7. Mecanismos de defensa pasiva o preformada

Se refiere a las estructuras fisicas y quimicas propias de la planta, que ésta ha
desarrollado sin ningun tipo de estimulo, con la finalidad de evitar posibles infecciones de
patdgenos. Estas estructuras fisicas y quimicas son: las ceras, la cuticula en hojas y
frutos, los revestimientos de las puntas de los meristemos, tricomas, asi como sustancias
guimicas que actian como inhibidores de diversas infecciones, tales como los
compuestos fendlicos, lignina, taninos, antocianinas, lectinas, alcaloides, entre otros.
(Madriz, 2002; Cuartero et al., 1999).

1.8. Mecanismo de defensa activa

Los mecanismos de defensa activa se expresan en dos niveles, uno es la respuesta de
forma local que estimula la sintesis de fitoalexinas, desencadenando una muerte celular,
que se denomina “respuesta hipersensible” (Kushalappa et al, 2016; Wen, 2013; Vivanco
et al., 2005; Durrant y Dong, 2004). El otro nivel se refiere a los efectos posteriores a la
respuesta hipersensible, que son sistémicos, se manifiestan a distancia y se estimulan por
la sefalizacion secundaria de la apoptosis, o por células que activan genes involucrados
en los mecanismos de defensa; y con esto se desencadenan reacciones bioguimicas en
las células, que producen sustancias toxicas contra los patdgenos, para inhibir su
desarrollo en la planta infectada. Este tipo de mecanismo so6lo se activa como respuesta
al atague de patdgenos, y se conoce como “resistencia sistémica adquirida” (Gebrie,
2016; Espinas et al., 2016; Cuartero et al., 2012; Madriz, 2002).
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1.8.1. Respuesta hipersensible (HR)

El mecanismo de defensa conocida como “respuesta hipersensible” ocurre cuando el
patdgeno ocasiona un dafio, que ocasiona una muerte celular local en las primeras horas
después de la infeccion. Este proceso de muerte celular programada, es ocasionado por
la variacion del flujo i6nico y las reacciones de oxidacion, que la planta emite ante la
presencia del patégeno (Thakur y Sohal, 2013; Sanzén Gomez y Zavaleta Mejia, 2011;
Asai y Yoshioka, 2009;). La respuesta hipersensible se da por la interaccion entre el
patdgeno y la célula vegetal, dicha interaccion produce una cascada de eventos que
incluyen la activacion de diferentes rutas de transduccion de sefiales en la célula invadida.
La respuesta hipersensible es provocada por la presencia de especies reactivas de
oxigeno (ROS) o estrés oxidativo como: el perdxido de hidrégeno (H,0O,); flujos idnicos
como H,, Ky Ca,; asi como el incremento del oxido nitrico (NO) (Wen, 2013; Sanzon
GoOmez y Zavaleta Mejia, 2001; Laloi et al, 2004).

En la respuesta hipersensible de las plantas ante la infeccién de un patégeno, también se
involucra la sintesis de antioxidantes enzimaticos como: las catalasas, las peroxidasas y
la glutation reductasa, asi como también las enzimas involucradas en las rutas del
metabolismo secundario (Laloi et al, 2004). Se sintetizan compuestos con propiedades
antimicrobianas, tales como: fenoles, fitoalexinas y ligninas, que refuerzan y protegen a
las paredes celulares contra la actividad de enzimas que las degradan, o que interfieren
con la actividad de éstas Ultimas, como las proteinas inhibidoras de poligalacturonasas y
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Pieterse et al., 2014; Sanzén y Zavaleta, 2011,
Schacht et al., 2011; Godinez-Vidal et al., 2008; Sels et al., 2008).

También las plantas al estar ante la presencia de los patdégenos, activan la produccion de
moléculas, tales como las cinasas y fosfatasas, que transmiten sefiales que activan los
factores de transcripcion que regulan la expresion de genes, asi como de proteinas
relacionadas con patogénesis (Shah et al, 2014; Sanzén Gomez y Zavaleta Mejia, 2011;
Laloi, 2004).
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1.8.2. Resistencia sistémica adquirida (SAR)

La resistencia sistémica adquirida (SAR) por sus siglas en inglés, se caracteriza por ser
un mecanismo de defensa inducida, que confiere proteccion de larga duracién. Esta no
sOlo ocurre donde existe el contacto con el patdgeno, sino que se extiende a areas
distales y a otros o6rganos de la planta. Este tipo de resistencia es contra un amplio
espectro de patégenos (Shah y Zeier, 2013; Fu y Dong, 2013; Conrath et al., 2006; Vallad
y Goodman, 2004;)

Para que se lleve a cabo la resistencia sistémica adquirida, se requiere del acido salicilico
(SA), que funciona como una molécula sefial y que se asocia con la acumulacion de
proteinas relacionadas con patogénesis, dichas proteinas son las que contribuyen a la
resistencia de la planta ante los patdgenos. Estudios realizados en Arabidopsis, han
demostrado que la via del isocorismato es la principal fuente de SA durante la SAR,
desencadenando que la proteina reguladora NPR1 se mueva al nlcleo para interactuar
con factores de transcripcion TGA, para inducir la expresion de los genes de defensa
(Oliveira et al.,2016; Shah y Zeier, 2013; Durrant y Dong, 2004).

Molecularmente, la resistencia sistémica adquirida se caracteriza por la expresion de un
gran nimero de genes y proteinas relacionadas con la patogénesis (genes PR), tanto en
los tejidos locales como en forma sistémica, esto se debe a que las proteinas PR tienen
propiedades antimicrobianas (Mengiste, 2012; Durrant y Dong, 2004).

Tomando en cuenta lo anterior, los genes PR son piezas claves para activar la resistencia
sistémica adquirida ante la infeccion por patégenos, por lo que desde hace algun tiempo
dichos genes, son marcadores moleculares muy utilizados para estudiar y entender los
mecanismos de defensa de las plantas en contra de los patdgenos (Ebrahim et al., 2011,
Durrant y Dong, 2004).
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1.8.3. Proteinas relacionadas con patogénesis (PR)

Las proteinas de resistencia son inducidas por el ataque de patégenos, aunque se ha
visto su expresion en plantas sanas, pero a niveles bajos, los cuales se incrementan al
comenzar una infeccion. También se ha visto que su nivel de produccion puede variar de

acuerdo al érgano afectado de la planta (Shah et al., 2014; Sels et al., 2008).

Hasta el momento se han identificado alrededor de 14 familias de proteinas PR. En el
Cuadro 1-2 se muestran algunas proteinas PR y su funcién ante la infeccion por
patdgenos (Ebrahim et al., 2011; Dickson, 2005).

Cuadro 1-2 Proteinas relacionadas con patogénesis y su funcion.

Proteinas relacionadas o
) _ Funcion
con patogénesis (PR)

- Hidrolizan la quitina de las paredes de hongos,
Quitinasas (PR-3, 4,8y

11) generan oligosacéridos que pueden funcionar

como elicitores

Glucanasas (PR-2),
Proteinasas (PR-7) y
RNAsas (PR-10)

Hidrolasas que actldan contra bacterias y
Oomycetes

Proteinas (PR-1) Se relaciona con la degradacion del patégeno dentro

de la célula vegetal

Actuan sobre los factores de patogenicidad del

Inhibidoras de agente infeccioso, es decir, se producen para
proteasas (PR-6) impedir la accioén de las proteasas de los
patégenos.

Estan involucradas en el endurecimiento de la

Peroxidasas (PR-9, PR- pared celular, participan en la reaccion del oxalato
15y 16) con el oxigeno para formar CO, y perdxido de
hidrégeno
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1.8.4. Mecanismo de infeccién del PMeV

Entre las sustancias que actlan como defensa en las plantas esta el latex, que es un
fluido complejo producido por diferentes familias de plantas, como por ejemplo las
Euforbidceas. Esta sustancia es de consistencia "lechosa”, y coagula cuando se expone
al aire. Tipicamente tiene color blanco, pero éste puede variar en cantidad y en color, de
acuerdo a la especie (Metcalf, 1967). Un caso especifico es Carica papaya, que contiene
latex en sus frutos y en el tallo, donde se han encontrado titulos muy altos de proteasas,
gue son toxicas para algunos insectos, asi como un medio hostil para los virus. Sin
embargo, PMeV se detect6 en los conductos laticiferos de la papaya, esto es algo inusual,
ya que se han realizado estudios donde mencionan que las proteasas y cisteinas que
estan presentes en el latex son usadas por las plantas como mecanismos de defensa

anti-virales (Konno et al., 2004).

Las plantas infectadas con el PMeV, producen una exudacion espontanea y el latex no
coagula facilmente en comparacion con las sanas, esto es debido a que las células de
latex en las plantas enfermas presentan una reduccion en nimero y su morfologia es
diferente, por lo que la coagulacion es mas retardada, lo cual puede deberse
posiblemente, a que el PMeV se une a las proteinas y bloquea los receptores que estan
involucrados en la agregacion de las células de latex, lo que provoca que no coagule
(Rodrigues et al., 2012 y Rodrigues et al., 2009).

Estudios realizados en el latex de papaya var. Golden con PMeV, han demostrado que
existen cambios bioquimicos en éste, ya que hay una disminucion de aproximadamente la
mitad de la concentracion de azlcares, en comparacion con el latex de plantas sanas
(Rodrigues et al., 2009). La infeccion de PMeV provoca un aumento en el nivel de potasio
en el latex, lo que a su vez eleva la absorcién de agua en los tejidos, lo cual ocasiona la
ruptura espontanea de los conductos laticiferos y conlleva a la exudacion del latex en los
tejidos infectados (Bouteau et al., 1999). Todos los cambios fisiolégicos y bioquimicos
anteriores (en la forma de las particulas del latex, disminucion del contenido de azucares
y aumento en el agua de los conductos laticiferos) explican la principal sintomatologia de

la enfermedad (Bouteau et al., 1999).
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También se han encontrado en los conductos laticiferos de plantas positivas a PMeV, una
elevada produccion de peréxido de hidrogeno (H.O,), lo cual se considera una sefial de
las infecciones virales en plantas. La produccion del H,O,, se localizé en células
adyacentes al floema, que se relacionan con el transporte sistémico y en respuesta a
diferentes tipos de estrés (Orozco-Cardenas et al., 2001). El hecho de que el PMeV sea
capaz de colonizar los conductos laticiferos de papaya, podria considerarse una
estrategia del virus para desplazarse dentro de la planta, asi como para infectar a otras
células. Mientras que la exudaciéon espontanea del latex, le podria proporcionar al PMeV
un mecanismo de transporte que permite la dispersion del virus en las plantaciones

enfermas (Rodrigues et al., 2011).

Se ha demostrado en Brasil, que la enfermedad de la Meleira est4 asociada a dos virus, y
que uno de ellos se asocia a miembros de la familia Totiviridae. Hasta ahora son muy
pocos los estudios realizados sobre virus de dicha familia que infecten a las plantas, sin
embargo, en China se ha encontrado un virus dsRNA con caracteristicas similares a los
miembros de los Totivirus que infectan plantas de maiz (Chen et al., 2015). También en
un estudio realizado en Japon, se determind que en muestras de plantas del trébol rojo
infectadas con mildiu, estaban presentes particulas virales de un Totivirus. Dichos
resultados fueron corroborados en condiciones de laboratorio y campo, esto demostro que
los miembros de la familia Totiviridae tienen la capacidad de infectar a las plantas y no
solo a hongos y protozoarios como es lo generalmente reportado para ellos (Kondo et al.,
2016). Sin embargo, no existe informacion sobre el mecanismo de infeccion de los

miembros de la familia Totiviridae en las plantas.

El otro virus que conforma el complejo viral de la enfermedad de la Meleira, es un
Umbravirus. Los miembros de los Umbravirus se caracterizan por no tener el gen que
codifica la proteina de la capside (CP), por lo que no forman particulas virales
convencionales. Dichos virus necesitan de la presencia de un virus auxiliar, generalmente
un miembro de la familia Luteoviridae, para que la CP del virus auxiliar forme las
particulas de virus hibridos que encapsidan al ARN del Umbravirus y que pueda ser
transmitido a otras plantas (Taliansky y Robinson, 2003). Tomando en cuenta lo anterior,
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se propuso que el PMeV es el virus auxiliar del virus PMeV2, por lo que la CP del virus
PMeV forma las particulas de los virus hibridos que encapsulan al ssRNA del PMeV2 (Sa
Antunes et al., 2016).

Por lo anterior es importante profundizar en los mecanismos de infeccion del PMeV, ya
gue por la composicion de este patdgeno y las particularidades de los virus que provocan
la enfermedad, se evidencia que es un fendbmeno complejo e inusual en las interacciones

planta —patdgeno.

1.9. Estudios de la interaccion entre C. papaya y el PMeV

El genoma de la papaya ha sido secuenciado en su totalidad, por lo que se ha convertido
en un modelo atil de estudio (Ming et al., 2008), ya que esto ha permitido, entre otros
aspectos, conocer los mecanismos de defensa de esta planta ante la infeccién por

patogenos (Ventura et al., 2004).

Dado que el PMeV es un virus inusual y el Unico que se ha encontrado confinado en los
tubos laticiferos de la papaya, se ha convertido en un objeto de estudio interesante para

diversos grupos de investigacion en Brasil y México.

La acumulacion de agua y minerales (K y P) provocada por el virus en el latex, asi como
el aumento en la acumulacion de cristales de oxalato de calcio y produccién de peroxido
de hidrégeno (H.O.) en los conductos laticiferos, se considera que activa los mecanismos
de defensa de manera sistémica (SAR) en papaya ante el PMeV. Pero hasta ahora, poco
se sabe acerca de la participacion de la defensa de la planta durante esta infeccion viral
(Rodrigues et al., 2009).

Con el uso de la protebmica se ha podido conocer un poco de la interaccion entre la
papaya y el PMeV. En el 2011, Rodrigues y col, publicaron resultados del andlisis
protedmico en hojas de plantas de papaya infectadas con PMeV, mediante electroforesis
de 2-D y con la ayuda de espectrometria de masas, pudieron observar las diferencias
entre las proteinas que se expresan en las hojas de plantas infectadas y sanas de la var.
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Golden. Los resultados de dicho trabajo, mostraron que se inducian proteinas
relacionadas con el estrés en plantas infectadas y se reprimian proteinas relacionadas
con el metabolismo en plantas sanas. Las proteinas que se reportaron fueron la
calreticulina, proteasoma 20S y subunidades de RPT5a, proteinas que son inducidas
durante la enfermedad, y representan los primeros marcadores moleculares candidatos,

gue pueden resultar Utiles para profundizar en la interaccién entre la planta y este virus.

En otro estudio protedmico realizado en latex de C. papaya, se encontraron 122 proteinas
gue no habian sido halladas antes y que estan involucradas en las respuestas a estrés.
También se evalud la proteémica del latex de C. papaya var. Golden infectada con PMeV
y los resultados obtenidos, sefialaron diez proteinas que se expresaron ante la presencia
del virus, de las cuales, nueve fueron proteasas cisteina (quimopapaina) y una serina
proteinasa. Esto después fue confirmado por ensayos enzimaticos, que mostraron una
reduccioén de la cisteina-proteasa asociada a la actividad proteolitica en el latex de papaya
infectado por el PMeV (Rodrigues et al., 2012).

En el 2014, en Brasil, en un estudio, en donde se buscaba comprender la interaccion
virus-planta entre PMeV y C. papaya var. Golden, asi como los mecanismos implicados
en la aparicién de los sintomas de la enfermedad, se demostré que los microRNAs se
dirigen a los complejos del proteosoma 20S y 26S. Estos complejos estan relacionados
con la degradacion del proteosoma, en respuesta a la infeccion del PMeV. La expresion
de cada uno de los miRNAs en las hojas de papaya sanas e infectadas, se comparé
utilizando PCR en tiempo real. En este trabajo, se evidenciéo que el PMeV utiliza el
sistema ubiquitina-proteosoma [(UPS), por sus siglas en ingles], de la planta, como una
estrategia para favorecer su replicacion, asi como también modificar la acumulacion de
mMiRNAs, que modulan importantes genes de defensa, que se expresan durante la
aparicion de los sintomas de la meleira (Abreu et al., 2014).

Asi mismo, en otro estudio, se encontré6 que plantas de papaya infectadas con PMeV
durante la prefloracién, reducen la actividad de caspasas y presentan cambios en las
proteinas asociadas con la pared celular, limitando la activacion completa de la respuesta
de defensa, especificamente la respuesta hipersensible (muerte celular). También se
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demostré que las plantas de papaya limitaban el movimiento viral en sus 6rganos. Dichos
fendmenos en su conjunto contribuyen a la resistencia de C. papaya contra PMeV en la
etapa de pre-floracion (Soares et al., 2016). Estos resultados complementaron y apoyaron
la hipdtesis de trabajos previos, en donde se determind que la presencia del PMeV en
papaya, aumenta la fotosintesis y reduce la actividad del complejo del proteosoma 26S,
asi como la reestructuracion en la pared celular.

1.10. Estudios de la expresion génica en plantas

La PCR cuantitativa (PCRQ), es una herramienta muy utilizada para el diagnostico
molecular, en diferentes esferas de investigacion (Bustin, 2000), asi como para amplificar
y cuantificar moléculas de cDNA especificas con el fin de conocer la expresion genética
de diferentes células o tejidos (Heid et al., 1996).

La cuantificacion de la expresion génica se ve afectada por varios factores, tales como: la
cantidad de material inicial, la calidad del RNA, la eficiencia de la sintesis de cDNA, el
rendimiento del iniciador empleado y los métodos que se usan para el analisis estadistico
(Suslov y Steindler, 2005; Bustin y Nolan, 2004). Para cuantificar de forma adecuada la
expresion de un gen de referencia enddgeno o “housekeeping”, se requiere tener un
control interno, que es procesado en paralelo con el gen de interés, esto con la finalidad
de normalizar los datos obtenidos del analisis de la expresion génica (Vandesompele,
2002).

La estrategia de normalizacion, es la mas utilizada para seleccionar un buen gen
endbégeno. Dicha estrategia consiste en evaluar y validar la expresion de genes
candidatos de referencia, en condiciones experimentales especfficas. Para obtener los
mejores resultados, se sugiere evaluar como minimo tres genes candidatos de referencia
(Huggett et al., 2005; Schmittgen y Zakrajsek 2000).

La extraccion de RNA, seguida de la sintesis de ADNc a partir del ARNm, utilizando una
transcriptasa inversa, son pasos cruciales para realizar la PCRg. Una vez obtenido el

cDNA, se procede a realizar la PCRq, en donde se podra amplificar y detectar en tiempo
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real el fragmento o gen de interés, esto se lleva a cabo mediante la sefial de fluorescencia
que es proporcional a la cantidad de cDNA producida en cada ciclo (Suslov y Steindler,
2005).

Las amplificaciones de los fragmentos de interés quedan registradas formando una curva
de fluorescencia, obtenida mediante una ecuacién logistica similar a la que describe el
crecimiento bacteriano (Wang et al., 1989). En esta curva, se fija un punto por encima de
la linea base, que se denomina umbral del ciclo. Los valores umbral del ciclo (Cq value)
se determinan identificando el ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador
fluorescente atraviesa el punto umbral, por encima del ruido de fondo en la fase
exponencial de la reaccion, dichos valores son los que se utilizaran para calcular la

expresion génica relativa.

Por otra parte, al representar graficamente la fluorescencia detectada en funcién de la
temperatura se obtienen curvas de fusion. Ririe et al. (1997) determinaron que la forma y
posicién de esta curva depende del contenido de GC/AT y de la longitud de la secuencia,
concluyendo que en muchos casos elimina la necesidad de realizar geles de
electroforesis, ya que en ellas se pueden diferenciar los productos especificos de la PCR
de dimeros de iniciadores y amplificaciones inespecificas.

En funcién de los objetivos del estudio, se pueden llevar a cabo diferentes estrategias de
cuantificacién. Una de ellas es la cuantificacién absoluta, mediante la cual es posible
conocer el niumero de copias de RNAmM de un gen, relacionando la sefial de fluorescencia
obtenida con un numero de copias fijo, de una secuencia estandar, utilizando una curva
de calibraciéon. Estas curvas son muy reproducibles y permiten la generacion de datos
especfificos y sensibles, pero deben ser rigurosamente validadas, ya que la cuantificacién
de la expresion genética dependera exclusivamente de la precision de los estandares
empleados (Pfaffl, 2004).

En otros casos, el objetivo no es determinar de forma absoluta el nUmero de moléculas de
RNAm, sino detectar diferencias cuantitativas en la expresion de varios genes, en

distintas situaciones, lo que se conoce como cuantificacion relativa. Esta técnica se utiliza
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para obtener la magnitud de los cambios fisiologicos en los niveles de expresion genética
de un gen en estudio, en comparacién con uno o mas genes de referencia (Pfaffl, 2004).
Estos genes, comunmente llamados housekeeping o controles endégenos, son elegidos
porque su expresion es constante en todas las condiciones del estudio, y actian como
control interno, eliminando la variacion debida a posibles diferencias producidas por la
degradacion parcial del RNA en alguna muestra, distinta eficiencia en la transcripcion
inversa, errores de pipeteo, etc. (Hernandez et al., 1994).

Algunos de los controles internos mas utilizados son la 3-actina, ciclofilina, gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa, hipoxantina guanina, fosforibosil-transferasa y 18S del RNA
ribosomal (Huggett et al., 2005). En un estudio en C. papaya en donde se evaluaron
diferentes genes de referencia, se demostré que los “housekeeping o genes endogenos”
EIF (Factor de iniciacién eucariotica 4A), TBP1 (proteina 1 de unién a la caja TATA) y
TBP2 (TATA proteina 2 de unién a la caja TATA), fueron los genes endbégenos que
mostraron mayor estabilidad bajo diferentes tratamientos experimentales (Zhu et al.,
2012).

En la actualidad, existen diferentes modelos matematicos para el célculo de la expresion
relativa, que se basan en la comparacién de los valores Cq obtenidos en cada condicién
del estudio, normalizados con los controles internos. Uno de los métodos mas utilizados
es el 2°%Cq, desarrollado por PE Applied Biosystems (Perkin Eimer, Forster City, CA),
gue asume una eficiencia del 100% en todas las reacciones. Otros métodos, como el
propuesto por (Pfaffl, 2001) si tienen en cuenta la eficiencia de la reaccion, tanto para el
gen objetivo como para el gen de referencia.

Otra técnica, que se utiliza mucho para este tipo de estudios, son los mapas de calor
(heat map), que son una representacion grafica (2D) de datos, en la que los valores
individuales contenidos en una matriz se representan como colores. En el caso del
andlisis de la expresion de genes, las filas representan los genes analizados y las
columnas los tratamientos (Eisen et al., 1998).
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1.11. Estudios de alteraciones a nivel histolégico en plantas como

respuesta al ataque de fitopatbgenos

Diversos estudios se han realizado para conocer las alteraciones a nivel histologico que
ocasionan los patdgenos a las plantas. Uno de ellos estuvo enfocado en los dafios que
causa la bacteria Streptomyces en latex de caucho, en donde se encontré que dicho
patdgeno metaboliza los biopolimeros del latex y desencadena la degradacion de los
isoprenos, glicolipidos y lipopéptidos, compuestos importantes para la formacion del
caucho, ocasionando severos cambios en la estructura de este fluido. (Yikmis y
Steinbuchel, 2012; Gallert, C. 2000;).

Aquije y col. en 2010, a través de la microscopia de fuerza atébmica, mostraron la
integridad estructural de las hojas de cultivares de pifia resistentes a Fusarium. Este
trabajo demostr6 que existen compuestos fendlicos, tales como acido felarico y p-
cumarico, unidos a la pared celular de las hojas de pifia, que reducen la penetraciéon y
permiten una respuesta mas rapida y efectiva ante la presencia del hongo en las

variedades resistentes, caracteristica que no presentan las variedades susceptibles.

En lo que respecta a estudios sobre las alteraciones a nivel histolégico que provoca el
PMeV en papaya, Rodrigues et al., (2009) analizaron la morfologia de las particulas de
latex de esta planta, usando un microscopio electronico de barrido (MEB). En las
micrografias se pudo observar que la infeccion del PMeV reduce notablemente la cantidad

de polimeros de latex y altera su morfologia, provocando una estructura mas dispersa.
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1.12. Hipotesis

El Papaya Meleira Virus (PMeV) en su interaccién con la variedad Maradol, produce
cambios en la expresion de los genes involucrados en los mecanismos de defensa de la

planta y provoca alteraciones nanoestructurales en las hojas y el latex de Carica papaya.
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1.13. Objetivos

1.13.1. General

Evaluar la expresion de genes relacionados con patogénesis (PR) y su papel en los
mecanismos de defensa de Carica papaya infectada con PMeV, asi como analizar las

alteraciones nanoestructurales en hojas y latex de papaya ante la enfermedad.

1.13.2. Especificos

e Analizar los niveles de expresion de genes relacionados con patogénesis de C.
papaya variedad Maradol infectada con PMeV.

e |dentificar las alteraciones fisicas en hojas y latex de C. papaya de la variedad
Maradol infectadas con PMeV.

e Determinar la fuerza de adhesion en hojas y latex de C. papaya de la variedad
Maradol infectada con PMeV.

e Inferir las posibles causas de las alteraciones en hojas y latex con la expresion de
genes relacionados con los mecanismos de defensa de papaya ante PMeV.
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1.14.

1.14.1.

Estrategia Experimental.

Inoculacion de latex en
plantas sanas de papaya

Colecta de hoja de plantas
sanas e infectadas con PMeV

Extraccion de RNApor TRIzol®

Sintesis de cDNA

Seleccién y normalizacion de
genes endbgenos

PCR-Cuantitativa

Andlisis de la expresiéon de
genes por el método 2-4ACt

Estudio de los niveles de expresion de genes relacionados con

patogénesis en C. papaya variedad Maradol infectada con PMeV
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1.14.2.

Analisis de las alteraciones fisicas en hojas y latex de papaya

infectada con PMeV

.

Colecta de nervaduras centrales de hojas y
latex de plantas sanas e infectadas con PMeV

v

Observacién al microscopio electronico de
Barrido (MEB)

Observacién en el microscopio de fuerza
atdmica (MFA)

Andlisis de las imagenes generadas por el
MFA

Comparacién de las diferencias en la
estructura de hojas y latex provenientes de

plantas sanas e infectadas con PMeV
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1.15. Justificacion

El virus de PMeV, que ha sido reportado en Brasil y México, ha demostrado tener una
rapida dispersion y ha provocado importantes pérdidas en el cultivo de papaya en ambos
paises. Hay muy pocos estudios que analicen a nivel molecular la interaccion PMeV-
papaya, y la consecuente respuesta de la planta. De ahi la importancia de este estudio,
gue se enfoc6 en el analisis de la expresion de genes de la planta ante el virus y en los
cambios nanoestructurales en el latex y hojas de papaya variedad Maradol, infectada con
PMeV, lo cual brindara informacion valiosa para futuros programas de mejoramiento
genético de papaya.
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CAPITULO 2. ANALISIS DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES
INVOLUCRADOS EN EL MECANISMO DE DEFENSA DE C. papaya
INFECTADA CON EL Papaya Meleira virus (PMeV)

2.1. Introduccién

Los mecanismos de defensa que las plantas desencadenan ante el estrés biotico, pueden
ser generales o especfificos. Ellos han sido intensamente estudiados y se ha reconocido
gue un mejor conocimiento tanto del patdgeno como de la planta, nos permitira desarrollar
nuevos enfoques para contribuir a la durabilidad de la resistencia de las plantas a sus
patdgenos, asi como contar con mejores estrategias de control para la prevencion de
enfermedades en cultivos de importancia econdmica (Rodrigues et al., 2009a; Silva et al.,
2006; Rodrigues et al., 2006).

Los mecanismos de defensas locales y sistémicos, se producen por la activacién o
supresion de la expresion de los genes relacionados con patogénesis, para enfrentar y
combatir las infecciones ocasionadas por los diferentes estreses (Larson et al., 2008; Lee
et al., 2006).

El PMeV, que es el agente causal de la enfermedad Meleira en la papaya, es el unico
virus que se ha encontrado en los conductos laticiferos de dicha planta. Hasta el momento
no se conoce ningun cultivar de papaya que sea resistente a PMeV. Por lo que es de
suma importancia, realizar la biusqueda de genes que puedan estar asociados a la
resistencia de plantas de papaya a este virus, lo cual nos permitira conocer mas sobre la
interaccién y los mecanismos de defensa en esta relacién hospedero-patdgeno, esto con
la finalidad de implementar a futuro, programas de mejoramiento genético para encontrar

plantas de papaya resistentes o al menos tolerantes al PMeV.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Material Vegetal

2.2.1.1. Seleccion y germinaciéon de semillas

Se seleccionaron 100 semillas comerciales de la variedad Maradol. A todas las semillas
se les removio el mucilago y se desinfectaron en hipoclorito de sodio al 10%. Luego se
remojaron durante 3 dias en agua estéril, a la que se le afiadieron dos fungicidas: Alliete
® (Fosetyl-Al 1gr/ L.) y Derosal ® (Carbendazim 1ml/ L).

Estas semillas ya tratadas, se colocaron en charolas de germinacion, con sustrato de
vermiculita, en completa oscuridad. Las plantulas obtenidas se fertilizaron cada dos dias
con Polyfeed ® Triple 19 (0.19gr/L) y con MKP ® fosfato monopotasico 0-52-34 (1gr/L)

hasta su trasplante a la casa sombra.

Se sembraron 16 plantulas, en dos casas sombras independientes, con malla antiafidos
(40 x 25 hilos/pulgada cuadrada, bicolor, ancho 4.10m). El marco de plantacién fue de dos
hileras, con una distancia de 1.5 m entre cada una de las plantas. Las papayas fueron
fertilizadas, y se llevaron a cabo acciones preventivas para evitar la presencia de
fitopatdogenos que pudieran afectar los resultados. Estas practicas se realizaron cada
semana, para mantener el area experimental en éptimas condiciones y tener un control
fitosanitario adecuado. También se realizo la aplicacion de insecticidas sistémicos durante
el experimento, para garantizar que no existiera ningun tipo de insectos ni posible
transmision de enfermedades por esta via. Después de cuatro meses de trasplantadas,
se les realiz6 el diagnostico molecular con los inicidadores CB38/CB39 (Zamudio-Moreno
et al 2015), con el objetivo de verificar que las plantas estaban libres de PMeV.

2.2.2. Inoculacion de las plantas con latex de plantas enfermas y colecta

de muestras

Para el andlisis de la expresion génica, se inocularon 16 plantas de papaya, segin se
describe a continuacién: 1) ocho plantas fueron inoculadas con 20 pL de latex infectado

32




Capitulo I

(que corresponde a 5 ug de RNA viral) y que presentaba las dos bandas correspondientes
a los virus PMeV y PMeV2 (Ver Anexo 1), diluido en amortiguador PBS, pH 7.0 (1:1, v/v);
(2) el resto de las plantas se inocularon con 20 uL de Buffer PBS, pH 7.0 como control

negativo. Las inoculaciones se realizaron en el apice de las plantas, con la ayuda de
jeringas estériles de 1 mL (Abreu et al., 2012).

La toma de muestras de las hojas de papaya se hizo a los 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 45 dpi.
Se realizé el diagnéstico molecular de cada una de las plantas analizadas, para detectar
la presencia del virus (Ver anexo 2). Para ello, las hojas se colocaron inmediatamente
después de colectadas, en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C para la posterior
extraccion de RNA total.

2.2.3. Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido utilizando el reactivo TRIzol® (Life Technologies, California,
USA), de acuerdo a las condiciones recomendadas por el proveedor.

El RNA total se cuantific6 en un NanoDrop 2000 (ThermoScientific, California, USA) y su
integridad se verificé en un gel de agarosa al 0.8 % (p/v) con buffer Tris-Borato-EDTA
(TBE) 1X, tefiido con bromuro de etidio. Las imagenes fueron capturadas en un

fotodocumentador (Gel Doc, Biorad).

2.2.4. Sintesis de cDNA (Transcripcién Reversa)

La sintesis de la primera hebra de cDNA se obtuvo utilizando el RNA mensajero como
molde y 500 ng/mL de oligo (dT)i»1s (Invitrogen, Carlsbad, USA) con la enzima

SuperScript Il RT (Invitrogen, Carlsbad, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor.

2.2.5. Determinacion del mejor gen candidato de referencia para el

analisis de expresion

En el Cuadro 2-1 se describen los cuatro posibles genes candidatos que se utilizaron en
este estudio.
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Cuadro 2-1 Genes de referencia (housekeeping) usados en este trabajo.

Gen de referencia Secuencias de losiniciadores Referencia
(housekeeping) (F/IR)(5°-3")
Actina 2 (ACTIN) TTTCCAAGGGTGAGTATGATGAG/
ACACAGGACACAAAAGCCAACTA
. . TGGAGCTATTCGCGGATACG/
Ciclofilina (CYP) CGTGCACAGAGCCCTGAAG e
SO Zhu et al.,
Fadﬂ;?fa('jﬂggg'r‘f” de GAGGCAGGCAAGAGAAGATAGC/ 2012
TGAGCAGCCTCGTTTGCA

eucariotica 4E (elF4)

Proteinas de la familia TCTGTTTTCATTCCCCATGGA/

m'tocon(‘érfgb)? Banda CGTCCCTGATCTGTGAAGCA

Para determinar el mejor gen de referencia, se tomé en cuenta la especificidad de la
amplificacion, por medio del analisis de la curva de fusion (curva de melting), descartando
del estudio aquellos genes con una mala amplificacion, baja eficiencia de reaccion o
formacion de dimeros. Todas las muestras (de los diferentes tiempos de muestreo) fueron
evaluadas con los diferentes genes candidatos de referencia, esto para validar que no se
alterara la expresion durante el experimento y elegir el gen més estable. La eleccion de
los mejores genes candidatos a genes de referencia, se hizo de acuerdo a las
herramientas informéticas Best keeper v1 (Pfaffl et al., 2004) geNorm 3.5 (Vandesompele
et al., 2002) y RefFinder (Andersen et al., 2004).

Con el analisis estadistico descriptivo Best keeper v1 mediante el “indice CP” (Calculo del
promedio geométrico de los genes de referencia mas estables) se determind la
variabilidad de expresion mediante la estimacién de la desviacion estandar (SD) vy el
coeficiente de variacion (CV) de cada gen y luego se realizaron comparaciones en pares

considerando un gen de referencia ideal que selecciona el programa Best keeper.

Por su parte, geNorm es una aplicacién para Microsoft Excel que permite ordenar los
genes bajo estudio asignandoles un indice de estabilidad M (Vandesompele et al., 2002).
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Para confirmar los resultados obtenidos con las herramientas informaticas de Best Keeper
y geNorm, se utilizé la herramienta informatica del RefFinder
(http://www.leonxie.com/referencegene.php) disefiada para evaluar y seleccionar genes
de referencia a partir de diferentes datos experimentales. Esta herramienta integra los
principales programas computacionales disponibles actualmente (geNorm, Normfinder,
Best Keeper y el método Delta Ct comparativo) lo que permite comparar y clasificar
diferentes genes de referencia candidatos (Andersen et al., 2004).

2.2.6. Analisis de la expresion génica por RT- PCRq

Para este estudio, se utilizaron los iniciadores de los diferentes genes de C. papaya, que
se conoce que estan involucrados en los mecanismos de defensa (Cuadro 2-2). La
colecta del dia cero, fue usada como muestra de referencia en este trabajo. La reaccion
de PCR se realizé en un volumen final de 25 uL, que contenia 1X de master mix Maxima
SYBR Green/Rox qPCR (TermoScientific, California, USA), 1 uM de cada iniciador y 2 uL
de cDNA, en un termociclador Applied Biosystems StepOne™ (California, USA).

Las condiciones de amplificacion, tanto para los genes de referencia, como para los
genes de interés, fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion inicial a 95°C por 20
segundos, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 3 segundos y un alineamiento a 60 °C durante
30 segundos, con una curva de melting con incrementos de 0.5°C cada 5 s, en un
gradiente lineal de 65 a 95 °C.
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2.2.7.

Cuadro 2-2 Genes de C. papaya para el analisis de la expresion diferencial por RT-PCRg.

ID Gen

evm.model.supercontig
_12.208

evm.model.superconti
g_20.79

evm.model.superconti
g_58.133

evm.model.superconti
g_1127.3

evm.model.superconti
g_49.84

Descripcion Clave
Osmotina 34 PR5
Proteina
relacionada
con PR1
patogénesis 1
Inhibidor de
serina
proteasa de PR6
latex
Peroxidasa POD
Peroxidasa POD
12 12

Secuencias de losiniciadores
(F/IR)(5-3")
AATGGGCCTTGTCCAGTTTTT/
CCACAGTTGCCAGAGTTGCA

CGCCAACCAACGCAAAG/
CGTAAGGACCACCGGAGTGT

CCTTGCAGCGATGTGGGTAT/
TCCTCTTTAAGTACCAGACGCCTAA

GAGCTAACCCGTTTGAATGAAGA/
GCCCTCAGGATGGAAGCAA

TGGACACCGTCGACATGGTA/
AGTGGCCAATTCCGATGGT

Método para la determinacion de la expresién relativa 2 44

Los valores de los Ct y el andlisis de expresion relativa de los genes bajo estudio, se llevo
a cabo usando el software Applied Biosystems StepOne™. El nivel de transcripcion del

gen fue expresado como Cantidades Relativas (CR), a partir del andlisis del gen de

referencia (ecuacion 1) y de la Expresion Relativa (ER) del gen de interés (ecuacion 2).

Los datos fueron cuantificados con respecto al control segun el método AACt (Livak y

Schmittgen, 2001).

Ecuacién (1) CR= 2

Ecuacion (2) ER= 2 4%
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En el caso del analisis con los mapas de calor, las filas representan los genes analizados
y las columnas diferentes dias post inoculacion. El color e intensidad depende del nivel de
expresion de los genes bajo estudio.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Anadlisis y determinacion de la estabilidad de los genes de

referencia candidatos

Los valores de Ct de los cuatro genes de referencia estuvieron en un rango de 20 (para el
gen B4FP) a 24 (para el gen ACTIN). La eficiencia de la amplificacion de la PCRq de los
cuatro genes de referencia varié de 90,1% a 97%. De acuerdo a los valores de eficiencia
de la reaccion, los cuatro genes presentaron una buena amplificacion para las muestras
analizadas, lo que fue validado por los diferentes programas estadisticos que analizan la
estabilidad de los genes candidatos de referencia y que fueron utlizados como se
describe en materiales y metddos (2.2.5).

Todos los genes candidatos mostraron una buena amplificacién, como se aprecia en las
curvas de amplificacion y disociacion de cada uno de ellos (Figura 2-1). El analisis de las
curvas de disociacion mostr6 que los genes CYP y elf4 formaron dimeros a las
temperaturas (78°C Y 75°C respectivamente) (Figura 2-1C y D). A diferencia de los genes
ACTIN y B4FP (Figura 2-1Ay B) que s6lo mostraron un producto de amplificacion a una
temperatura de disociacién de 78.53° C y 78.41° C, respectivamente.
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Figura 2-1 Cuna de amplificacion y curva de disociacion de los genes de referencia endégenos

candidatos. A) Gen ACTIN. B) Gen B4FP. C) Gen elF4. D) Gen CYP.

En el Cuadro 2-3 se muestran los valores estadisticos obtenidos para cada uno de los
genes candidatos a genes de referencia, de acuerdo al programa Best keeper, para llevar
a cabo el estudio de la expresion diferencial de genes.
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Cuadro 2-3 Andlisis estadistico con el “indice CP de Best keeper”

GENES CANDIDATOS

ACTIN CYP elf4 B4FP BEST KEEPER
(ACTIN, CYP,
elF4, B4FP)
N 23 23 23 23 23
GM [CP] 19.39 23.20 19.39 21.67 19.41
AM [CP] 19.48 23.22 19.48 21.70 22.47
Min [CP] 16 21 16 20 18.75
Max [CP] 21 24 21 23 22.25
SD [+ CP] 1.46 0.82 1.46 0.84 0.36
CV [% CP] 7.51 3.52 7.51 3.87 2.2

CP: Punto de cruce; N: numero de muestras; GM[CP]: media geométrica de CP; AM [CP]: media aritmética
de CP; Min [CP] y Max [CP]: valores extremos de CP; SD [+ CP]: desviacién estandar de CP; CV [%CP]:

coeficiente de variacién expresado como porcentaje del nivel CP.

De acuerdo a los estadisticos obtenidos de cada uno de los cuatro genes considerados
estables y al célculo del indice CP de Best Keeper, los genes candidatos tuvieron un
coeficiente de variacion de 2.2 y una desviacion estandar de 0.36, considerandose

estables al analizarlos en conjunto.

Las correlaciones entre las parejas de genes candidatos y de éstos con el indice CP
resultaron significativas (p<0,05), sin embargo, el comportamiento de cada uno de los
genes fue diferente. Esto se puede observar en la Figura 2-2, en donde los genes CYP y
elF4 presentaron una mayor estabilidad, en comparacion con los otros dos genes

analizados (B4FP y ACTIN) por la herramienta del Best Keeper.
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Estabilidad de los genes enddgenos por Best Keeper

0.817 0.839
0.8

0.6
0.4

0.2

Desviacion estandar de los CT

CYP elF4 B4FP ACTIN
< Genes mas estables Genes menos estables —

Figura 2-2 Valores de la estabilidad de los genes candidatos de referencia de acuerdo al indice

Best Keeper

Al ordenar los genes bajo estudio de acuerdo con el indice de estabilidad M (Cuadro 2-4),
(Figura 2-3) se observé que el gen mas estable fue el B4FP, seguido de los genes CYP,
elF4 y ACTIN. Sin embargo, segun esta herramienta, todos los genes evaluados son
adecuados, ya que mostraron valores de M < 1.2. Siguiendo este criterio y de acuerdo a
los datos presentados por dicho programa, todos los genes propuestos podrian ser lo
suficientemente estables para poder utilizarlos como genes de referencia.
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Cuadro 2-4 Valor de M de cada de los genes de referencia calculados por GeNorm

Genes de referencia candidatos Valor de M por geNorm

. 0.83
Actina (ACTIN)

- 0.84
Ciclofilina (CYP)

Factor de iniciacién de la traduccion de 0.828

eucariotas 4E (elF4)
Proteinas de la familia mitocondrial-7 banda 11

(B4FP)

Valores promedio de estabilidad de expresion en los genes
candidatos

1.2

1.1

09

0,8

07

0,6

Promedio de la Variacion Media del valor (M)

05
B4FP CYP elF4 ACTIN

<4 Genes mas estables Genes menos estables m—)

Figura 2-3 Valores promedios de la estabilidad de los genes candidatos de referencia con el indice

geNorm.
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Los resultados obtenidos con el programa RefFinder (Figura 2-4), tuvieron una ligera
diferencia con la clasificacion general de los genes candidatos analizados por el Best
Kepper. Sin embargo, el resumen general de la clasificacion de los genes candidatos
colocé al gen B4FP como el mas estable, validando de esta forma los resultados

obtenidos por el geNorm.

Estabilidad de los genes endégenos por RefFinder
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Figura 2-4 Valores de la estabilidad de los genes candidatos de referencia con el indice RefFinder

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con cada una de las herramientas utilizadas
en este trabajo, se decidié utilizar el gen de referencia B4FP, para el estudio del analisis
de expresion génica, ya que en la mayoria de los andlisis realizados el gen B4FP fue mas
estable que los otros genes propuestos en este trabajo, y de acuerdo a la curva de

disociacion no presenté dimeros.

2.3.2. Analisis de la expresion de genes

El andlisis de la expresion relativa de los genes PR de las plantas inoculadas con PMeV,

mostré variaciones en los niveles de expresion del gen PR1 (Figura 2-5). Este gen se

43




Capitulo I

empezd a expresar a partir de los 5 dpi, con un valor de expresion relativa (ER) de 0.3, y
alcanzo6 su mayor nivel de expresion a los 20 dpi, con un valor de ER de 5.5. Sin embargo
a partir de los 25 dpi y hasta los 45 dpi, se observd una disminucion en los valores de la
expresion relativa.

PR1
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Figura 2-5 Cuantificacion de la expresion relativa del gen PR1 de C. papaya en los diferentes dias

posteriores a la inoculacién (dpi). Las barras representan el error estandar

El analisis de la expresion del gen PR5 (Figura 2-6) mostré un comportamiento similar al
gen PR1, entre los 5 y 20 dpi. Los mayores niveles de expresion se encontraron alos 15y
20 dpi (ER=7.4) y el valor minimo de ER (0.3) se obtuvo a los 25 dpi. Asi mismo, se

observo un aumento en los niveles de ER alos 30y 45 dpi (1y 3.3 respectivamente).
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Figura 2-6 Cuantificacion de la expresion relativa del gen PR5 de C. papaya en los diferentes dias

posteriores a la inoculacion (dpi). Las barras representan el error estandar.

Como se muestra en la Figura 2-7, los niveles de expresion del gen PR6 tuvieron un
comportamiento similar al mostrado por PR1y PR5. Los mayores niveles de expresion se
obtuvieron a los 15 y 20 dpi (ER =8.9 y 8.5 respectivamente). A los 25 dpi se observo el
valor minimo de ER de 0.1 y después a los 30 y 45 dpi los valores de ER aumentaron a 1

y 3.3, respectivamente, como habia ocurrido en los dos casos anteriores.
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Figura 2-7 Cuantificacion de la expresion relativa del gen PR5 de C. papaya en los diferentes dias

posteriores a la inoculacion (dpi). Las barras representan el error estandar.

El analisis de expresion del gen POD (Figura 2-8), mostro el mimso comportamiento en su
expresion que los genes PR entre los 5y 20 dpi, y alcanz6 su valor méximo de ER (7.4) a
los 15 dpi. Dichos valores de ER se mantuvieron hasta los 20 dpi, sin embargo, alos 25y
30 dpi, hubo una disminucién en los mismos, para, como en casos anteriores, registrarse
un incremento a los 45 dpi.
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Figura 2-8 Cuantificacion de la expresion relativa del gen POD de C. papaya en los diferentes dias

posteriores a la inoculacion (dpi). Las barras representan el error estandar.

A diferencia de los otros genes estudiados, el gen POD 12 (Figura 2-9) mostré valores
muy bajos de ER (-0.3 a 0.9). También su dindmica de expresion durante los 45 dpi tuvo
un comportamiento diferente, ya que a los 10, 25 y 30 dpi, se observo una represion de
este gen. Es importante sefialar, que a pesar de las diferencias mencionadas, el maximo
valor de ER (0.9) fue a los 20 dpi, esto coincidié con lo observado en los otros genes en

donde los maximos niveles de ER se encontraron entre los 15y 20 dpi.
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Figura 2-9 Cuantificacion de la expresion relativa del gen POD-12 de C. papaya en los diferentes

dias posteriores a la inoculacion (dpi). Las barras representan el error estandar.
2.3.3. Mapas de calor

El andlisis de la expresion génica mediante los mapas de calor, se muestra en Figura 2-
10. Los patrones de expresion de los diferentes genes, en los dias posteriores a la
inoculacion, fueron similares en cada uno de los genes. Se observaron regiones de mayor
sobreexpresion relativa en los genes PR1, PR5, PR6 entre los 10 y 20 dpi. De igual
manera para todos los genes PR, a partir de 25 dpi, hubo una disminucion de la expresion
a los niveles basales. Mientras que el PR5 y PR6 mostraron un incremento en la

expresion a partir de los 45 dpi.
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Figura 2-10 Mapa de calor de la expresion relativa de los genes PR y POD en los diferentes dias

posteriores a la inoculaciéon de PMeV en C. papaya.

Para el gen POD se observé el mismo comportamiento de expresion relativa que para los
genes PR a partir de los 10 y hasta los 20 dpi. Sin embargo, a diferencia de los genes PR
en este gen la disminucion a los 25 y 30 dpi no fue tan marcada como en la expresion de
los PR que estuvieron en su nivel basal, esto se puede observar en la gama de colores en
el mapa de calor.
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En cuanto al gen POD 12, se pudo observar que a los 10, 5y 30 dpi hubo una represion
de su expresion, sin embargo, como en los otros genes analizados, la mayor expresion se
obtuvo a los 15 y 20 dpi, y de nueva cuenta a los 45 dpi se observé un ligero aumento en

la expresion de este gen.

Al nivel fenotipico, ninguna de las plantas de papaya inoculadas mostré sintomas de la
enfermedad hasta los 30 dpi, cuando se presentd la exudacion espontanea del latex,
sintoma caracteristico de la enfermedad, en los frutos (Figura 2-11A). Esto se pudo
correlacionar con lo que ocurrié a nivel molecular en cuanto a la dinamica de la expresion
de los genes de resistencia estudiados (Figura 2-11B), lo cuales de manera general

disminuyeron su expresion a partir de los 25 dpi.
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Figura 2-11 Comparacién de la presencia de los A) sintomas de la enfermedad de la meleira

durante los dias posteriores a la inoculacién y B) la expresion relativa de los genes analizados.
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2.4, Discusién

El andlisis de la expression de genes es un paso importante para entender el papel de los
genes en los diferentes procesos en las plantas (Hu et al., 2009). Sin embargo, para
cuantificar con exactitud la expresion génica, se deben tener en cuenta las variaciones
experimentales, tales como calidad y cantidad de la muestra, presencia de inhibidores,
disefio de cebadores, extraccion de RNA y eficiencia de la sintesis de cDNA (Zhu et al.,
2012).

Por lo tanto, la seleccion de una estrategia de normalizacion adecuada, es de crucial
importancia para la adquisicion de datos biolégicamente significativos. Entre los diversos
métodos propuestos hasta ahora, el método de normalizacion mas utilizado, es el que
evalla uno o mas genes de referencia. Un gen de referencia ideal debe expresarse a un
nivel constante, a través de diversas condiciones, y se supone gue su expresion no se ve
afectada por parametros experimentales (Vandesompele et al., 2009; Schmittgen y
Zakrajsek, 2000).

Con base en un estudio previo, realizado en papaya, sobre la estabilidad de un conjunto
de 20 genes de referencia, ante diferentes condiciones experimentales (estrés bidtico y
abidtico) (zZhu et al., 2012), en el presente trabajo se evaluaron cuatro genes candidatos
de referencia (ACTIN, B4FP, CYP y elF4) a fin de seleccionar el gen méas estable, para
conocer la expresion génica de plantas de C. papaya variedad Maradol, sanas e
infectadas con el virus PMeV, a diferentes dias posteriores a la inoculacion viral.

Los resultados mostraron que los genes B4FP y elF4 fueron lo mas estables para este
experimento, lo cual coincide parcialmente, con lo reportado por Zhu et al., (2012), que
encontraron que el gen mas estable para andlisis de expresion génica en C. papaya, bajo
estrés bidtico era el elF4. Sin embargo, en este trabajo se decidié usar como gen de
referencia al B4FP, debido a que en las curvas de disociaciéon de este gen, no se presentd
la formacion de dimeros y los analisis estadisticos utilizados: Best keeper v1 (Pfaffl et al.,
2004) geNorm 3.5 (Vandesompele et al., 2002) y RefFinder (Andersen et al., 2004)

validaron que la estabilidad de este gen era adecuada para el estudio.

52




Capitulo I

Al realizar un andlisis cuantitativo de miRNA por PCRq en C. papaya var. Golden
infectada con PMeV, se reportd que CYP fue el gen mas estable (Abreu et al., 2014), sin
embargo, en nuestro trabajo, este gen presentdé una estabilidad menor que los otros
genes evaluados, y en la curva de disociacion se observé la formacion de dimeros. Todo
esto nos muestra la gran importancia de validar los genes candidatos de referencia para
cada especie de planta, e incluso para cada variedad, asi como para las condiciones
experimentales empleadas (Remans et al., 2008; Zhu et al., 2012).

El gen de la familia de proteinas de la banda 7 (B4FP), presenta una gran diversidad en
las plantas superiores. El proceso de adaptacion a las condiciones de diversos estreses
ambientales, a las que se enfrentan dichas plantas, ha conllevado a la reduccion de las
duplicaciones de este gen, haciendo que su expresion se mantenga estable ante
diferentes condiciones (Gehl y Sweetlove 2014; Van Aken et al, 2010), esto explicaria, en
términos biolégicos, la estabilidad del gen B4FP en los analisis realizados en diferentes

dias posteriores a la inoculacion del PMeV.

En lo que respecta a la expresion del gen elF4, ésta se mantuvo estable posterior a la
inoculacion del PMeV en las plantas de papaya, esto puede ser explicado, porque su
funcion estd relacionada constitutivamente con los mecanismos de resistencia ante
infecciones ocasionadas por virus (Dutt et al., 2015), por ello su estabilidad no es afectada

por la presencia de este patdgeno.

La expresion de los genes ACTIN y CYP fue menos estable que la de los otros dos genes
estudiados. Esto podria explicarse porque el gen ACTIN es un componente del
citoesqueleto de la célula y se expresa durante el proceso de elongacién celular, que es
una funcion de importancia central para el desarrollo y la rigidez celular (Slajcherova et al.,
2012; Mc Dowell et al., 1996) y dado que el PMeV altera las funciones celulares
(Rodrigues et al., 2009), podria estar incidiendo en la inestablidad de dicho gen. Lo mismo
puede estar ocurriendo en el caso del gen CYP, que se induce durante los procesos
celulares, tales como la division celular, regulacién transcripcional, sefializaciéon celular,
pre-mRNA splicing, presencia de peroxido de hidrogeno (H.,O,) y tolerancia al estrés
bidtico y abidtico (Kumar et al., 2015; Kumar et al., 2012), ya que se ha reportado que la
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presencia del PMeV en las plantas provoca el aumento de H,O, en las células y cambios
celulares tales como: una mayor absorcién de agua y aumento en la presion interna de las
células, ocasionando ruptura celular (Rodrigues et al., 2009), asi como una disminucion
de la fuerza de adhesion en las nervaduras de las hojas y en el latex de plantas infectadas
(Magana-Alvarez et al., 2016), de ahi que se induzcan cambios en la expresion de los
genes de ACTIN y CYP.

Se ha establecido que los genes PR1, PR5 y PR6, se expresan de forma inducida en las
plantas, ante las infecciones ocasionadas por virus, hongos, bacterias, etc., lo que activa
los mecanismos de resistencia (sistémica adquirida o respuesta hipersensible) y la
subsiguiente codificacion de las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR),
permitiendo de esta forma al hospedero, inhibir el crecimiento, multiplicacién y
propagacion de los patdgenos que lo afectan (Van Lonn et al., 2006; Van Loon et al.,
1999; Boll et al., 1996).

La expresion de los genes PR analizados en este trabajo, mostré una dinamica de similar
durante los dias posteriores a la inoculacion (dpi) en las plantas analizadas, sugiriendo de

esta forma que la expresion de estos genes esta asociada a la presencia del PMeV.

Se ha descrito en trabajos de mecanismos de defensa en plantas, que la expresion de los
transcritos de PR1 exhiben actividad antifingica (zhu et al., 2012a; Zhu et al., 2012b;
Antoniw et al., 1980), por lo que se ha usado como marcador molecular para conocer la
interaccion planta-patégeno, esto con la finalidad de entender de una mejor manera la
respuesta sistémica adquirida (Van Loon et al., 2006). Dicha actividad antifungica ha sido
descrita en numerosos trabajos, encontrandose que en las interacciones entre del trigo
con los hongos Fusarium graminerum y Mycosphaerella graminicola, los transcritos de
PR1 se expresan durante la infeccién de dichos hongos, activando de esta forma los
diferentes mecanismos de respuestas en la planta (Shi-wen et al., 2014; Ray et al., 2003;
Pritsch et al., 2001).

Aunque PR1 no ha sido muy estudiado en la interaccién planta-virus, se ha descrito que

en tabaco esta implicado en la resistencia a estos patégenos (Shah et al., 2014; Ebrahim
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et al., 2011; Cutt et al., 1989). Esto fue confirmado después por EIMorsi y col. (2015),
guienes reportaron que la expresion de PR1 presentd una regulacion positiva, en el primer
dia de la post-infeccion del virus la mancha amarilla del Iris (IYSV) en cebolla.

En el presente trabajo, se pudo detectar que los transcritos del gen PR1, se expresaron a
partir de los 5 dpi, aumentado de forma constante hasta los 20 dpi, obteniéndose en dicho
momento los valores maximos de expresion (5.5), esto sugiere que se activo la expresion

de este gen en C. papaya ante la infeccion del PMeV.

Dichos resultados coinciden con los estudios previos antes reportados, donde se
menciona que PR1 esta involucrado en el mecanismo de respuesta sistémica adquirida
ante la presencia de infecciones virales (ElMorsi et al., 2015; Cuitt et al., 1989). Nuestros
resultados y los descritos con anterioridad, demuestran que el gen PR1 esta
constitutivamente presente en diferentes tejidos de la planta y que juega un papel
importante en los mecanismos de defensa sistémica adquirida, ya que su expresion se
puede activar ante la infeccién de un virus y no sélo ante la infeccion de hongos (Van
Loon et al., 2006, Makandar et al., 2006).

Aunque se desconoce la funciéon especifica de PR5 (codifica para proteinas de tipo
traumatinas) en las plantas, se ha visto que también interviene en la resistencia sistémica
adquirida, esto como respuesta al estrés bidtico. Se conoce que causa la inhibicién del
crecimiento de las hifas y la reduccion de la germinacién de esporas en infecciones
causadas por hongos, asi como inhibicién en infecciones bacterianas (Walter et al., 2010;
Bonasera et al., 2006; Thompson et al., 2007; Van Loon y Van Strien, 1999).

En este estudio, se observo la expresion de PR5 a partir de los 5 hasta los 20 dpi s6lo en
las plantas de C. papaya infectadas con el PMeV. Dichos resultados son similares a los
reportados anteriormente por Wang y col. (1996), que detectaron la expresion del gen

PR5 en hojas de Arabidopsis thaliana inoculadas con el virus de la arruga del nabo (TCV).

También nuestros resultados coinciden con los hallazgos sobre estudios de mecanismos

de defensa en plantas infectadas por virus, como los reportados sobre la expresion del
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PR5 en las plantas de cebolla infectadas con el virus de la mancha amarilla del iris (IYSV)
y de arroz con el virus del rayado del arroz (RDV) (EIMorsi et al., 2015; Satoh et al., 2010).

Se ha demostrado que el gen PR6 presenta una actividad inhibidora de proteinasas, que
se activa como mecanismo de defensa contra el ataque de insectos, nemétodos,
bacterias, hongos y virus (Han et al., 2015; Shi-wen et al., 2014; Mafra et al., 2013; Van
Loon et al., 2006; Van Loon y Van Strien, 1999). En nuestro estudio, de todos los genes
analizados el gen PR6 fue el que mostrd los valores de expresion mas altos, comenzando
alos 10 dpi (7.5), para después alcanzar la maxima expresion relativa a los 15 dpi (8.7).

Esta dinAmica de expresion observada en el gen PR6 de la plantas infectadas con PMeV,
ya se habia observado en trabajos realizados en plantas de arroz infectadas con el virus
rayado del arroz (VRS), en donde PR6 presentd una expresion positiva después de los 12
dpi, asi como también, en un estudio realizado en plantas de la especie curcubitacea
Cucumis metuliferus infectadas con PRSV (Papaya ringspot virus), en donde se observo
gue un gen putativo relacionado con la inhibicion de proteasas, se expresaba en las
plantas susceptibles a los 21 dpi (Lin et al., 2013; Satoh et al., 2010).

El comportamiento en los niveles de expresion observados principalmente en el PR6, se
podria explicar porque dichos genes codifican para los inhibidores de las proteasas, y es
razonable suponer que la planta, al intentar combatir la infeccién por el PMeV, activa los
genes que van a desencadenar a las proteinas inhibidores de proteasas (Alfenas-Zerbini
et al., 2009).

Sin embargo, la disminucion en la expresion que presentd PR6 a los 25 dpi, podria estar
relacionada con una estrategia contradefensiva del virus hacia la planta, esta dinamica de
expresion ya se ha observado en plantas infectadas con Potyvirus, en dichos patdégenos
inactivan los inhibidores de proteasas de las plantas, con la finalidad de que se realice de
forma exitosa el ensamblaje de la capside viral y con esto la infecciéon sistémica del
hospedero (Carrington et al., 1990; Alfenas-Zerbini et al., 2009).
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Las peroxidasas POD y POD-12, estan presentes en las células vegetales para reforzar la
pared celular, mediante la lignificacion y mejorar de esta forma la resistencia contra
multiples patégenos. Se conoce que las peroxidasas jueguen un papel importante contra
los dafios causados por las especies reactivas de oxigeno, durante la respuesta
hipersensible en la planta (Shi-wen et al., 2014; Van Loon et al., 2006; Van Loon y Van
Strien, 1999). También se ha observado que la actividad de las peroxidasas aumenta en
el rango de 10-14 dias después de la inoculacion del virus Y de la papa, activandose esta

forma la resistencia adquirida sistémica (Doubnerova et al., 2007).

En el presente trabajo, se pudo observar que la expresion del POD, inicié a los 10 dpi y
del POD-12 comenzo6 hasta los 15 dpi. Esto coincide con lo ya reportado sobre la
expresion de peroxidasas en plantas de arroz, infectadas con el virus rayado del arroz
(VRS), donde no hubo expresién hasta los 12 dpi y en Citrus aurantifolia infectado con el
Virus de la tristeza de los citricos (VTC) donde la expresion del POD se observo a los 3dpi
(Satoh et al., 2010; Gandia et al., 2007).

La dinamica de expresion que mostraron dichos genes fue diferente entre si, ya que el
gen POD present6 una dinamica similar a la mostrada por los genes PR, sin embargo, el
gen POD-12 tuvo una expresion negativa a los 10 dpi.

De acuerdo a la dinAmica de expresion observada en los genes POD y POD-12 durante el
intervalo de los 5 hasta los 20 dpi, la infeccion del PMeV en C. papaya pudiera generar la
acumulacion de H,O, en los conductos laticiferos, mecanismo primario para el
fortalecimiento de la pared celular ante la presencia del virus (Rodrigues et al., 2009). Sin
embargo, se ha observado que este fendbmeno no es tan prolongado en esta relaciéon
huésped—patégeno, por lo que se considera que el PMeV, probablemente, tenga un
mecanismo especifico para debilitar la pared celular después de la infeccion, y con esto

infectar a la planta de manera rapida (Magafia-Alvarez et al., 2016).

Como se pudo observar en el mapa de calor y de acuerdo a los sintomas en los frutos, la
disminucion de la expresion de los genes de resistencia, ocurri6 después de los 20 dpi,

cuando comenzaba el proceso de fructificacion, etapa fenoldgica donde se presentan los

57




Capitulo I

titulos mas altos del PMeV en las plantas de C. papaya. Sin embargo, a los 45 dpi se
pudo observar un ligero aumento, de nueva cuenta, en la expresion de los genes
analizados de forma concomitante, pero también se observé la exudacion espontanea en
los frutos de papaya de las plantas inoculadas, lo cual nos pudiera indicar que la planta

aun estaba ejerciendo sus defensas contra el virus.

En cuanto a los resultados obtenidos para la expresion relativa (ER) de los genes
analizados, se aprecié que entre los 10 y los 25 dpi, se obtuvieron los valores mas altos,
sin embargo, a partir de los 25 y hasta los 45 dpi, hubo una disminucién de la misma. Esto
puede deberse a que como la inoculacion del latex infectado fue realizada en el
meristemo apical, el movimiento de las particulas virales desde este sitio hasta los
conductos laticiferos del resto de la planta, pudo haber tardado ese lapso de tiempo, y por
ello, a partir de los 25 dpi, la expresion de los genes disminuy0, pues el virus ya habia
iniciado su replicacion,y posiblemente de esta manera contrarresté los mecanismos de
defensa de la planta, al mismo tiempo que se producia un aumento en la carga viral y la
consecuente aparicion de los sintomas de la enfermedad (Ver anexo 3).

En conclusion, se pudo corroborar que los genes PR y POD, que se expresan de manera
inducida en las plantas ante otras infecciones, también se “activan” con la presencia del
Papaya meleira virus, lo que nos permitié entender de una mejor manera la interaccion C.
papaya-PMeV, especificamente en el caso de la variedad Maradol, que fue el modelo
utilizado en este estudio. Es importante destacar, que esta variedad de papaya ha
mostrado una susceptibilidad al PMeV que puede considerarse elevada, por la
manifestacion de sintomas no observados en otras variedades (como los nédulos de latex
en los frutos) (Tapia-Tussell et al.,, 2014), de ahi la importancia y novedad de los
resultados obtenidos en este trabajo, que nos han permitido conocer cuando se
“‘encienden” y “apagan” los genes relacionados con la respuesta de la planta a la infeccion
del patdégeno. Esto facilitard la comparacion, con otras variedades, para conocer si los
mecanismos de defensa de la Maradol no estan actuando de forma eficiente ante el virus,
y de ahi su mayor susceptibilidad; lo cual también brindara una informacion valiosa para el
trabajo de mejoramiento, pues indicara hacia donde debe dirigirse el mismo.
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3.1. Abstract

Sticky disease, which is caused by Papaya meleira virus (PMeV), is a significant papaya
disease in Brazil and Mexico, where it has caused severe economic losses, and it seems
to have spread to Central and South America. Studies assessing the pathogen-host
interaction at the nano-histological level are needed to better understand the mechanisms
that underlie natural resistance. In this study, the topography and mechanical properties of
the leaf midribs and latex of healthy and PMeV-infected papaya plants were observed by
atomic force microscopy and scanning electron microscopy. Healthy plants displayed a
smooth surface with practically no roughness of the leaf midribs and the latex and a higher
adhesion force than infected plants. PMeV promotes changes in the leaf midribs and latex,
making them more fragile and susceptible to breakage. These changes, which are
associated with increased water uptake and internal pressure in laticifers, causes cell
disruption that leads to spontaneous exudation of the latex and facilitates the spread of
PMeV to other laticifers. These results provide new insights into the papaya-PMeV

interaction that could be helpful for controlling papaya sticky disease.

Keywords: papaya sticky disease; Papaya meleira virus; leaf midribs; laticifer; latex;

pathogen-host interaction.
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3.2. Introduction

Papaya (Carica papaya L.) production currently amounts to approximately 12 million tons
per year worldwide, and Brazil and Mexico are the main exporting countries (FAOSTAT,
2015). Diseases are a growing problem in papaya cultivation and commercialization.
Sticky disease, or meleira, which is caused by the Papaya meleira virus (PMeV), is
responsible for severe economic losses that can affect between 50% and 80% of the total
production (Abreu et al., 2014).

Papaya tissues contain specialized cells known as laticifers, which are rich in proteases
and alkaloids (EI Moussaoui et al., 2001). When infected by PMeV, papaya plants
spontaneously exudate the latex from leaves and fruits. The latex oxidizes during
atmospheric exposure, resulting in small necrotic lesions on young leaves and a sticky
substance on the fruits that makes them unacceptable for consumption (Abreu et al., 2015;
Ventura et al., 2004; Maciel-Zambolim et al., 2003). Light microscopy studies have been
conducted to investigate the changes in papaya tissues infected with PMeV (Rodrigues et
al., et al., 2009). More recently, atomic force microsocopy AFM was used to study the cell
wall morphology (Radoti'c et al.,, 2012; Milani et al., 2001) and the structural and
mechanical properties of the cell walls of plants exposed to microorganisms (Aquije et al.,
2010; Lesniewska et al., 2004).

Recently, reviewed review demonstrated the importance of highly sophisticated and
innovative methods of analysis to improve our understanding of plant-pathogen
interactions and increase crop yield (Mahlein et al., 2016). For example, AFM could be
used for screening disease-resistant breeding material. In the the leaf midribs and latex of
and sticky diseased papaya plants using AFM and scanning electron microscopy (SEM).
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3.3. Results

3.3.1. Topographical Analysis of the Leaf Midribs and Latex

Two-dimensional AFM images from different areas of the leaf midribs showed that the
surfaces of the healthy plants are smoother than those of the sticky diseased plants
(Figure 3-1A, B). The surfaces of both the healthy and diseased plants exhibited valleys,
but these features were much deeper in the diseased plants (Figure 3-1B) than in the
healthy plants (Figure 3-1A).

The two-dimensional AFM images obtained from latex were very distinct and revealed
different surface features for healthy papaya fruits (Figure 3-1C) and those from PMeV-
infected plants (Figure 3-1D). Indeed, the latex from healthy fruits had practically no
roughness, and the surface was mostly flat.
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Figura 3-1 Representative two-dimensional atomic force microscopy (AFM) images and roughness
profiles of the papaya leaf midribs (A,B) and latex (C,D) of healthy (A,C) and PMeV-infected
papaya plants (B,D). Superficial differences between the samples from the healthy and infected
plants. The infected samples exhibit valleys (red arrows) and peaks (blue arrows) that were not

obsenved in the samples from the healthy plants.
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The three-dimensional images of the leaf midribs revealed a smooth microstructure with
shallow valleys in the healthy plants and a rough microstructure (Figure 3-2A) with
prominent ridges and deep valleys (Figure 3-2B) in the diseased plants. The images of the
latex from the healthy papaya fruits included shallower valleys (Figure 3- 2C) than those of
the latex from the infected fruits (Figure 3-2D). Thus, the surface of PMeV-infected latex is
more heterogeneous and has deeper valleys.
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Figura 3-2 Representative three-dimensional AFM images of the leaf midribs (A,B) and latex (C,D)
of healthy (A,C) and PMeV-infected papaya plants (B,D). The microstructures of the healthy leaf
midribs and latex (A, C) show smooth surfaces, whereas the infected leaf midribs and latex have

rough surfaces (B,D).
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The values of the roughness parameter, Ra, (Figure 3-3) in the leaf midribs (A) and latex
(B) were larger for the diseased plants than for the healthy plants, indicating that there is a
significant difference (p < 0.05) between the surface roughness of the healthy and

diseased plant tissues. This difference was more significant in the latex than in the leaf

midribs.
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Figura 3-3 Structural roughness parameter Ra of the leaf midribs (A) and latex (B) of healthy and
diseased papaya plants. The roughness (Ra) is the arithmetic mean of the deviations in the profile
curve with respect to the midline of the basic length. The error bars represent the variations
between biological replicates. The difference between the means is statistically significant (Mann—

Whitney test, p < 0.05).
3.3.2. Mechanical properties of the Leaf midribs and Latex

The AFM adhesion force maps and histograms (Figure 3-4) provide information about the
mechanical properties of the leaf midribs and latex of the healthy and diseased plants. The
adhesion force maps are given in false white and black colors (Figure 3-4, inset). The
frequency is presented as a percentage of the measured adhesion force in a 1000-nm

lateral scan of 256 force curves.

According to the histograms obtained from an individual retraction curve, the diseased
plants displayed increased heterogeneity of the surface midribs (Figure 3-4B) compared to
the healthy plants (Figure 3-4A). Changes in the stiffness distribution are apparent in the
color-coded adhesion force maps (Figure 3-4, insets). Soft areas (coded in blue) were

predominant in the diseased plants (Figure 3-4B), whereas stiff domains (coded in red) were
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numerous in the healthy plants. This indicates that the cell walls of the healthy plants are

more rigid than those of the diseased plants. The latex of the diseased fruits (Figure 3-4C)

also displayed increased heterogeneity compared to the healthy plants (Figure 3-4D).
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Figura 3-4 AFM maps and histograms of the adhesion force between the tip and the sample

surface of the leaf midribs (A,B) and latex (C,D) of healthy (A,C) and diseased papaya plants (B,D).

The wertical axis shows the frequency of the adhesion force in a 1000-nm lateral scan of 256 force

cunes, and the insets are the corresponding force maps.

The average adhesion force values of the healthy and diseased plants were 1.25 + 0.05

and 0.15 £ 0.05, respectively (Figure 3-5).
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Figura 3-5 Awverage adhesion forces of the leaf midribs (A,B) and latex (C,D) of healthy (A,C) and
PMeV-infected papaya plants (B,D). The graphs show that the midribs and latex of the healthy
plants hawe a greater adhesion force than those from the infected plants. The error bars represent
the variations between biological replicates. The difference between means is statistically significant

(Mann—-Whitney test, p < 0.05).
3.3.3. Latex examination by Scanning Electron Microscopy (SEM)

An analysis of the SEM micrographs revealed that the latex particles in healthy papaya
fruits (Figures 3-6A and 3-7A) were closer together and more compact than those in fruits
infected with PMeV (Figures 3-6B and 3-7B). Small circles of approximately 40 nm, which
likely arose because of the degradation of the latex by the viral infection, are observed in
the diseased fruits (Figure 3-7B) but not in the healthy fruits (Figure 3-7A).
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Figura 3-6 Scanning electron microscopy (SEM) images of the latex from healthy (A) and PMeV-
infected papaya fruits (B). The samples of healthy plants’ latex shows more united and compact

latex particles than those from infected plants, which appeared relatively sparse.
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papaya fruits. In the infected latex small circles ranging from 40 to 50 nm, alterations in the structure
of the latex and possible latex degradation are evident; these alterations were not observed in

healthy latex.
3.4. DISCUSSION

The laticifers in C. papaya consist of thin-walled, greatly elongated, and highly branched
ducts of anastomosed cells that are specialized for the production and storage of
proteases and a secondary metabolite-rich fluid known as latex (Hagel et al., 2008).
Laticifers are widely distributed in the aerial parts of the papaya plant and develop near the
vascular bundles. The vascular bundles form the midribs and veins of the leaf (Jimenez et
al.,, 2014). One of the defense mechanisms of C. papaya plants is its latex, which is a
hostile environment for pathogens; indeed, PMeV is the only pathogen that is confined to
the lactiferous conducts of papaya latex and affects solidification in infected plants (Abreu
et al.,, 2015). Therefore, it is important not only to study the latex alterations but also to
investigate the vascular bundles where the laticifers are confined.

The material’'s mechanical properties can be derived from the force versus displacement
curves obtained using the AFM probe (Gaboriaud et al., 2007). Physical structures or
pressure differences between the Surface tissues may originate from AFM tip indentations
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(Butt et al., 2005). In the present study, the tip indentations causing pressure differences
were avoided by using dried samples, as described by Aquije et al. (2010), and the images
and force data obtained from each sample in air were reproducible with repeated AFM

operations.

The surfaces of the midribs and latex of the PMeV-infected plants showed regions with
prominent ridges, deep valleys, and a rough microstructure (Figures 1 and 2). Some
components of the plant tissue act as first signals of infection and offer a certain level of

protection against pathogens and abiotic stress (

Rosado et al., 2015; Reina-Pinto et al., 2009; Bessire et al., 2007). However, PMeV can
bypass the innate host defenses systems by altering the physical characteristics of the leaf

midribs and latex of papaya plants.

In 2009, Rodrigues et al. identified papaya laticifers as H202 producers. However, the
levels of H202 production and accumulation were higher in the sticky diseased plants than
in the healthy ones. This primary mechanism of strengthening the cell wall is common to
plants that have been infected with a pathogen. However, based on our results, this
mechanism did not seem to be effective in plants that were infected with PMeV for a long
period (more than one year in our case), suggesting that PMeV likely has a specific
mechanism of weakening the cell wall after the infection has been established.

We observed that virus activity leads to changes in the microstructures of the leaf midribs
and latex of the infected plants, promoting increased surface roughness. This result
corroborates the suggestion of Rodrigues et al. 2009 that some classes of papaya cells,

such as laticifers, behave differently when infected by the sticky disease virus.

Because the exudation of papaya latex requires tissue tapping under normal conditions,
spontaneous latex exudation from sticky diseased papaya plants suggests that the plant
laticifers burst (Rodrigues et al. 2009). Plants reduce the pore diameter of their
plasmodesmata to limit the mobility of viruses (Rinne et al., 2009), but PMeV counteracts
this strategy by interfering with the physiology of the laticifers to compromiso the assembly
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of the latex particles (Figure 6), thus increasing the water uptake (Rodrigues et al., 2009)
and making the latex from the sticky diseased papaya more fluid and translucent than its
healthy counterpart (Ventura et al., 2004).

PMeV is only found in laticifers, in close association with latex particles.lt has been
proposed that the swelling and subsequent rupture of laticifers in diseased papaya could
be related to the virus’s strategy (Rodrigues et al., 2009). Because viral infection starts
with contact between the virus and the cell membrane (Seisenberger et al., 2001), the
deep valleys may constitute weak points and areas that are susceptible to breakage,

leading to microlesions used by the virus in the infectious process.

We observed that PMeV promotes changes in the leaf midribs, making them more fragile
and susceptible to breakage (Figures 4 and 5). We suppose that these morphological
changes, which are associated with increased water uptake, increase the internal pressure
of the laticifers promoting cell disruption and leading to spontaneous latex exudation and

the spread of PMeV to other laticifers.

It is important to mention that the approximately 40-nm holes observed in the structure of
the latex particles were only observed in the samples from the infected plants (Figure 6),
as confirmed by SEM (Figure 7) and in a previous SEM study in Brazil, where holes were
observed in the solid latex particles of PMeV-infected papaya plants. The authors found
that the viral particles were confined to the latex and that the PMeV infection altered the

lactiferous ducts, thereby preventing the aggregation of latex cells (Rodrigues et al., 2009).

The presence of holes in the infected plants may result from latex degradation, which is
likely caused by PMeV. The same type of degradation has been observed in rubber, in
which the bacterium Streptomyces metabolizes the rubber latex biopolymer and triggers
the degradation of isoprene, glycolipids, and lipopeptides, which are important compounds
for rubber formation (Yikmis et al., 2012; Hoang et al., 2011).

Knowledge of the physiological processes that underlie plant-pathogen interactions is

crucial to improve crop performance. The results of this work provide new insights into the
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interaction between papaya and PMeV, which could contribute to the control of papaya

sticky disease and the development of a genetically modified papaya.

3.5. Materials and Methods

3.5.1. Leaf Midrib and Latex Collection

C. papaya leaves of the same size and age were collected from healthy and diseased
plants, and transverse leaf midribs sections were excised using a sterile razor blade. The
sections were fixed with 0.1-M cacodylate buffer, pH 7.2, for 30 min; washed; dehydrated
in a graded series of 30%, 50%, 70%, 90%, and 100% (v/v) ethanol; and critical point dried
(CO2).

The latex was taken from green fruits of C. papaya, and the samples were collected in
sterile 2-mL Eppendorf tubes using sterile toothpicks to pierce the surface of the Green
fruits displaying typical sticky disease symptoms that had a positive molecular PMeV
diagnosis [24]. The latex from healthy fruits was used as a control.

3.5.2. Image Acquisition

Samples of the transverse leaf midrib sections were coded, and the AFM analyses were
performed in a blinded manner. Five coded samples from each plant were attached to a
glass slide using a small piece of double-sided adhesive tape, and five random points
were examined; 25 images/points were assayed for each plant.

The AFM analysis of the latex samples was performed according to the procedure
described by Aquije et al. (2010). Twenty microliters samples of healthy and PMeV-
infected papaya latex were placed on microscope slide coverslips and allowed to dry at
room temperature for 1 h. The latex samples were lyophilized prior to SEM.

All AFM images were captured via a Shimadzu AFM (SPM-9600 series, Shimadzu
Corporation, Tokyo, Japan) using Si3N4 cantilever tips (model OMCL-TR, Olympus,
Tokyo, Japan), with a nominal spring constant of 0.57 N/m and a resonance frequency of
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~73 kHz. The 512 pixels x 512 pixels AFM images were acquired with a scan rate of 1 Hz
and a scan size of 1000 nm. Non-functionalized tips were used to measure the adhesion
force. The force-distance measurements were obtained using dry samples and recorded in

contact mode at room temperature (25 °C).

For SEM, the latex samples were mounted on aluminum stubs, sputter coated with 20-nm
gold particles, and examined using a Shimadzu SSX 550 SEM (Shimadzu Corporation,
Tokyo, Japan), operating at 12 kV. Three replicates were prepared from each of the
lyophilized latex samples.

3.5.3. Statistical Analysis

The Mann-Whitney test was used to compare the healthy and diseased samples (p <
0.05).
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Abbreviations

PMeV Papaya Meleira Virus

AFM Atomic force microscopy

SEM Scanning electron microscopy

H202 Hydrogen peroxide
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CAPITULO 4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES
4.1. Discusion general

La presencia del PMeV en Brasil y México ha causado pérdidas econémicas importantes
en el cultivo de papaya; esto es debido a la rapida dispersion de la enfermedad en las
huertas y a que los sintomas que se presentan en el fruto, ocasionan la perdida de su

valor comercial (Pérez-Brito et al; 2012; Rodrigues et al; 2009).

Desde la aparicion de la enfermedad en Brasil en 1980, las investigaciones realizadas se
basaron, principalmente, en las caracteristicas del virus y en la epidemiologia de la
enfermedad. Pero en la actualidad, el enfoque de este problema fitosanitario, se ha
dirigido a los componentes moleculares de la interaccion de C.papaya-PMeV.

Los primeros estudios, en los que se utiliz6 como modelo la variedad Golden (la mas
cultivada en Brasil), han revelado que el PMeV activa mecanismos de defensa para
combatir la infeccion viral (Soares et al., 2016; Rodrigues et al., 2012; Rodrigues et al.,
2011; Rodrigues et al., 2009).

Sin embargo, en México, aun no se han realizado estudios sobre la interaccion de este
virus con la papaya de la variedad Maradol, que es la preferidad por los productores y
consumidores en este pais. De ahi, se desprende la importancia de conocer y profundizar
sobre la expresion de los genes involucrados en los mecanismos de defensa y las
alteraciones nanoestructurales en hoja y latex que presenta C. papaya var. Maradol, ante
la infeccion del PMeV.

De acuerdo a estudios realizados sobre el papel de los genes relacionados con la
patogénesis (PR), se ha observado que éstos estan asociados con los mecanimos de
defensa de la planta ante la presencia de patdgenos, al evitar el progreso de la infeccion y
activar la resistencia sistémica adquirida (SAR). La activacion del SAR se debe a que las

PR no sélo se acumulan de forma local, sino que se pueden encontrar y expresar en
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cualquier parte de la planta (raices, hojas y tejidos florales) (Sels et al., 2008; Campos et
al., 2007; Van Loon et al., 2006; Van Loon y Van Strein, 1999).

Estudios realizados en plantas de: Oryza sativa infectadas con el virus del rayado del
arroz (RDV), en cebolla infectadas con el virus de la mancha amarilla del Iris y en
Arabidopsis thaliana inoculadas con el virus de la arruga del nabo; han demostrado que
en las plantas infectadas hay un aumento de la expresion de los genes PR, que activan
los mecanismos de defensa para combatir la infeccion. (ELMorsi et al, 2015; Satoh et al.,
2010; Wang et al., 1996)

Sin embargo, hasta donde conocemos, no hay estudios sobre la expresion de genes de
resistencia en papaya. Solo existe un trabajo, en Cucumis metuliferus ante la infeccion del
Papaya Ring Spot Virus (PRSV), donde el gen PR6 se expreso a los 21 dpi (Lin et al.,
2013)

En el 2014, Abreu y col. llevaron a cabo un estudio de miRNA de C. papaya infectada con
PMeV, y encontraron que la expresion de los miRNA esta asociada con el sistema UPS
de la planta, el cual es modificado por la presencia del PMeV. De acuerdo a esto se
concluyé que el virus interfiere con el complejo UPS de la planta, para facilitar su propia
replicacion, lo que altera la expresion de miRNA de la planta, que estan relacionados con
la expresion de genes de resistencia. Esto hace suponer que la infeccién del PMeV
pudiera estar modificando la expresion de los genes relacionados con los mecanismos de

defensa de la planta.

En esta tesis se analizo la expresion de los genes relacionado con patogenesis (PR) y
genes de peroxidasas (POD), en plantas de C. papaya de la variedad Maradol infectadas
con el PMeV, y se encontré que la presencia del PMeV conduce a la expresion de los
genes PR1, PR5 y PR6 a partir de los 10 hasta los 20 dpi, observandose una leve
disminucion en la expresion de dichos genes a partir de los 25 dpi. Esto coincide con lo ya
reportado en virus que afectan a arroz, curcubitaceas y a A. thaliana (Lin et al., 2013;
Satoh et al., 2010).
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En cuanto a los genes POD, lo cambios observados en su expresion no fueron tan
evidentes como los registrados para los genes PR. Sin embargo el gen POD comenzé a
expresarse a los 10dpi y se mantuvo hasta los 45 dpi; esto coincide con otros trabajos en
papaya donde se observd que la acumulacion de ROS se debe a la presencia del PRSV'y
del PMeV (Gao et al., 2012; Rodrigues et al., 2009).

Las alteraciones nanoestructurales observadas en el latex y hojas de papaya se
registraron a los 45 dpi, cuando se observo la exudacién espontanea de latex en frutos,
corroborando de esta forma lo observado en la expresion de los genes de resistencia, que
en ese periodo de desarrollo de la enfermedad, cuando el virus ya esta establecido en los
conductos laticiferos, muestra una disminucion notable, con respecto al inicio de la

infeccion.

Los hallazgos de este estudio, sugieren gque la presencia del PMeV en papaya activa
genes que estan involucrados en los mecanismos de defensa, en un periodo de tiempo
relativamente corto (entre los 10 y 25 dpi) y que consecuentemente al disminuir la
expresion de estos genes y la presencia de proteinas relacionadas con los mecanismos
de defensa, el virus puede replicarse y establecerse en los tejidos, provocando las
alteraciones nanoestructurales en las hojas y el latex y al nivel fenotipico los sintomas
caracteristicos de la enfermedad.

Se conoce que después del ataque de un patdégeno, la acumulacion de acido salicilico
aumenta en el hospedero, e induce la expresion del gen PR1, lo que va a desencadenar
en una muerte celular (respuesta hipersensible) a fin de evitar la infeccion sistémica
(Wesp-Guterres et al., 2013). En este caso de la interaccién Maradol-PMeV, los valores
de ER mostrados por el gen PR1 despues de la inoculacion del virus, pueden
considerarse bajos y ello puede estar relacionado con la no presencia de una respuesta

sistémica de defensa.

En lo que respecta a la dindmica de expresion del gen PR5, su comportamiento puede
explicarse, porque el PMeV ocasiona un desequilibrio osmético y desencadena una mayor
incorporacion de agua al latex (Rodrigues et al., 2009). Esto fue demostrado cuando se
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detectaron las alteraciones nanoestructurales en las células de latex infectado con PMeV,
gue presenté una mayor dispersion de las particulas, en comparacion con el latex sanoy
una menor fuerza de adhesion, que es ocasionada por el aumento del agua en la célula,

lo que provoca la ruptura celular y con esto se produce la exudacion espontanea del latex.

Se ha demostrado que el gen PR6 estéa relacionado estrechamente con la activacion de
proteasas, como mecanismo de respuesta ante la presencia de infecciones virales
(Alfenas-Zerbini et al., 2009). En el presente trabajo los niveles de ER del PR6 fueron los
mas altos en comparacion con los otros genes estudiados, esto puede explicarse si se
considera que al estar el PMeV confinado en el latex, la planta como respuesta de
resistencia trata de producir mayor cantidad de proteasas para inhibir la infeccion. Sin
embargo, como en el caso de los otros genes, el PR6 disminuyé su expresion cierto
tiempo después de la inoculacion, lo que posibilitd que el virus pudiera potenciar su
maquinaria de infeccion y ocasionar las alteraciones observadas en el latex y en las

nervaduras centrales de las hojas de papaya.

La relevancia de los hallazgos del presente estudio se puede considerar alta, ya que por
primera vez se conoce qué ocurre a nivel génico en la papaya ante la infeccién de un
virus inusual, desde varios puntos de vista, como es el PMeV. Los resultados encontrados
apuntan a que los mecanismos de defensa de la var. Maradol, aunque presentes en los
primeros dias posteriores a la inoculacion del PMeV, declinan rdpidamente y permiten la
infeccion sistémica del patdgeno y los consecuentes cambios nanoestructurales en los
tejidos y en el latex, que ocasionan posteriormente los sintomas visibles de la
enfermedad. Esto refuerza la necesidad de continuar con estudios de este tipo en otras
variedades con respuestas de menor susceptibilidad a PMeV, a fin de poder discernir qué
genes podrian conferir una mayor resistencia a la planta, ante este patdgeno y en

consecuencia dirigir el trabajo del mejoramiento en este sentido.
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4.2. Conclusiones

C. papaya expresa los genes PR y POD entre los 10 y 20 dias posteriores a la
infeccion del PMeV, activando en ese periodo, los mecanismos de defensa de la

planta.

e EIl Papaya Meleira Virus ocasiona alteraciones nanoestructurales en hojas y latex de
C. papaya tales como: mayor rugosidad, dispersion de las particulas de latex y menor

fuerza de adhesion, en comparacién con plantas sanas.

e Las alteraciones nanoestructurales se observan después de los 25 dpi cuando la

expresion de los genes relacionados con patogénesis disminuyen.

e La susceptibilidad mostrada por la var. Maradol ante el PMeV puede ser explicada por
la disminucién en la expresion de los genes directamente relacionados con los
mecanismos de resistencia (PR y POD), en un corto periodo de tiempo después de la

infeccion del virus.
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4.3. Perspectivas

Los avances en el conocimiento, logrados en este trabajo, sobre la expresion de los
genes relacionados con la resistencia de la papaya ante el PMeV, permitiran realizar mas
estudios para encontrar otros genes de resistencia en el genoma de C. papaya, a fin de
incorporarlos en programas de mejoramiento genético, en busca de nuevos hibridos de
papaya con niveles més altos de resistencia al PMeV, lo que redundara a la larga, en un
aumento de la produccién y mayores beneficios para los productores de esta fruta en los

paises con presencia de dicha enfermedad.
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4.5. ANEXOS

45.1. Anexo 1.

100pb

Figura 4-1 Diagndstico molecular del latex inoculado en las plantas. MM: Marcado molecular de
1kb. Linea 1: RNA \viral del latex inoculado en las plantas mostrando las dos bandas
correspondientes al PMeV (8 Kb) y PMeV2 (4.5 Kb); Linea 2: Amplificacion del RNA del latex
inoculado obtenida con los iniciadores CB38/CB39. Tamafio del amplicon de aprox. 500 pb

correspondiente al PMeV.
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45.2. Anexo 2.

Dia cero 5 dpi 10dpi 15dpi 20dpi
| 1 1 | 1
[ || \ \ \

1
MM PL1 PL2 PL3 PL1 PL2 PL3 PL1 PL2 PL3 PL1 PL2 PL3 PL1 PL2 PL3 MM

Figura 4-2 Diagnéstico molecular con los iniciadores CB38/CB39 de las plantas utilizadas en este
estudio, en los diferentes dias posteriores a la inoculacion (dpi). Tamafio del amplicon de aprox.

500 pb correspondiente al PMeV.
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45.3. Anexo 3

Cuadro 4-1 Deteccién y cuantificacion absoluta del PMeV por PCRq en los dias posteriores a la

inoculacién (dpi).

Dias posteriores ala inoculacion (dpi) | Cr = Std. dev. | Carga Viral (ng/uL)
5 28.94 + 0.06 0.132510+0.5
10 14.26 £ 0.26 706.97 £ 0.2
15 15.67 £0.03 31021+ 2.1
20 19.79 £ 0.05 1321.35+ 0.01
25 13.37+0.1 1184.58+ 3.1
30 13.59+ 0.3 1044.67+ 0.6
45 12.697+ 0.05 1495.99+ 4.0
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