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Resumen

El género Capsicum es perteneciente a la familia de las Solanaceae, la cual debido a su gran
variedad de uso en la gastronomia resulta a su vez de gran importancia agricola. Phytophthora
capsici es un oomiceto de tipo hemibiotréfico altamente destructivo para diversas especies de
plantas, especialmente Capsicum. México es considerado un centro de diversidad de Capsicum
encontrdndose variedades susceptibles y en menor nimero las resistentes a P. capsici. Diversos
autores reportan que la resistencia ante un patdgeno es conferida por los mecanismos de
defensa de la planta, la eficiencia de la respuesta de defensa contra un patégeno depende de la
regulacion mediada por las principales fitohormonas: acido salicilico (SA), etileno (ET) y
jasmonatos (JA).El estilo de infeccion del agente patdgeno es un factor fundamental en la
regulacion de defensa; para patdgenos de tipo biotréfico, la ruta de sefalizacién de SA es
activada, para uno de tipo necrotréfico se activa la ruta de JA, para los de tipo hemibiotréfico se
requiere una respuesta bifasica en donde primero se activa SA y posteriormente JA/ET.

Cada ruta de seiializacion regula la expresidn de genes relacionados con ella, los cuales pueden
ser considerados marcadores de la ruta. La ruta de sefalizacién de SA regula positivamente la
expresion de los genes NPR1, PR1 y PR4. En la ruta de sefalizacién del JA, los genes asociados a
la sintesis de Jasmonatos como LOX2 y el gen de respuesta a patégenos PDF1 (una defensina
vegetal) son inducidos. Por otro lado, diversos marcadores asociados a las fases del ciclo
infectivo del patégeno también han sido estudiados, donde Hmpl, NPP1 y CDC14 estan
asociados a diferentes etapas de la infeccion. En base a estas evidencias, se ha incrementado el
estudio del efecto de aplicar estas fitohormonas en activar la defensa de la planta y
contrarrestar a los agentes patégenos en plantas susceptibles.

Evaluar el efecto de estos inductores (fitohormonas) en la respuesta de defensa en variedades
de Capsicum durante el ciclo infectivo de P. capsici es el objetivo del presente proyecto. Se
determino el grado de virulencia del patégeno en variedades de Capsicum spp. evaluando la
aparicion de sintomas de Capsicum chinense y Capsicum annuum posterior a la infeccién ante
dos cepas de P. capsici de manera independiente. También se evalud el efecto de los inductores
en C. annuum Ancho, y su efecto ante la infeccion de P. capsici Oaxaca en la planta a nivel
macroscopico y molecular, se observé que la induccion de MeJA 0.15 mM previo a la infeccién
tiene un efecto en la activacidon de los mecanismos de defensa de la planta, ante el patégeno
afecta la tolerancia a la enfermedad en comparacidén con plantas sin un tratamiento previo,
retrasando levemente la aparicién de los primeros sintomas, indicado por un cambio en la
expresion de los genes marcadores de defensa de la planta y de ciclo infectivo del patégeno que
interactuan como consecuencia de la infeccion

Palabras clave: Capsicum, Phytohpthora capsici, fitohormonas, induccién de defensa.
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4305-8339
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Summary

The Capsicum genus belongs to the Solanaceae family, which, due to its wide variety of uses in
gastronomy, is also of great agricultural importance. Phytophthora capsici is a highly destructive
hemibiotrophic oomycete for various plant species, especially Capsicum. México is considered a
center of diversity of Capsicum, with susceptible varieties and fewer resistant ones to P. capsici.
Several authors report that resistance to a pathogen is conferred by the defense mechanisms of
the plant, the efficiency of the defense response against a pathogen depends on the regulation
mediated by the main phytohormones: salicylic acid (SA), ethylene (ET) and jasmonates (JA).
The infection style of the pathogen is a fundamental factor in defense regulation; for biotrophic
type pathogens, the SA signaling pathway is activated, in necrotrophic pathogens the JA
pathway is activated, for those of the hemibiotrophic type a biphasic response is required
where it is first activated SA and later on JA/ET.

Each signaling pathway regulates the expression of genes related to it, which can be considered
pathway markers. The SA signaling pathway positively regulates the expression of the NPR1,
PR1, and PR4 genes. In the JA signaling pathway, genes associated with jasmonate synthesis
such as LOX2 and the pathogen response gene PDF1 (a plant defensin) are induced. On the
other hand, various markers associated with the phases of the infective cycle of the pathogen
have also been studied, where Hmp1, NPP1 and CDC14 are associated with different stages of
the infection. Based on this evidence, the study of the effect of applying these phytohormones
in activating plant defense and countering pathogens in susceptible plants has increased.
Evaluating the effect of these inducers (phytohormones) on the defense response in Capsicum
varieties during the infective cycle of P. capsici is the objective of this project. The degree of
virulence of the pathogen in varieties of Capsicum spp. evaluating the appearance of symptoms
of Capsicum chinense and Capsicum annuum after infection with two strains of P. capsici
independently. The effect of the inducers on C. annuum Ancho was also evaluated, and its effect
against the infection of P. capsici Oaxaca in the plant at the macroscopic and molecular level, it
was observed that the induction of MeJA 0.15 mM prior to infection has an effect in the
activation of the defense mechanisms of the plant, against the pathogen it affects the tolerance
to the disease in comparison with plants without a previous treatment, slightly delaying the
appearance of the first symptoms, indicated by a change in the expression of the marker genes
of defense of the plant and of the infective cycle of the pathogen that interact as a consequence
of the infection.

Keywords: Capsicum, Phytohpthora capsici, Phytohormones, Defense induction.
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4305-8339
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1. INTRODUCCION

La agricultura se ha intensificado para garantizar la seguridad alimentaria, la cual es importante
en el desarrollo de una poblacién. Con este fin, varias hectareas de alimento son producidas
anualmente, entre los diversos cultivos que se producen se encuentran las hortalizas, que
tienen una importancia gastrondmica ampliamente conocida, como es el caso del chile.
Capsicum es un género de plantas de la familia de las Solanaceae que comprende alrededor de
25 especies, entre las cuales se encuentran C. annum, C. chinense, C. frutescens, entre otras.
Estas plantas se caracterizan principalmente por contener capsaicinoides, molécula de la cual
deriva su nombre y que determina la pungencia del fruto. Los capsaicinoides proporcionan el
caracteristico sabor picante que es utilizado por la industria gastrondmica, ademas de tener
usos diversos por parte de diversas industrias como la farmacéutica, tabacalera, cosmética, y
también es ingrediente activo en diversos productos. Ademds de este componente
caracteristico, el género Capsicum ha generado interés por su alto contenido de alcaloides y de

vitaminas Ay C (Borges Gémez et al., 2010; Villota Ceron et al., 2012).

Mesoamérica (centro de México a noroeste de Costa Rica) es considerada una de las mas
importantes regiones donde los cultivos fueron domesticados en las Ameéricas (Aguilar-
Meléndez et al.,, 2009) debido a esto, a la regidn se le adjudica el nacimiento de diversas
especies de cultivos importantes. México es el pais con mayor diversidad genética de Capsicum
en el mundo, considerando que en el pais se encuentra una gran variedad de climas y suelos
gue propician el desarrollo de diversas especies de plantas del género. Debido a esto ultimo, el
cultivo de plantas de chile en el pais ha adquirido importancia econémica y cultural, por lo que
el estudio correspondiente a los diversos factores que puedan afectar a la planta genera interés
en la comunidad cientifica. Dichos factores pueden ser abidticos, los cuales se asocian a factores
ambientales que afectan el desarrollo de las plantas, tales como nutrientes disponibles,
disponibilidad de recursos, y condiciones como la temperatura, entre otras. Por otro lado,
también existen factores bidticos, los cuales se asocian a la interaccién de plantas con otros
organismos, algunos de estos capaces de afectar negativamente a la planta, por interaccion con
organismos patégenos que suelen generar estrés (Nieto-Garibay et al., 2022). Estos patdgenos

son causantes comunes de pérdidas a nivel global de diversos cultivos con un alto valor



econémico, incluso han ocasionado a lo largo de la historia diversas crisis alimentarias
importantes que han dado a conocer la relevancia de su control, dentro de los mas
problemdticos por lo complicado que resulta eliminarlos se encuentran los oomicetos. Los
oomicetos son microorganismos eucariontes identificados y caracterizados como agentes
causales de diversas enfermedades de plantas (Nufiez-Pastrana et al., 2011; Reyes-Tena et al.,
2019). La mayoria de los oomicetos de tipo hemibiotréficos pertenecen al género Phytophthora,
que inician la infeccién con una fase biotréfica, en la cual las células no parecen estar afectadas,
posterior a esta fase inicial de infeccidn el patégeno inicia una fase de transicién en la cual pasa
de ser de tipo biotréfico y empieza a afectar el tejido vivo, dando inicio a una etapa
necrotréfica, que mata las células infectadas y provoca un colapso y necrosis tisular
importantes, una vez concluida la muerte celular al final de la infeccidn, el patégeno es capaz de
transmitirse a hospederos cercanos y dar inicio a un nuevo ciclo de infeccién (Lamour et al.,
2012b). El género Phytophthora es responsable de algunas de las enfermedades mads
importantes desde el punto de vista econdmico, afectando cultivos como la papa, tomate,
pepino, pimientos, entre otros (Lamour et al., 2012b). Phytophthora capsici es el agente
patégeno de la enfermedad de la marchitez del chile, una enfermedad destructiva en diversas
areas del mundo el cual ocasiona pérdidas de 25-90% en un periodo de tiempo de 14 dias,
dependiendo de la virulencia de la cepa. Esta enfermedad tiene efectos negativos en diversas
partes de la planta, afectando desde la raiz, hasta los frutos (Lamour et al., 2012b; Kamoun et
al., 2015; Reyes-Tena et al., 2019). Desde su identificacién por primera vez en Nuevo México,
por Fabian Garcia en 1908, y posteriormente descrito por Leonian en 1922, como agente causal
de la enfermedad de la marchitez del chile, Phytophthora capsici se ha reportado en diversas
zonas de cultivos en el pais como en Michoacdn, Guanajuato, Chihuahua, Ciudad de México,
Aguascalientes y recientemente en Yucatdn (Reyes-Tena et al., 2019). Ademas, en las ultimas
décadas se han reportado la emergencia de este patégeno en otras familias de plantas
importantes, por lo que los esfuerzos han sido enfocados en entender el mecanismo de
infeccidn, virulencia del patégeno y la defensa de la planta (Garcia, 1908; Leonian, 1922;

Babadoost et al., 2015).

Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad son principalmente el pudrimiento de la

semilla, asi como un tizén, los cuales se han reportado en diversas solanaceas y cucurbitaceas.



El pudrimiento de tejidos suele llevarse a cabo previo a la emergencia del patégeno, fase de la
infeccidn en la cual se puede observar presencia de micelio que cubre las areas infectadas de las
plantas. En plantas desarrolladas, los sintomas causados por Phytophthora son variados, y
algunos dependen del hospedero. La infeccion puede ocurrir a diversos niveles de la planta, sin
embargo, suele ser mas comun a nivel de suelo, donde los primeros sintomas visibles son un
area oscura que presenta exceso de agua, las raices infectadas adoptan una coloracién café
oscura. En hoja, suelen aparecer pequeios puntos de dafio, aunado al exceso de agua en hoja,
gue tiene una apariencia remojada, estos puntos se hacen mds grandes con el tiempo,
cambiando la coloracién de la hoja y esta se vuelve fragil. Posteriormente se presenta en areas
infectadas el crecimiento de regiones similares al crecimiento de hongos, de color blanco que
corresponden al caracteristico micelio del oomiceto. Cuando estos sintomas recorren toda la
planta, esta presenta una apariencia de marchitez y dafios severos en su totalidad, los frutos se
secan y cambian de tamafo, estando arrugados y de coloracién café y al final la planta muere

(Hausbeck y Lamour, 2004; Gevens et al., 2008).

Para contrarrestar el estrés bidtico, las plantas tienen mecanismos sofisticados de
reconocimiento y defensa ante agentes patégenos, esto da lugar a una interaccién de tipo
compatible si los mecanismos de defensa se ven superados por los mecanismos de infeccién de
un patégeno; por otro lado, en la interaccion de tipo incompatible se contrarresta el ataque del
agente patégeno. El primer nivel del sistema inmune de la planta corresponde a la percepcion
de patdgenos a través del patrén molecular asociado a patégenos de reconocimiento (PAMP) (o
patrén molecular asociado a microbios o dafios) -inmunidad activada (PTI). La percepcion de
patdégenos también puede ocurrir a través del reconocimiento de efectores de patdgenos
(moléculas sintetizadas para mejorar la aptitud de los patédgenos) a través de proteinas de
resistencia a enfermedades (proteinas R) de las plantas que pueden implementar una
inmunidad llamada inmunidad activada por efectores (ETI), siendo por ello los genes de
resistencia (Genes R) a enfermedades en plantas importantes componentes genéticos de

resistencia (Jiang & Tyler, 2012).

Varios autores sugieren que la diferencia entre plantas resistentes y susceptibles es si estas

pueden activar las vias involucradas en tiempo e intensidad de manera oportuna vy eficiente
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ante un agente patdgeno (Li et al., 2020). Los mecanismos de defensa como respuesta al
reconocimiento de ciertos patdgenos se da por un complejo sistema de sefializacién celular que
genera un gran numero de cambios en la planta, de tipo metabdlico y morfoldgico, y de la
expresion de genes de resistencia. La induccién de estos mecanismos de defensa es regulada
por la presencia de ciertas moléculas en las plantas, las fitohormonas, las cuales son encargadas
de diversas funciones relacionadas con procesos de desarrollo y crecimiento en plantas, asi
como en la respuesta a estrés bidtico y abiético en las mismas. Dentro de las fitohormonas mas
conocidas por ser participes en estos mecanismos de defensa inducida se encuentran el acido
Salicilico (SA), etileno (ET) y el Jasmonato (JA) (Bari y Jones, 2009). La modulaciéon de Ia
respuesta de defensa depende del estilo de infecciéon del agente patdgeno. El SA actua en
respuesta de infecciones de patdgenos biotréficos y hemibiotréficos (en etapas tempranas de la
infeccion) mientras que el ET y el JA inducen respuesta correspondiente a los patdgenos
necrotréficos y en etapa de transicion a fase necrotréfica en patégenos hemibiotréficos (Bektas

y Eulgem, 2015).

Debido a estas caracteristicas, dichas fitohormonas se asocian a tipos de respuesta especificos.
El SA se asocia a la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR), la cual es, como su nombre lo indica,
adquirida como consecuencia de infecciones previas, proporcionando cierta inmunidad a la
planta para infecciones posteriores. Esta respuesta se asocia con la expresién de genes que
sirven en la sintesis de proteinas relacionadas a patogénesis, denominadas PR (Camarena y de la
Torre, 2007). Para el caso de ET y JA, estas son asociadas a la Resistencia Sistémica Inducida
(ISR) la cual se relaciona con la accién de rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas
(PGRP), y que, contrario a la SAR, no involucra la sintesis de proteinas PR (Samaniego-Gamez et
al., 2017), adicionalmente se ha reportado el papel de esta fitohormona en la defensa contra
microorganismos necrotroficos y hemibiotréficos. Estas fitohormonas estdn asociadas a
respuestas diversas ante patégenos, donde se ha observado la induccion de genes PR. Se ha
evaluado que para el efecto de contrarrestar patédgenos de tipo biotréfico, el mecanismo de
respuesta asociado al acido salicilico es el que suele tener mas influencia, mecanismo en el cual
suele interactuar genes PR como el PR1 y PR4, mientras que la respuesta ante patégenos de tipo
necrotrofico suele llevarse a cabo la respuesta asociada a la ruta de Jasmonatos y Etileno, donde

intervienen los genes PDF1.



Diversos estudios han reportado que la aplicacién exégena en plantas de moléculas inductoras
como Jasmonato de metilo (MelA), acido salicilico (SA) o Acido beta aminobutirico (BABA)
puede inducir una proteccién de amplio espectro y de larga duracién frente a patégenos. Se ha
observado que estos inductores pueden regular positivamente la induccién de genes
marcadores de defensa confiriendo resistencia ante los agentes patdgenos. Se tiene la hipdtesis
qgue la activacion en tiempo e intensidad de los mecanismos de defensa es lo que marca la
diferencia entre una planta susceptible a una resistente. En el género Capsicum spp. se ha
observado que tanto en las variedades resistentes y susceptibles a la antracnosis, provocada por
el agente patdgeno Collectotirichum truncatum la expresion de genes se ve modificada, la
diferencia entre ambas variedades es el tiempo y la intensidad en que la expresién de los genes
relacionados con la resistencia se presenta durante la infeccion (Mishra et al., 2017). Ante estas
evidencias, el estudio de estas variaciones en la expresion de genes de resistencia en variedades
susceptibles y tolerantes puede ayudar a entender que factores influyen en conferir resistencia
a la planta en contra del patégeno, donde puede influir la regulacion mediada por diversas
fitohormonas (Li et al., 2020). En este trabajo se busca evaluar las variaciones en la expresion de
genes en el género Capsicum frente a diversos tratamientos con fitohormonas y con el inductor
de memoria celular BABA al enfrentarse a una infecciéon con el patégeno P. capsici. Con el
objetivo de analizar los niveles de tolerancia asociados a cada uno de los tratamientos a nivel

macroscépico y a nivel de expresién de genes.



2. ANTECEDENTES
2.1 Generales

Al ser organismos sésiles, las plantas a menudo estan expuestas a una amplia gama de estreses.
Para adaptarse a situaciones tan adversas, las plantas han desarrollado mecanismos que ayudan
a percibir la sefial de estrés y permiten una respuesta optima. Las fitohormonas juegan un papel
vital en la estimulacion de los mecanismos de respuesta de defensa de las plantas. Las
elaboradas redes de seializacion hormonal y su capacidad de diafonia las convierten en
candidatas ideales para mediar en las respuestas de defensa (Vishwakarma et al., 2017).
Estudios han demostrado que las fitohormonas aumentan su concentracion en algunas plantas
en respuesta a infecciones de diversos patdgenos, e incluso se ha observado que la aplicacién
de fitohormonas de manera exdgena puede inducir la expresidon de genes relacionados a la
defensa del organismo. Sin embargo, los mecanismos por los cuales se inducen estas respuestas
son complejos, y es importante considerar que en la naturaleza normalmente la planta enfrenta
diversos patdgenos al mismo tiempo, teniendo una serie de respuestas complejas para cada
uno. Algunas de las interacciones entre diferentes fitohormonas pueden ser antagdénicas, como
es el caso de SA y JA para el caso de Arabidopsis de acuerdo con lo descrito por Bari y Jones
(2009), de igual forma puede presentarse lo contrario, una interaccién sinérgica, como ocurre
con ET y JA, en el mismo estudio, en el cual también se hace referencia a que se han presentado
evidencias indicando que también puede haber interacciones sinérgicas entre SA y JA/ET (Bariy

Jones, 2009).

Para poder entender los mecanismos de defensa, diversos estudios se han realizado durante
interacciones compatibles e incompatibles, en donde se ha observado que el tiempo vy la
intensidad de la respuesta son un punto importante (Mishra et al., 2017; Kondratev et al.,
2020). A pesar de que se conocen muchos de los elementos clave de los mecanismos de
defensa, aun existen brechas por comprender. Como alternativa el empleo de moléculas
inductoras no bioldgicas ha ganado gran popularidad en el andlisis de vias bioldgicas. Los
inductores sintéticos pueden desencadenar reacciones de defensa al imitar las interacciones de
los inductores naturales o moléculas de sefializacion de defensa. Una vez que un patégeno

infecta las plantas preparadas (con tratamiento previo de inductores quimicos) las respuestas



de defensa se activan mds rdpido y con mas fuerza (Bektas y Eulgem, 2015). Venegas-Molina y
colaboradores (2020) analizaron diversos inductores quimicos en conferir la tolerancia inducida
ante estrés bidtico y abidtico en brécoli (Brassica oleracea) y la compararon con la planta

modelo Arabidopsis thaliana.

Estudios recientes han incluido a los inductores quimicos para el estudio de los mecanismos de
defensa contra los complicados patdgenos de tipo hemibiotréficos (Halim et al., 2007; Nufez-
Pastrana et al., 2011); se ha observado que la aplicacién de MelA en camelia, sésamo y papa
reducen lesiones necrotréficas contra patégenos hemibiotréficos (Chowdhury et al., 2017;
Kondratev et al., 2020; Arévalo-Marin et al., 2021). En plantas del género Capsicum se han
realizado estudios para evaluar los efectos de fitohormonas al aplicarse previo a la infeccidn con
el patégeno, un ejemplo de ello se observa en Capsicum chinense previamente tratado con
varias fitohormonas (SA, ET y MelA) y posteriormente retado con P. capsici, donde el
tratamiento previo con ET logrd prevenir la infeccidén del agente patdgeno, siendo la expresion
del gen PR1 (que regularmente se asocia a SA) un factor importante (Nufiez-Pastrana et al.,
2011). Por otro lado, se ha reportado que la aplicacién de BABA en C. annuum confiere una
tolerancia a este patégeno. Debido a la complejidad de los mecanismos de defensa de las
plantas ante un agente patégeno, un analisis correspondiente a la expresion de los genes que
forman parte de dicha respuesta puede ayudar a entender a detalle que inductores tienen
efecto sobre la resistencia de la planta al patdégeno y los genes que se expresan como

consecuencia.

2.2 Antecedentes del objetivo particular 1
2.2.1 Problematicas asociadas a la produccion de cultivos

El uso de Capsicum se extiende a diversas aplicaciones, la mayoria en el dmbito gastrondmico,
actuando como especia, como colorante, e incluso con aplicaciones medicinales como
analgésico. A lo largo de los afios la produccion de chile en diversas partes del mundo ha ido
incrementando, siendo considerado como un cultivo de alto valor. El crecimiento y desarrollo
de Capsicum es limitado por factores bidticos y abidticos. La produccion de este cultivo es

afectada entre el 27 al 42% por factores bidticos, la gama de patdégenos de Capsicum incluye
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hongos, virus, bacterias, oomicetos e insectos (Parisi et al., 2020). Para contrarrestar estos
agentes patégenos se han utilizado tradicionalmente plaguicidas de sintesis quimica causando
otros tipos de problemas (Barra-Bucarei y Ortiz, 2020). Los agentes patégenos del suelo son
complejos de erradicar, entre estos se encuentran los oomicetos; se estima de acuerdo con un
estudio realizado por Bosland en 2008 que, a nivel global, las pérdidas estimadas por el
oomiceto hemibiotrdfico P. capsici son mayores a los USD $100 millones en pérdidas anuales. P.
capsici es parte de un complejo de especies, estudios de poblacién de P. capsici indican que
existe un alto nivel de heterocigocidad, debido a esta caracteristica, las poblaciones del
patégeno pueden variar considerablemente, presentando una elevada variedad genotipica. Este
aspecto se considera parte importante de la capacidad del patégeno de atacar a diversos grupos
de hospederos (Barchenger et al., 2018). La existencia de diversas poblaciones de patdgenos y
razas fisioldgicas dentro de P. capsici ha limitado el desarrollo de cultivares resistentes. Se ha
reportado que variedades resistentes a un aislado de una regién determinada de P. capsici no
resisten a aislados de otras regiones, siendo el grado diferencial de la virulencia de P. capsici en
un hospedero otro factor que determina la resistencia de una variedad (Oelke et al., 2003;

Foster y Hausbeck, 2010).

2.2.2 Oomicetos

Los oomicetos son organismos eucariotas filamentosos, pertenecientes al phylum de Oomycota,
gue comprenden mas de 1500 especies, entre las cuales se encuentran patdégenos importantes.
Los oomicetos presentan diversos estilos de vida dependiendo su ambiente, si es acudtico o
terrestre, y debido a algunas de sus caracteristicas han sido cominmente asociados a los
hongos, denominados en anterioridad como hongos acudticos, no obstante, se han diferenciado
de los mismos debido sus caracteristicas estructurales como una pared celular compuesta de
celulosa, y mas importante diferencias en secuencias de ADN, que clasifican a hongos vy
oomicetos en reinos diferentes, siendo estos Ultimos mas cercanos evolutivamente a las algas.
Actualmente los oomicetos comprenden algunos de los patégenos mas devastadores conocidos,
causando enfermedades ampliamente conocidas y estudiadas (Zoghbi-Rodriguez y Teresa

Hernandez-Sotomayor, 2019; Judelson y Ah-Fong, 2019).
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El phylum Oomycota se divide en dos clases principales, Saprolegniomycetes vy
Peronosporomycetes, en esta ultima clase es en la cual se encuentran los patdégenos mas
daiinos, especies como Phytophthora, Pythium y Albugo. Los oomicetos han evolucionado en
diversas formas de vida infeccionas, presentandose en ellos los tres tipos caracteristicos de
infeccion, biotréfico, necrotréfico y hemibiotréfico. Se han reportado pocos oomicetos con
actividad biotrofica obligada, donde el patégeno resulta dependiente en su totalidad del
hospedero. En el género Pythium se encuentran organismos necrotréficos, que atacan tejidos
de plantas con inmunidad comprometida, ya sea por estrés o por alguna otra circunstancia. Las
diferentes especies de Phytophthora por otra parte, tienen un estilo de vida hemibiotrofico,
caracterizado por una infeccion inicial de tipo biotréfico, con poco o ningln dano presente al
tejido de hospederos, posteriormente cambiando a una infeccion de tipo necrotrdfica, una vez
establecida la colonizacion en el hospedero, en general esta especie, a diferencia de otros
oomicetos, es manejable y susceptible a transformaciones, por lo cual es comin como objeto de
estudio, y ha formado parte de diversos estudios moleculares (Latijnhouwers et al., 2003; Jiang

y Tyler, 2012; Judelson y Ah-Fong, 2019).

La interaccidon de los oomicetos con sus hospederos comienza con la diseminaciéon e infeccién
por medio de esporas, donde la colonizacién en el hospedero da inicio con la liberacion de
zoosporas, enquistandose en la planta. Posterior a esta colonizacidn, los oomicetos entran en el
hospedero, haciendo uso de diversas rutas, por el apoplasto de la planta, o a través de las
estomas y otras aperturas naturales en la planta. Una vez dentro de la misma, se adhieren al
hospedero para iniciar la infeccidn, en esta primera instancia, por lo general las plantas manejan
sistemas de defensa para deteccion de microbios, por deteccion de PAMPs y activacion se la
inmunidad activada por PAMPs, donde interactian rutas de acido salicilico y de jasmonatos
para la defensa de la planta. Los oomicetos han desarrollado un comportamiento que dificulta
su deteccién en la primera etapa de infeccién de tipo biotrdéfica, minimizando la respuesta
inmune de la planta al mantener la integridad del hospedero, con lo cual son capaces de superar
esta linea de defensa por parte de la planta y continuar con su desarrollo dentro de la misma,
una de las caracteristicas importantes que presentan en esta fase es la interaccién con el
hospedero haciendo uso de su haustorio, que junto con células del hospedero forman una

membrana denominada extrahaustorial, la cual tiene un rol importante en esta interaccion, que
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no ha sido del todo descrito y requiere mas estudios para su comprension, se ha hipotetizado
que tiene un rol importante en la adquisicion de nutrientes del oomiceto, obteniendo recursos
del hospedero. La ultima etapa de la infeccidn corresponde a las estrategias del patégeno para
abandonar el hospedero, en esta fase los organismos hemibiotréficos producen esporas
asexuales las cuales quedan presentes en suelo, en la superficie de las raices de las plantas
infectadas. En hemibidtrofos que infectan en hoja esta esporulacién se produce en
esporangiosporas para poder pasar a través de las estomas, procediendo a infectar hospederos

cercanos(Judelson y Ah-Fong, 2019).

La virulencia que presentan los oomicetos estd asociada a diversas familias de proteinas que son
capaces de producir, entre las cuales se incluyen toxinas extracelulares, enzimas hidroliticas,
inhibidores, proteinas efectoras capaces de entrar al citoplasma de las células de plantas
hospederas, entre otras. Los oomicetos que tienen éxito en infectar a su hospedero son
aquellos que por medio de sus efectores pueden intervenir en procesos celulares de las plantas,
afectando los mecanismos de defensa. Por ejemplo, algunos efectores en Phytophthora vy
Hyaloperonospora son capaces de suprimir la inmunidad activada ante la deteccidn de flg22,
gue es un PAMP asociado a la flagelina, otros efectores son capaces de interferir por medio de
la inhibicidon de enzimas, como las proteasas y peroxidasas. Estos mecanismos de infeccidn son
diversos, y varian para cada patégeno y para cada hospedero (Fawke et al., 2015). Se ha
reportado que la infeccién de patégenos del género Phytophthora se asocia a la produccién de
proteinas tipo péptido que inducen necrosis (NLPs) los cuales activan la muerte celular en un
amplio rango de plantas dicotileddneas. Esta familia de proteinas estd ampliamente
representada en diversas especies de Phytophthora, e incluso se ha generado la hipétesis de
gue estas proteinas son responsables del cambio de fase de la infeccién de tipo hemibiotrofica
que presentan estos patégenos. Entre otro tipo de efectores importantes que producen estos
patdégenos se encuentran enzimas hidroliticas, enzimas inhibidoras y efectores RxLR (Jiang y

Tyler, 2012; Fan et al., 2018; Liang et al., 2021).

Los oomicetos de tipo hemibiotréfico como P. infestans tienen un sistema elegantemente
coordinado para controlar la transicién de la fase biotréfica, la cual se caracteriza por ser la

etapa temprana asintomatica de la infeccidn, a la fase necrotrdfica que se presenta en tiempos



11

mas tardios y esta caracterizada por la degradacién del tejido de la planta y la aparicion de
sintomas de la enfermedad. Se ha indicado que cada una de estas fases puede estar asociada a
diferentes proteinas efectoras que suprimen la respuesta de defensa de la planta, vy
posteriormente inducir necrosis en la misma (Lee y Rose, 2010). Cada fase esta caracterizada
por sintomas especificos los cuales estan correlacionados con genes especificos del patdgeno
gue pueden ser considerados genes marcadores de la fase infectiva. La duracién de cada fase de
infeccidn en patdgenos hemibiotréficos parece ser especifico del género o la especie. En P.
capsici los genes marcadores de fase infectiva son PcHmp1(Proteina 1 de la membrana del
haustorio), PcNpp1 (Proteina 1 de Phytophthora inductora de necrosis) y PcCdc14, la expresion
de estos genes durante la infecciéon ha sido un indicador del tipo de vida hemibiotréfico que
presenta, donde las primeras 24 horas de la infeccidn corresponden a una fase biotréfica,
seguida de una transicion entre las 24 y 48 horas a una fase necrotréfica y a las 72 horas se
genera esporulacién. El gen Hmp1 estd asociado a la fase biotréfica, pues es encargado de co-
regular diversos genes asociados a metabolismo de proteinas y procesos biosintéticos que
sugieren la actuaciéon de maquinarias celulares que promueven un incremento en la produccion
de proteinas requeridas en la iniciacién y mantenimiento de una fase biotréfica. El gen PcNpp1
se asocia a la fase de transicion donde se pasa de un caracter biotréfico a uno de tipo
necrotréfico, este gen esta asociado a diversos procesos catabdlicos, indicando tener un papel
en la degradaciéon de proteinas del patégeno durante la fase de transicién. El gen Cdc14 se
asocia a la fase tardia de la infeccidn, interviniendo en sefiales de transduccién y de procesos
metabdlicos requeridos en los procesos de reprogramacion celular y la formacién de esporas.

(Lamour et al., 2012b; Jupe et al., 2013; Zuluaga et al., 2016).

2.2.3 Phytophthora capsici y sus diversos hospederos

Una de las caracteristicas mas importantes de los oomicetos, y del género Phytophthora es su
alta variabilidad genotipica, la cual le otorga una alta capacidad de adaptarse e infectar diversos
hospederos, estén o no cercanamente relacionados evolutivamente, actualmente se conocen
mas de 150 especies de Phytophthora dentro de las cuales se encuentran algunos de los
patégenos mas nocivos para las plantas a nivel mundial, como Phytophthora infestans,

Phytophthora capsici, entre otros. Cada especie de Phytophthora tiene un amplio rango de
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hospederos, En 2008 se estimd que aproximadamente 58 géneros en 28 familias diferentes eran
hospederos de P. capsici, entre ellos cultivos de importancia comercial, plantas ornamentales y
nativas, siendo principalmente cucurbitaceas y solanaceas las familias de mayor susceptibilidad
a este patdgeno. Este patdgeno se ha ido esparciendo geograficamente, y debido a sus
caracteristicas genotipicas es capaz de adaptarse dindmicamente a nuevos hospederos (Cline et

al., 2008; Lamour et al., 2012b).

De acuerdo con Lamour y Hausbeck (2004) existen diversos cultivos importantes susceptibles a
P. capsici en Estados Unidos, que en condiciones favorables para el patégeno se estima causan
pérdidas del 25% del valor del estado correspondiente al cultivo de estas diversas especies,
principalmente de Cucurbitdceas, Solandceas y Leguminosas. Tian y Babadoost (2004)
reportaron por primera vez a la remolacha (Beta vulgaris), acelga (Beta vulgaris var. cicla), frijol
lima (Phaseolus lunatus), nabo (Brassica rapa), espinaca (Spinacia oleracea) y hoja de terciopelo
(Abutilon theophrasti) como hospederos de un aislado de P. capsici obtenido de tejido infectado
de calabaza. Adicionalmente los autores observaron que diversos aislados de este oomiceto
presentaron menor virulencia en Cucurbita moschata que en Cucurbita pepo, ellos concluyeron
gue el genotipo del hospedero también influye en la interaccidon con P. capsici con el hospedero.
Es posible que la susceptibilidad a esta infeccién en diversos hospederos se deba a diferencias
en la virulencia y patogenicidad de la poblacidn local del patégeno, presentdndose incluso entre
variedades mismas del hospedero diferencias de tiempo del ciclo infectivo y en Ia

sintomatologia (Tian y Babadoost, 2004; Hausbeck y Lamour, 2004).

2.2.4 Phytophthora capsici y el género Capsicum

En 1908 Fabian Garcia evalué el cultivo de chile en Nuevo México, donde establece diversas
caracteristicas de cultivo y problematicas asociadas. Leonian (1922) fue el primero en identificar
como tal que la enfermedad de la marchitez del chile era causada por un patdgeno,
descubriendo los sintomas comunes como la apariciéon de pequeiios puntos en frutos, con un
aparente exceso de agua o remojo del tejido, lesiones que con el paso del tiempo aumentan en
tamafio y resecan el tejido, convirtiéndose en la marchitez caracteristica, este patdgeno

identificado se le denominé Phytophthora capsici Leonian. Desde ese reporte el nUmero de
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estudios sobre esta interaccidn se ha incrementado. La colonizacién de Capsicum spp. por P.
capsici ha sido evaluada por diferentes estrategias, a nivel microscépico mediante el analisis de
los sintomas basados en una escala de severidad de la enfermedad, usando microscopia
electronica y dptica, empleando histoquimica e inmunoquimica, cuantificando al patégeno por
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), estas herramientas han permitido la identificacion

de plantas resistentes y susceptibles (Fernandez Pavia et al., 2004; Saltos et al., 2021).

Adicionalmente, el método de inoculacién utilizado también ha sido ampliamente evaluado
para poder realizar un cribado confiable de plantas tolerantes a este agente patdgeno. La idea
es que el método de inoculaciéon debe permitir una infeccion consistente en toda la poblacién
para evitar seleccionar falsos tolerantes, con la finalidad de llevar a cabo estudios confiables que
permitan evaluar estas interacciones y que se estén llevando a cabo de manera consistente, es
por esta razén que diversas metodologias existen que promueven la infeccién en plantas
estudiadas, bajo diversas estrategias, una de estas es la inoculaciéon por medio de zoosporas,
otra metodologia cominmente utilizada consiste en inocular con discos de medio PDA con
crecimiento de la cepa, estos métodos aportan cada uno ciertos beneficios de acuerdo al
enfoque del estudio, dependiendo del patosistema evaluado, puesto que el método de
inoculacién puede ser la diferencia entre evaluar una interaccion compatible y una
incompatible, debido al estadio de desarrollo del patégeno al momento de inocular (Gevens et

al., 2006; Monroy-Barbosa y Bosland, 2010; Kondratev et al., 2020).

Diversos estudios se han realizado para determinar la tolerancia de diversas variedades de
Capsicum a esta enfermedad y evaluar sus efectos, en 1991 Bosland y Lindsey establecieron un
nuevo método para identificar la resistencia y susceptibilidad a diferentes cultivares de chile
ante la pudricién de la raiz causada por Phytophthora, en este estudio evalué diversas lineas de
chile, inoculando con el patdégeno por medio de discos de medio con crecimiento de P. capsici,
donde establecié un indice de severidad de 0 a 9, que permitia evaluar la aparicién de sintomas
a lo largo del tiempo posterior a la inoculacién de la planta con el patdgeno. El método de
inoculacién mencionado permitié la diferenciacion de plantas resistentes y susceptibles a la
enfermedad de pudricion de la raiz, las plantas resistentes mostraban poca o ninguna presencia

de sintomas, mientras que las variedades susceptibles presentaban sintomas cada vez mas
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severos con el paso del tiempo, hasta llegar a la muerte de la planta. En 2010 Monroy-Barbosa
y Bosland evaluaron los efectos de la enfermedad asociada a diversas cepas de P. capsici con un
método que permitié evaluar en una planta, por medio del establecimiento de diversas escalas
de severidad de 0 a 5, a nivel macroscdpico, el efecto de las diversas cepas del patdégeno sobre
la misma. Esta técnica establecié una forma rapida de evaluar los efectos de diversas cepas de
patdégeno sobre una misma planta. en este estudio establecid también la aparicién de los
primeros sintomas a los 2 dias posteriores a la inoculacién, y se evalué comparando variedades
susceptibles a la enfermedad con la variedad resistente Criollo de Morelos (CM-334). En 2005
Silvar y colaboradores establecieron una metodologia para la deteccién y cuantificaciéon de P.
capsici en plantas, por medio de una correlacién con la concentracidon de ADN del patdgeno vy la
susceptibilidad de la planta a la infeccidn por Phytophthora. El método se basa en hacer uso de
la técnica de qPCR para la medicion del contenido de ADN del patégeno en las muestras,
haciendo uso de primers especificos del gen CAP que corresponde a una region ITS especifica de
Phytophthora capsici, al evaluar la concentracidn de este gen en diversas muestras infectadas, y
correlacionarlo con una curva estandarizada se pudo establecer una relacién entre la cantidad
de CAP vy la del patégeno en la planta, de manera que determinaron si habia un aumento en el
contenido de patdgeno en la planta y asociarlo a la susceptibilidad de la misma a la infeccion, en
este estudio evaluaron la susceptibilidad a la enfermedad en diversas variedades de chile. El
Unico cultivar conocido que presenta resistencia a diversos aislados de P. capsici es la variedad
Criollo de Morelos CM-334, el cual pose frutos de pocas caracteristicas agrondmicas que limitan
su comercializacion, el estudio de esta resistencia forma parte de la estrategia para entender la
interaccidon de las plantas con el patdégeno y encontrar una via de mejoramiento de cultivos

(Silvar et al., 2005b; a; Monroy-Barbosa y Bosland, 2010; Granke et al., 2012).

Uno de los factores mas relevantes al momento de estudiar interacciones entre plantas y
patdgenos es el grado de virulencia que presenta un patdgeno en particular, el cual puede variar
de acuerdo con diversas condiciones, siendo diferente incluso entre diversas cepas de un mismo
organismo. Muchos de los estudios que tratan las interacciones planta patdégeno suelen
enfocarse en el estudio de genes de avirulencia (Avr). Se ha evaluado que los genes que
determinan la resistencia y susceptibilidad en las plantas son complementarios a los genes que

determinan la virulencia y la avirulencia en los patégenos (Kenneth Madriz Ordefiana, 2002).
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Debido a que P. capsici presenta una variabilidad en la virulencia, donde se pueden presentar
diversos fenotipos asociados a la infeccidn, es que es complicado encontrar material vegetal con

resistencia al patégeno.

Un estudio realizado con aislados de P. capsici Leonian recolectados en el noroeste de Espafia,
sobre genotipos de C. annuum con origenes diversos (Incluido el criollo de Morelos 334) indico
qgue existen diferencias significativas en la interaccién genotipo-aislado, y diferencias de
virulencia entre los diferentes aislados inoculados (Andrés Ares et al., 2005). Un estudio sobre la
variabilidad morfolégica de diversas cepas de P. capsici aisladas de chile pimiento morrén
(Capsicum annuum) indica que este patdgeno presenta alta variabilidad de virulencia y de
sensibilidad a fungicidas, al obtenerse diversos tipos de colonias con morfologias diferentes
(estrellada, petaloide y radial), asi como variacién en la sensibilidad hacia mefenoxam. Siendo
un alto porcentaje (86.6%) de los aislados inoculados altamente virulentos, produciendo
sintomas a los cuatro dias posteriores a la inoculacién (Sanchez-Gurrola et al., 2019). También
se ha evaluado el fenotipo de la enfermedad asociado a la virulencia en chile de P. capsici
aislado de las regiones de Michoacdn, México. Reyes-Tena y colaboradores en 2019 evaluaron
estos fenotipos asociados a la infeccion de P. capsici en chiles Capsicum annuum, usando 26
chiles de lineas recombinantes de Nuevo México (NMRILs) en condiciones de invernadero,

donde determinaron 10 aislados patégenos asociados a 10 fenotipos de virulencia.

México tiene una gran cantidad de haplotipos de Capsicum, se ha observado una gran
variabilidad genética entre ellos. Diversos autores han reportado que las diferentes variedades
del género Capsicum presenta diferente grado de tolerancia ante el patégeno P. capsici. Moran-
Bafiuelos y colaboradores (2010) evaluaron la resistencia a P. capsici de 29 poblaciones de
chiles nativos del sur de Puebla bajo condiciones de invernadero, registrando apariciéon de
sintomas, incidencia, y acumulacion de necrosis en diversas partes de la planta, indicando que
existen diferencias significativas entre las distintas poblaciones, dando indicios de que la
defensa particular de ciertas poblaciones de chiles pueden presentarse como alternativa de
estudio en programas de mejoramiento de cultivo, resultados similares son los presentados por
Reyes Tena y colaboradores (2019). Todas estas evidencias indican que existen diferencias

significativas en la interaccién genotipo-aislado, observandose por ello diferente virulencia de
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una cepa ante las diferentes variedades del género Capsicum (Andrés Ares et al., 2005; Moran-

Bafiuelos et al., 2010; Reyes-Tena et al., 2019).

2.3 Antecedentes del objetivo particular 2

2.3.1 Larespuesta de defensa de la planta se induce al reconocer elementos del patégeno

Las plantas pueden contrarrestar el estrés bidtico, con mecanismos sofisticados de
reconocimiento y defensa ante agentes patdgenos, esto da lugar a una interaccién de tipo
compatible si los mecanismos de defensa se ven superados por los mecanismos de infeccién de
un patégeno; por otro lado, en la interaccidn de tipo incompatible se contrarresta el ataque del
agente patogeno. Los mecanismos de defensa pueden ser constitutivos, estando siempre
presentes en la planta, y formando parte de la primera linea de defensa ante cualquier amenaza
gue pueda encontrarse en su ambiente, donde se provee una forma pasiva de resistencia.
Ejemplos de estos son la formacion de capas gruesas de cuticula en las plantas, que forman
barreras fisicas que impiden el ataque de patdgenos, y también hay defensas quimicas
constitutivas como la acumulacion de compuestos tdxicos en células vegetales, estos
mecanismos se encuentran siempre presentes y sus caracteristicas dependen del organismo. El
primer nivel del sistema inmune de la planta corresponde a la percepcion de patdgenos a través
del patrén molecular asociado a patégenos de reconocimiento (PAMP) (o patréon molecular
asociado a microbios o dafos) lo cual genera una inmunidad activada (PTI, esto se lleva a cabo
mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que detectan y reconocen diversos
estimulos, tanto quimicos como fisicos y bioldgicos. Las proteinas de reconocimiento mas
estudiadas son las RLPs y las RLKs, las primeras tienen dominios de repeticiones ricas en leucina,
con un C-terminal ligado a la membrana, mientras que las RLKs son quinasas que poseen un
dominio extracelular con un N-terminal, un dominio transmembranal y un dominio quinasa C-
terminal dentro de la célula, es intercelular. La percepcion de patégenos también puede ocurrir
a través del reconocimiento de efectores de patégenos (moléculas sintetizadas para mejorar la
aptitud de los patogenos) a través de proteinas de resistencia a enfermedades (proteinas R) de
las plantas que pueden implementar una inmunidad llamada inmunidad activada por efectores

(ETI), siendo por ello los genes de resistencia (Genes R) a enfermedades en plantas importantes
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componentes genéticos de resistencia, estos genes R codifican en su mayoria para proteinas
NBS-LRR (Nucleotide Binding Site Leucine-Rich Repeat), que suelen interactuar principalmente
en mecanismos de deteccidn de patdgenos, como moléculas efectoras provenientes de estos, o
proteinas asociadas a patdgenos. Estas interacciones entre la planta y el patégeno dependen en
gran medida del contenido genético de cada organismo, del cual dependera la capacidad del
organismo de poder contrarrestar ya sea las defensas o los ataques del otro. La resistencia
inducida en plantas es un mecanismo de defensa que involucra la expresidon de genes y una
serie de cambios metabdlicos, consecuencia del reconocimiento especifico por parte de la
planta, de estructuras asociadas a patdgenos. Un ejemplo del reconocimiento de patrones
moleculares se da en la interaccidn con el péptido flg22, que es derivado de la flagelina y actua
como un PAMP, y su reconocimiento activa cascadas de proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK), donde por ejemplo en Arabidopsis se activan las proteinas MPK3, MPK4 y
MPK6 en respuesta a estimulos asociados con flg22, de manera que se regula la defensa en
funcién de estas interacciones. En el caso de Arabidopsis se ha visto que la MPK6 vy el factor de
respuesta a etileno ERF104 estdn asociadas a esta respuesta ante la presencia de flg22,
estimulando la producciéon de etileno en un mecanismo de interaccion dindmico que no estd del

todo descrito (Bethke et al., 2009; Chavez-Diaz y Zavaleta-Mejia, 2019).

Entre los mecanismos de defensa se encuentra la resistencia sistémica adquirida, que involucra
la respuesta que se activa para contrarrestar ataques de patdgenos, y la resistencia inducida,
donde se involucran los cambios metabdlicos y mecanismos de reconocimiento. La importancia
de estos mecanismos de reconocimiento de patégenos es elevada, de esto depende la
respuesta de defensa en la planta, y por lo regular estos mecanismos son el objetivo del ataque
de diversos patdgenos, que tratan de inhibir su deteccidn para facilitar la infeccién. Los modelos
que describen estos mecanismos consideran la interaccion entre productos de un receptor
codificado por genes R en planta, y un ligando, codificado por genes Avr del patégeno. Esta
interaccidon genera una cascada de reacciones de defensa, actualmente gracias al avance de
tecnologias para el estudio de estas interacciones se ha caracterizado a nivel molecular diversos
genes R y Avr, los cuales son especificos de una planta con su patégeno. Por ejemplo, se
caracterizd el Gen R, denominado Prf, asociado a la deteccién del gen AvrPto del patégeno

Pseudomonass syringae pv. tomato, también el gen Cf-2 asociado al gen Avr2 en la interaccién
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de Tomate-Cladosporium fulvum. La mayoria de estas proteinas codificadas por genes R de las
plantas tienen caracteristicas especificas, como la presencia de proteinas NBS-LRR, que son
proteinas con repeticiones ricas en leucina (LRR) y de sitios de unién a nucledtidos (NBS), por lo
que son capaces de unirse a moléculas de ATP y GTP. Algunas de estas proteinas codificadas por
genes R poseen dominios transmembrana, lo que permite que sean capaces de ejercer su labor
de reconocimiento en el exterior de la célula, de forma complementaria también pueden
localizarse en el citoplasma, para reconocimiento de productos Avr en el interior de la célula, de
manera que este reconocimiento conforma el primer paso del complejo sistema de defensa que
ejerce la planta. Estas proteinas NBS-LRR reconocen proteinas efectoras y Avr de todo tipo de
patdgenos y diversos genes R, lo que confiere resistencia a genes de Phytophthora, de los cuales
se han investigado algunos, como Rb/RpiBlbl, R1, R3b y R3a, que confieren resistencia a P.
infestans, también los genes Rpslk, Rps4 y Rps6, que se ha evaluado confieren resistencia a P.

sojae (Kenneth Madriz Ordefiana, 2002).

2.3.2 Los mecanismos de defensa en plantas son altamente regulados

Los mecanismos de defensa como respuesta al reconocimiento de ciertos patdégenos se dan por
un complejo sistema de senalizacidn celular que genera un gran nimero de cambios en la
planta, de tipo metabdlico y morfoldgico, y de la expresion de genes relacionados con la
defensa (Bari y Jones, 2009). Estos mecanismos por lo general incluyen aspectos como la
muerte celular por reaccién hipersensible, la acumulacién de metabolitos con actividad
antimicrobiana, la acumulacidn de enzimas hidroliticas y la deposicién de sustancias de
refuerzo, para evitar el avance del patdégeno. La induccidon de estos mecanismos de defensa
suele activarse por la presencia de ciertas moléculas en las plantas, las fitohormonas, las cuales
son encargadas de diversas funciones relacionadas con procesos de desarrollo y crecimiento en
plantas, asi como en la respuesta a estrés bidtico y abidtico en las mismas. Dentro de las
fitohormonas mds conocidas por ser participes en estos mecanismos de defensa inducida se
encuentran el acido Salicilico (SA), etileno (ET) y el Jasmonato (JA), también algunas otras como
las auxinas, giberelinas, el acido abscisico y citoquininas (Bari y Jones, 2009). Las fitohormonas
regulan una gran variedad de procesos fisioldgicos en las plantas. Ademas, el acido salicilico

(SA), el acido jasmodnico y el etileno son responsables de las respuestas de defensa primarias
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contra el estes abiodtico y bidtico, mientras que los reguladores de crecimiento de las plantas,
como las auxinas, los brasinoesteroides (BR), las citoquininas (CK), el dcido abscisico (ABA) y

giberelinas (GA), también contribuyen a la inmunidad de las plantas.

El SA, JA y ET ejercen funciones muy importantes en la regulacion de respuesta de defensa en
las plantas ante patdgenos, plagas y diversos tipos de estrés abidtico. En lo que respecta a la
defensa ante patdgenos, se sabe que el SA actua en respuesta de infecciones de patdgenos
biotréficos y hemibiotréficos, mientras que el ET y el JA inducen respuesta correspondiente a
los patdgenos necrotroéficos. El rol que tiene el acido salicilico en la defensa ante patégenos ha
sido muy estudiado, esta molécula fue identificada como una molécula de sefializacién esencial
en la respuesta de defensa de la planta. Para remarcar su importancia, se ha estudiado que
plantas mutantes afectadas en su sistema de acumulacion de SA, suelen ser mas susceptibles a
infecciones por este tipo de patégenos biotréfico y hemibiotréficos, en plantas Arabidopsis y de
tabaco mutantes incapaces de acumular SA se observd una hiper susceptibilidad a patégenos
virulentos, incapaces de activar la resistencia sistémica adquirida (SAR) estas mutaciones
también afectan la respuesta hipersensible de las plantas, debido a que el SA también ejerce
una funcién importante en esta respuesta. Los niveles de SA en tejidos infectados suelen estar
correlacionados con la infeccidon de patdgenas de este tipo, e incluso se ha remarcado que la
aplicacion exdgena de esta fitohormona puede resultar en la induccién de genes relacionados a
la patogénesis (PR), potenciando la resistencia ante un amplio rango de patdgenas. Las vias de
sefializacion asociadas a SA, JA y ET se caracterizan por modular la expresién de genes
relacionados con la defensa de la planta, uno de ellos es el gen no expresor de genes PR
1(NPR1), que interactia con factores de transcripcién involucrados en la activacidon de genes PR
en respuesta a SA, este gen es altamente importante en la expresién de genes PR, y de genes
asociados a la resistencia sistémica inducida y adquirida. El gen NPR1 es mediador en el
sefialamiento cruzado entre SA, JA y ET, se ha demostrado que mutantes deficientes a este gen
suelen ser mas susceptibles a enfermedades, y mutantes que lo sobre expresan han adquirido

un aumento en resistencia a patégenos diversos (Halim et al., 2006; Diaz-Puentes, 2012).

Por otra parte, de igual forma se ha indicado la importancia del JA y el ET en la defensa ante

organismos necrotroéficos, se ha indicado incluso que las rutas de defensa entre SA y JA/ET
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suelen resultar antagodnicas, dando indicio de que los mecanismos de defensa son dependientes
del tipo de infeccidn que se genera en la planta. Defensas mediadas por JA estan asociados a la
expresion de los genes LOX, los cuales codifican para enzimas que cumplen roles importantes al
inicio de la cascada de sintesis de Jasmonatos. En un estudio, plantas de Nicotiana bentamiana
mutantes en el gen LOX3 disminuyen la acumulacién de Jasmonato, lo cual a su vez reduce la
resistencia de la planta ante herbivoros, en este estudio, un tratamiento con MelJA permitio
reestablecer el desarrollo de la planta mutante, demostrando la importancia de la fitohormona
y su interaccién con el gen LOX3 en mecanismos de defensa y desarrollo. (Hammerschmidt y
Schultz, 1996; Bari y Jones, 2009; Avanci et al., 2010). Las vias mediadas por JA también estan
asociadas a la expresion del gen PDF1.2, el cual constantemente se ve regulado por la
interaccidn con la via de expresion antagdnica asociada a SA, y suele ejercer su funcién rio abajo
de los genes LOX en la cascada de sefializacion. Estudios en Arabidopsis han demostrado que
mutantes comprometiendo la capacidad biosintética de Jasmonato, o la percepcién de este,
inhibiendo la expresién de genes JAR1, COI1, JIN1, no fueron capaces de sintetizar acido
jasmodnico, estas plantas comprometieron su defensa ante ataques de insectos y de hongos
patégenos. El Etileno (ET) regula aspectos de crecimiento y desarrollo, el desprendimiento de
frutas, senescencia de flores y abscisién de hojas, suele estar asociado a la expresiéon del gen
ETR1, este gen ha sido ampliamente estudiado en la planta modelo Arabidopsis thaliana, y se ha
demostrado que mutaciones en el mismo estdn asociados a una insensibilidad a etileno, dado
que el gen codifica para un receptor de etileno (Chang et al., 1993; Halim et al., 2006). Estas
fitohormonas suelen interactuar ya sea de manera antagdnica o sinérgica, con la finalidad de
afinar la respuesta de defensa, en Arabidopsis, por ejemplo se ha evaluado el efecto de suprimir
una de estas vias de sefalizacion, lo cual dio como resultado una mayor susceptibilidad ante el
ataque de patdgenos necrotréficos como Botrytis cinérea y Alternaria brassicicola, demostrando
la importancia que tiene el jasmonato y etileno en los mecanismos de respuesta ante este tipo

de patdgenos (Pré et al., 2008).

Las interacciones entre las vias de seializacidn de SA, JA y ET suelen ser antagdnicas, debido a
gue suelen ejercer su funcidn ante diversos tipos de patdgenos (Biotréficos y necrotréficos), no
obstante, estas interacciones en ocasiones también son sinérgicas, donde las tres vias de

sefializacion interactuan entre si para efectuar la respuesta de defensa en planta ante diversos
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patégenos. Diversos estudios corroboran esta interaccidn sinérgica, en 2018, Van den Berg y
colaboradores evaluaron el transcriptoma de una interaccion incompatible entre Persea
americana y Phytophthora cinnamomi, en este estudio revelaron una interaccion en las vias de
sefializacion de SA y JA en una respuesta de defensa exitosa ante el patégeno. Los autores
indican que esto se lleva a cabo debido a la caracteristica hemibiotrofica del patégeno, en la
cual para una defensa exitosa se requiere tanto de las vias de sefializacién ante infecciones
biotréficas (SA) como la que se asocia a infecciones necrotréficas (JA), esto debido al cambio de
fase que presenta la infeccion hemibiotrdfica, este estudio provee evidencia respecto a una
respuesta de defensa de tipo bifdsica en la planta, en la cual inicialmente se involucra el
mecanismo mediado por SA, mientras que a medida que transcurre el tiempo y la infeccidon
transita a la fase necrotréfica, se lleva a cabo la defensa mediada por JA, en una interaccién

entre las dos vias que comunmente son antagdnicas (van den Berg et al., 2018).

2.3.3 Respuestas de tipo compatible e incompatible

Las interacciones planta patégeno presentan dos respuestas posibles, cuando una planta es
resistente, la interaccidon se denomina incompatible, y cuando una planta es susceptible la
interaccidon se denomina compatible. Comprender el reconocimiento, la transduccién de senales
y los mecanismos de defensa involucrados en la resistencia gen por gen no solo es de gran
interés cientifico, sino que también es importante para controlar las enfermedades de las
plantas. Varios genes muestran cambios en la expresion que se utilizan como marcadores de
interacciones incompatibles, pero la magnitud y la complejidad de los cambios en la expresién
génica se producen durante las interacciones incompatibles no se han documentado bien a
nivel del genoma. Con base en estudios de expresién de varios genes, se propuso que la
respuesta que ocurre en interacciones compatibles se acelera en interacciones incompatibles
(Lamb et al., 1992). No se sabe si es cierto a nivel del genoma. Aunque los mecanismos de
transduccidon de sefiales de la planta se comparten en gran medida entre interacciones
compatibles e incompatibles, una fuerte sefializacién a etapas tempranas posterior a la
infeccion permite a las plantas superar los efectos de los factores de virulencia durante las

interacciones incompatibles (Tao et al., 2003).
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La diferencia de fenotipo después de la infeccién en plantas resistentes o susceptibles depende
de complejos mecanismos de seializacién para iniciar una respuesta de defensa después del
reconocimiento del patdgeno. Se ha observado en varios estudios una rapida y fuerte expresién
de los genes de defensa en variedades resistentes en contraste con un nivel basal o regulacion a
la baja en las susceptibles que presentan sintomas severos. En camelia, la resistencia o
susceptibilidad al patdgeno Ciborinia camelliae son definidos por el tiempo de la respuesta de
defensa. Resultados similares se han observado en el modelo de Capsicum contra el agente
patdégeno Phytophthora y en las plantas de Arabidopsis contra el patégeno Pseudomonas

syringae (Tao et al., 2003; Kondratev et al., 2020; Li et al., 2021).

2.3.4 Los inductores quimicos como elementos para activar la defensa en plantas

El efecto que tienen los inductores quimicos sobre la planta puede variar dependiendo la
concentraciéon, siendo en algunos casos una delgada linea entre un efecto positivo y uno
negativo en la planta. Se conocen varios elementos asociados a la respuesta de defensa en
plantas, sin embargo, los detalles de su topologia y dindmica aln no se conocen bien. Como
alternativa a los estudios genéticos directos e inversos de los mecanismos de defensa, se ha
optado por emplear como herramienta moléculas quimicas bioactivas. El uso de tales sondas
moleculares puede permitir a los investigadores acceder al espacio biolégico que antes era
inaccesible para los analisis genéticos debido a la redundancia de genes o la letalidad de las
mutaciones. Los elicitores sintéticos son pequefias moléculas parecidas a farmacos que inducen
respuestas de defensa de las plantas (Bari y Jones, 2009). Esto se ha visto en diversos estudios,
en 2006 Santana-Buzzy y colaboradores evaluaron el efecto de la inhibicidn del etileno en el
cultivo de chile habanero in vitro, donde se demostré que este inductor tenia un efecto
negativo en el desarrollo de las plantulas de chile, en el mismo estudio se evalué la inhibicién de
etileno por accion de nitrato de plata (AgNOs3) y cloruro de cobalto (CoCly), donde en
concentraciones adecuadas, estos componentes anadidos al medio de cultivo de las plantas
podian inhibir el efecto de la fitohormona, sin afectar como tal la produccién de etileno por
parte de la planta. Sin embargo, la presencia de etileno a concentraciones adecuadas tiene
efectos positivos, se sabe que existen factores en respuesta al etileno (ERF) que son

importantes en los mecanismos de defensa y resistencia de la planta. Algunos factores de
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transcripcion especificos de plantas son responsivos a etileno y estan asociados a la respuesta
de sefalizaciéon del mismo, como lo indican Zhang y colaboradores en 2004, donde aislaron
factores de transcripcion de tomate usando un sistema hibrido de levadura unido a la caja GCC,
el cual es un elemento responsivo a etileno y a Jasmonato de Metilo, y se determind la
presencia de un cDNA denominado JERF1, el cual codifica para una factor de transcripcion ERF,
el cual induce su expresidn en plantas de tomate por accién de etileno, Jasmonato de metilo,
acido abscisico y tratamientos con sales, esto sugirié que el factor de respuesta puede estar
asociado con diferentes rutas de sefalizacion. En el mismo estudio al evaluar este gen en
plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) la sobreexpresion de este activd la
expresion de genes asociados a la tolerancia al estrés salino en la planta, con lo cual se sugirid
que el gen JEFRF1 estaba asociado a la modulacién de tolerancia a estrés osmotico (Zhang et al.,

2004; Santana-Buzzy et al., 2006).

El 4cido Jasmdnico es capaz de inducir cambios bioquimicos vy fisiolégicos en las plantas, se ha
reportado que la aplicacion exégena de Jasmonatos induce inhibidores de proteinasas y fenol
oxidasas en tomate, la sintesis de nicotina en tabaco, y también esta asociado a la sintesis de
terpenos en diversas plantas, la sintesis de Jasmonato suele ser inducida por heridas en las
plantas, indicando su funcién en vias de sefalizacidon inducidas por heridas. Los JA son
reguladores de moléculas LOX, las cuales forman parte de una via metabdlica importante en la
conversidn de acido linoléico en la membrana de plantas, a moléculas altamente importantes,
entre las cuales se encuentra el mismo acido jasmodnico, el metil Jasmonato y Taumatina. Una
de las caracteristicas de la aplicacidon exégena de JA es que mas que actuar como un inductor
directo de la resistencia, a menudo actia en conjunto con otros mecanismos, amplificando sus

efectos (Hammerschmidt y Schultz, 1996; Ruan et al., 2019).

Otro de los inductores que se han estudiado ampliamente por su efecto en diversos
mecanismos de desarrollo de plantas es el acido salicilico (SA). Diversas solanaceas de
importancia econdmica han sido estudiadas bajo los efectos de diferentes concentraciones de
fitohormonas, para evaluar si se confiere algin beneficio para el desarrollo de la planta y la
defensa ante diversas amenazas, en un estudio de la planta de tomate en 2012 se evalud el

efecto de diversas concentraciones de acido salicilico, acido ascérbico y perdxido de hidrégeno
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para determinar si conferian a la semilla de la planta un mecanismo de defensa (priming) que
permitiera mejorar la germinacién en condiciones de estrés salino. En dicho estudio realizado
por Ghoohestani y colaboradores se observd que a concentraciones de 150 ppm de 4acido
salicilico y acido ascérbico en condiciones de estrés salino habia una mejora significativa en el
crecimiento de la planta, en contraste con otros tratamientos y con las semillas sin tratamiento.
Demostrando el efecto positivo que puede tener en el desarrollo de la planta el tener una
concentracion adecuada de fitohormonas. Hay estudios que indican que la aplicacion exdgena
de SA puede inducir resistencia a organismos ante patégenos, como ocurrié en el caso del
pepino ante el patégeno Colletotrichum lagenarium, de igual forma, es ampliamente conocido
gue la aplicacidn exdgena de SA tiene un efecto inductor de proteinas PR (Hammerschmidt y
Schultz, 1996; Li et al., 2022). En la sefializacidon de defensa mediada por SA via, la expresiéon de
genes como PR1, PR2, PR4 Y PR5 se han reportado (Van Loon et al., 2006). La ubicacion de NPR1

en el nucleo se requiere para la expresion de genes regulados por SA (Spoel et al., 2003).

Muchas de las fitohormonas tienen efectos en diferentes vias de sefalizacidn, algunas asociadas
a diversos tipos de estrés y pueden tener similitudes entre si. Yee-Shan Ku y colaboradores en
2018 evaluaron las vias de sefalizacién de respuesta a estrés bidtico y abidtico y los
entrecruzamientos existentes entre dichas vias, tomando las vias del acido abscisico, del acido
jasmonico y del acido salicilico como las principales que interactian para mitigar los efectos de
los diferentes tipos de estrés, encontrando que en estas vias la sefial de transduccion se lleva a
cabo por proteinas unidas a GTP (denominadas proteinas G), las cuales resultan clave en el
funcionamiento simultaneo de estas vias de defensa, otorgando una perspectiva mas cercana a
lo que ocurre en el ambiente natural de la planta, tomando en cuenta que en la naturaleza las

plantas se enfrentan a multiples amenazas simultaneamente(Ku et al., 2018).

2.4 Antecedentes del objetivo particular 3
2.4.1 Interacciones compatibles con patégenos hemibiotréficos

Se han realizado diversos estudios que evallen la interaccion de tipo compatible en diversos
patosistemas que involucran patégenos de tipo hemibiotréfico. En 2016, Zuluaga vy

colaboradores realizaron un estudio para evaluar el transcriptoma de tomate (S. lycopersicum)
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durante etapas sucesivas de una infeccidn de tipo hemibiotrdfico, causada por P. infestans, con
la finalidad de evaluar los cambios en la expresidn de genes y su relacidén con los mecanismos de
defensa de la planta ante la evolucidn del proceso infectivo, en dicho estudio determinaron la
aparicién de sintomas claramente visibles en diferentes tejidos a partir de la etapa de transicidn
de la primera fase infectiva (biotrdfica) a la fase necrotréfica, presentandose sintomas mas
severos a lo largo del tiempo, los cuales tenian una aparente relacidon con los cambios en el
transcriptoma de la planta, en la cual de acuerdo a lo evaluado, las primeras etapas de la
infeccion presentaron actividad de genes asociados a la resistencia inducida por acido salicilico,
el cual se caracteriza por ser mecanismo de defensa ante patdgenos de tipo biotrdéfico, en la
etapa de transicion se observé un decremento en la expresién de estos genes, y un aumento de
la expresién de genes asociados al Jasmonato de Metilo, una vez entrando en la fase
necrotréfica, donde esta fitohormona cobraria mayor importancia, al ser la principal encargada
de la defensa ante patdgenos de tipo necrotréfico. Alrededor de 10000 genes asociados a
aproximadamente 400 rutas metabdlicas mostraron diferencias durante las tres etapas del ciclo
infectivo, alrededor de 100 genes de resistencia estaban asociados a los niveles de ambas
fitohormonas, lo que provee una perspectiva de como se lleva a cabo la infeccién a nivel de
transcripcion, desde la perspectiva de la defensa de la planta. Resultados similares se
observaron en el estudio de Jupe y colaboradores, evaluando la interaccion compatible entre P.
capsici y tomate, donde se determind que cada fase de la infeccién estaba caracterizada por
cambios en la expresion de genes especificos que se correlacionaban con vias de sefializacién en
respuesta a diferentes procesos metabdlicos, por medio de una dindmica transcripcional
altamente regulada tanto en el patégeno como en el hospedero (Jupe et al., 2013; Zuluaga et

al., 2016).

2.4.2 Inductores quimicos inducen tolerancia en interacciones de tipo compatible contra
patégenos hemibiotroficos

El uso de elicitores como herramienta ha aumentado debido al efecto sobre la reduccién de la
incidencia de patdgenos, asi como un efecto potenciador sobre la induccién de la expresiéon
génica de defensa. Los inductores tienen influencia también sobre las fases infectivas de una

planta al ser atacada por un patégeno. Diferentes inductores quimicos tienen diversos efectos
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relacionados con el tipo de infeccion que puede presentar un patdgeno, ya sea biotréfico,
necrotréfico o hemibiotrdéfico. En el caso de los jasmonatos, es conocido el hecho de que esta
fitohormona tiene efectos en fases de infecciéon de tipo necrotréfico y ante algunos insectos
masticadores, esto se ha estudiado en multiples sistemas de interaccidn planta-patégeno, se ha
examinado el rol de la respuesta asociada a jasmonatos en la susceptibilidad de plantas ante
diferentes patdgenos con diferentes estilos de vida, en laboratorio y a nivel de campo. Se ha
reportado en pldntulas tratadas con Jasmonato de metilo antes del desafio, que los sintomas de
necrosis ocurrieron en tiempos tardios de la infeccidn, contra patégenos hemibiotréficos en
camelia, sésamo y papa (Chowdhury et al., 2017; Kondratev et al., 2020; Arévalo-Marin et al.,
2021). En otro estudio se examiné la interaccidon de diversos patdégenos ante una planta de
tomate (Solanum lycopersicum silvestre cv. Castlemart) tipo silvestre y una mutante deficiente
de jasmonato (def1), se evaluaron ante patdgenos de diversos estilos de infeccion (biotroéfico,
necrotréfico y hemibiotréfico), en este estudio se observd que la susceptibilidad de la planta
ante 5 de 8 patdgenos fue incrementada en las plantas deficientes de jasmonato, entre estos
patégenos se encontraba Phytophthora infestans, ampliamente conocida por su capacidad
infectiva y dificil control, siendo un patégeno de tipo hemibiotréfico. En el resto de patdgenos la
susceptibilidad no se vio afectada, esto indico que la respuesta asociada a jasmonatos reduce el
dano de diversos patégenos y se infiere que existen mecanismos diferentes para enfrentar a
diferentes patdgenos por parte de la planta, donde interactdan diferentes fitohormonas (Thaler
et al., 2004). En 2007 se realizé un estudio por Vincentius A. Halim y colaboradores, donde
presentaron evidencia asociada a la importancia del acido salicilico en la defensa basal de la
planta de papa (Solanum tuberosum) ante el oomiceto P. infestans, causante del tizon tardio de
la papa, donde una planta mutante, incapaz de acumular acido salicilico demostré ser mas
susceptible a la infeccién por el patégeno, teniendo una reducida expresion de genes de
defensa en etapa temprana de la infeccién, los cuales ayudan a retrasar los efectos negativos.
Un tratamiento de recuperacién en el mismo experimento, con un andlogo de acido salicilico
demostrd, al reducir el crecimiento del patdégeno a niveles similares a la planta sin deficiencia, la
importancia que ejerce el acido salicilico en etapas tempranas de la infeccidn, la fase biotrofica

(Halim et al., 2007).
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En 2017, Chowdhury y colaboradores evaluaron el cambio de fase de la infeccion de tipo
hemibiotréfico de la infeccion de Macrophomina phaseolina, indicando que existe una
respuesta diferencial entre variedades resistentes y susceptibles de sésamo, donde se
involucran diversas vias de sefalizacién en las diferentes fases del ciclo infectivo. Se evalué el
efecto del priming y de inhibidores de fitohormonas, demostrando que la resistencia a la
enfermedad es el resultado de la activacidon de las vias de sefializacion de JA-ET, de manera
similar se indicé que la variedad de sésamo resistente efectuaba su respuesta de defensa por
estas vias de manera mas anticipada que la variedad susceptible, lo que parece establecer una
importante diferencia en la tolerancia de la planta al patégeno (Chowdhury et al., 2017). De
manera similar, un estudio realizado por Kondratev en 2020 evaluando la susceptibilidad y
resistencia de la Camelia a la enfermedad del tizén de pétalo indico que un aspecto importante
que diferencia a las variedades de Camelia resistentes de las susceptibles es el tiempo de
respuesta de las defensas, en este estudio evaluaron Camelias ante Ciborinia camelliae,
causante de esta enfermedad. Al evaluar este patosistema en una variedad resistente y una
susceptible de camelia observaron una diferencia en la expresion de genes, en la variedad
resistente se indicé que la modulacién de la actividad transcripcional dio inicio rapidamente
ante un proceso de inoculacién por ascosporas. Para corroborar si el tiempo de respuesta en
defensa es un factor determinante en otorgar resistencia a esta variedad se evalué por
tratamientos previos con fitohormonas en la variedad susceptible si provocaba un cambio en el
nivel de susceptibilidad de la planta. Al inocular en plantas de camelias susceptibles con un
previo tratamiento con jasmonato de metilo se observé una notable reduccion del desarrollo de
la enfermedad, lo que llevo a determinar que una respuesta a tiempos tempranos puede ser un
factor importante para otorgar resistencia ante un patégeno. Al evaluar la variedad resistente
bajo las mismas condiciones con una inoculacién por medio de micelio, esta variedad presento
susceptibilidad al patégeno, resultado de un retraso en la expresién de genes de resistencia, a
diferencia de la infecciéon por medio de ascosporas donde esta variedad de camelia presentd
resistencia ante el patdgeno. Esto indica que eventos tempranos como la germinacién de
esporas o el crecimiento primario de hifas son aspectos criticos en la induccién de la respuesta

de defensa en las variedades que presentan resistencia (Kondratev et al., 2020).
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La defensa asociada al priming inducido por el dcido beta aminobutirico (BABA) también ha sido
de interés para su estudio en diversos experimentos, se ha estudiado la respuesta de este
sistema de defensa ante P. infestans en plantas de papa (Floryszak-Wieczorek et al., 2015),
donde indican que el pretratamiento con este inductor resulto en poca o nula expresién del gen
PR1 asociado a la resistencia sistémica adquirida, sin embargo, la infeccién posterior al
tratamiento resulto en una mejora en la acumulacién del transcrito del gen PR1 y en un
incremento en la resistencia basal a la enfermedad del tizén tardio. También se determiné que
este estado inducido podia ser transmitido a la progenie de la planta. En un estudio realizado
por F. Jafarbeigi y colaboradores (2020), se evaludé una interaccién entre Bemisia tabaci y
Solanum lycopersicum L. y la influencia de acido salicilico, BABA y Trichoderma en la respuesta a
este patdgeno aplicados individualmente y en combinacién en la raiz de la planta, donde se
enfatiza el uso de diferentes inductores para la activaciéon de una efectiva defensa de la planta
ante los patégenos, siendo las combinaciones con Trichoderma las que mostraron mejores

resultados en este aspecto (Jafarbeigi et al., 2020).

2.4.3 Efecto de inductores quimicos sobre la tolerancia de Capsicum a patégenos

En 2011 Nufez-Pastrana y colaboradores evaluaron el efecto de JA, SA y Etileno sobre chile
habanero (Capsicum chinense) al tratar previamente a las plantas con concentraciones de estos
tres inductores y posteriormente infectar con una cepa virulenta de Phytophthora capsici, en
dicho estudio evaluaron la aparicién de sintomas para cada tratamiento, que consistid en la
aspersion de 1 ml de cada inductor en diferentes concentraciones (1, 5y 10 mM de SA; 10, 100
y 150 uM de MelJA y 5 mM de etefdn), en este estudio se indicé que para SA y JA ninguno de los
tratamientos generaron un efecto protector en las plantulas, al contrario de como ocurrié en el
tratamiento con etefén 5 mM, donde el 30% de las plantulas retrasaron la presencia de
sintomas, indicando la importancia de la percepciéon de etileno por parte de la planta para la
respuesta de defensa. En el estudio se indicé una correlacion entre la supervivencia de las
plantas y la acumulacion del gen marcador PR1, normalmente asociado a la resistencia sistémica
adquirida (SAR) y al SA, sin embargo, mostrando independencia hacia la expresion del gen
NPR1, normalmente asociado como mediador de las vias de senalizacién de estas fitohormonas

(Nufnez-Pastrana et al., 2011).



29

En 2006 Ueeda y colaboradores evaluaron el efecto del acido jasmdnico en la resistencia ante P.
capsici en la variedad resistente de chile ““criollo de Morelos™ Capsicum annuum cv. SCM334, se
determind que la variedad resistente a la enfermedad tenia un incremento en los niveles de
acido jasmodnico inmediatamente después de infectarse la planta con el patdgeno, no obstante,
con el tiempo estos niveles de jasmonato disminuyeron, lo que conllevo un incremento en los
niveles de SA, induciendo una respuesta hipersensible acompanada de muerte celular en el
chile SCM334. Por otro lado, Baysal y colaboradores (2005) realizaron un tratamiento con
Acibenzolar-S-Metilbenzo [1,2,3]tiadiazol-7-carbotioico acido-S-metil éster (ASM) a plantas de C.
annuum, el tratamiento con ASM inhibié significativamente la infeccion con P. capsici hasta en
un 45 % en la planta. Las plantas de pimiento respondieron a los tratamientos de ASM mediante
la induccién de forma rapida pero transitoria del gen relacionado con la defensa como L-
fenilalanina amoniaco liasa (PAL). En 2015 Stamler y colaboradores evaluaron el tratamiento de
C. annuum con BABA previo a la infeccidn, ellos observaron un efecto positivo en las plantas
previamente tratadas con respecto a las plantas con la simple infeccion (Ueeda et al., 2005;

Baysal et al., 2005).



30

3. JUSTIFICACION
3.1 Importancia Cientifica

Desde una perspectiva cientifica, el estudio de las interacciones planta patdégeno permite
abordar y conocer mejor diversos mecanismos que se asocian al proceso infectivo por parte del
patdgeno, y a los diferentes mecanismos de defensa que presenta la planta, estos aspectos son
muy diversos y dependen principalmente de las especies que interactlan entre si, asi como los
diversos factores a los cuales estan asociados, como su entorno. La informacién que se tiene
acerca de interacciones entre patosistemas especificos, principalmente en plantas no modelo,
es limitada, cada nuevo estudio permite comprender un poco mas los detalles especificos que lo
caracterizan, en el caso de la interaccion entre Phytophthora capsici y Capsicum spp. no hay
muchos estudios que aborden a detalle las caracteristicas especificas de la interaccién, y siendo
P. capsici uno de los principales causantes de perdida de chile a nivel mundial, se considera
importante su estudio y evaluar qué aspectos estan asociados a la severidad que se produce en
esta enfermedad. Puesto que este conocimiento conlleva el poder evaluar técnicas para el

mejoramiento en el manejo de estos cultivos.

3.2 Importancia Tecnoloégica

En términos tecnoldgicos, es importante considerar el desarrollo de nuevas técnicas y
estrategias de cultivo, basadas en el conocimiento que se obtiene del estudio de interacciones
entre agentes patdgenos de alta severidad como es P. capsici, con cultivos de importancia
econémica, como es el chile. Las estrategias actuales del manejo de cultivos para combatir la
enfermedad de la marchitez del chile causada por P. capsici no suelen ser procedimientos
efectivos, debido a las caracteristicas del patégeno, es complicada su eliminacién por completo
sin comprometer la integridad del cultivo, es por ello que evaluar alternativas, como el estudio
de los mecanismos de defensa propios de la planta que tratan de contrarrestar los efectos de la
infeccion cobra importancia, al entender mejor estos mecanismos se permite desarrollar
estrategias que permitan potenciar y mejorar el desarrollo de estos cultivos ante diversas

amenazas.
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3.3 Importancia para el desarrollo nacional y mundial

Los cultivos de chile en México son altamente importantes en diversos ambitos, tales como el
econdmico, social, cultural, entre otros. Nuestro pais suele ser frecuentemente asociado al
consumo elevado de diversos tipos de chile, que conforman parte importante de la gastronomia
y por ende de la dieta de los mexicanos. Ademas, conlleva un factor cultural importante debido
a la alta diversidad de cultivos de chile de diferentes especies que se producen en el pais, lo cual
a su vez influye en la importancia a nivel econdmico que se genera debido a que algunas de

estas especies provienen principalmente de ser cultivadas en la region.

De acuerdo con la FAO, el chile es a nivel mundial el quinto producto horticola por superficie
cultivada, el interés se centra en diversos ambitos, no solo a nivel econémico o gastrondmico,
también tiene utilidad como fuente de colorantes naturales, efectos analgésicos y antioxidantes

(Ruiz Lau et al., 2011).

3.3.1 Pertinencia Econdmica

Debido a la importancia econdmica que conlleva el cultivo de chile en el pais, es importante el
estudio de los diversos factores que pueden provocar pérdidas importantes en la produccién de
estos cultivos, lo cual a su vez conllevaria que se den pérdidas econémicas como consecuencia.
Factores tales como enfermedades que pueden llegar a generar pérdidas totales de los cultivos,
como el caso de la enfermedad de la marchitez del chile, que ademas de ser muy daifiina,
también suele afectar rapidamente a los cultivos y es dificil de erradicar una vez llegada a los
cultivos. Por ejemplo, en Yucatan el cultivo de chile habanero es de gran importancia,
ocupando el segundo lugar en cuanto a superficie cultivada, solo superada por el tomate (Ruiz

Lau et al., 2011).

Yucatan es junto a Campeche y Quintana Roo uno de los estados productores de chile, con
rendimientos que varian entre 10 a 40 toneladas de chile por hectarea, es uno de los productos
mas rentables en el mercado nacional y de exportacién, tanto por su consumo en fresco, como
por su industrializacion para exportacion a paises como Estados Unidos y Canada (Macias

Rodriguez et al., 2013).
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3.3.2 Pertinencia Ambiental

Los agentes patdgenos de cultivos producen perdidas en grandes cantidades de estos, y suelen
ser complicadas de manejar, pudiendo afectar el equilibrio del ecosistema en el cual se
desarrollan dichos cultivos. La enfermedad de marchitez del chile es la principal causa de
perdida de cultivos de chile en el mundo, considerado un factor ambiental importante que
afecta negativamente el desarrollo de estos cultivos, por esta razén es importante evaluar su
interacciéon, con la finalidad de desarrollar estrategias que impidan que se generen altas

perdidas en las diferentes especies de chile que se producen.

3.3.3 Pertinencia Social

La produccién de chile tiene un alto valor sociocultural en el pais, su uso suele estar asociado a
la gastronomia frecuentemente, y, debido a la gran variedad de especies de chile que se
encuentran en el pais, se adjudica a México como una de las regiones de mayor importancia en
este ambito. El estudio de cémo algunos efectores pueden afectar el desarrollo de la
enfermedad de la marchitez del chile es importante en este aspecto, principalmente por que
ataca diversas especies de chile de manera muy severa, y dentro de las variedades conocidas,
solo se tiene registro de una variedad, procedente del pais, que presenta tolerancia a dicha
enfermedad, la cual se considera una variedad de chile muy importante para el estudio de esta

enfermedad.

Uno de los aspectos mas importantes a tomar en cuenta es el ambito de seguridad alimentaria,
gue contempla cuatro aspectos importantes respecto a la disponibilidad de alimentos, el
acceso, su uso y la estabilidad de |a oferta de estos, en México existen las dos formas mas claras
de malnutricidn, la obesidad y la desnutricién. El pais contempla en 2014 una disponibilidad
energética de las mas elevadas en el mundo, cuantificada en 3,145 kilocalorias por persona al
dia. En lo que respecta a la desnutricion, mas del 18% del pais se encuentra en pobreza
alimentaria. Esta pobreza e inseguridad alimentaria estd marcada por diversos factores, dentro
de los cuales se encuentra una produccidén que no puede abastecer al total de la poblacién, de
igual forma el acceso a los alimentos no estd a disponibilidad de todos, debido a carencias

econdmicas (Urquia-Fernandez Robles, 2013).
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4. HIPOTESIS

Si las vias de SA y MeJA/ET estan involucradas en el establecimiento de respuesta defensa
durante la interaccién compatible de Capsicum spp. - P. capsici un patégeno hemibiotréfico,
entonces la induccidn previa de estas vias y la aplicacion exégena de un inductor de la memoria
celular como es BABA afectardn el nivel de tolerancia de Capsicum spp. a este patégeno, asi

como la expresién de los genes relacionados con la regulacion de defensa.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Analizar los niveles de tolerancia conferidos por inductores quimicos relacionados con la

defensa en Capsicum spp. a nivel macroscépico y de la expresiéon de genes durante la

interaccidn con el patégeno Phytophthora capsici.

5.2 Objetivos particulares

1) Determinar el grado de virulencia del patégeno P. capsici sobre Capsicum spp.

2) Evaluar la concentracién y el efecto de los inductores quimicos sobre los marcadores de

defensa de Capsicum spp.

3) Evaluar el efecto de los inductores quimicos sobre la fase de infecciéon a nivel

macroscopico y molecular.
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Figura 1. Estrategia metodoldgica.

6.1 Obtencion de material bioldgico (aplica en todos los objetivos)

35

En el grupo de trabajo se cuenta con varias accesiones de Capsicum spp., las de C. chinense

Chiapas y C. chinense Mayan Ba’alche pertenecen a un banco de germoplasma (CPV-279,

otorgada por la Dra. Sylvia Fernandez-Pavia, Universidad Michoacan de San Nicolas de Hidalgo),

por otro lado C. annuum variedad jalapefio y ancho son provenientes de semillas comerciales.

Adicionalmente se cuenta con dos cepas resguardadas de Phytophthora capsici, aislados de

tejido infectado de Capsicum, uno del estado de Oaxaca y otro del estado de Veracruz.
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6.1.1 Obtencidn de plantulas in vitro

Semillas de 4 variedades de Capsicum se sometieron a un proceso de asepsia de la siguiente
forma: en un tubo falcén de 50 ml con aproximadamente 25 semillas por tubo se adicionaron 50
ml de etanol al 70% y se realizé una ligera agitacion por 5 min, se decanto el sobrenadante con
ayuda de un colador. Se adicionaron 50 ml de agua destilada estéril, para lavar y eliminar resto
de alcohol, se agité ligeramente por 5 min y se decantd (este proceso se repitié dos veces).
Posteriormente se adicionaron 50 ml de una solucion de hipoclorito de sodio al 30% y se agité
por 40 min, finalizado este periodo de tiempo se decanté el sobrenadante. Se realizaron 3
lavados con 50 ml de agua destilada estéril, agitando por 5 min y decantando entre cada lavado.
Las semillas se incubaron por 24 h en 50 mg/ml de cefotaxima y posteriormente las semillas se
colocaron en cajas con algoddén estéril humedo, y fueron puestas en oscuridad para su

germinacion.

Las semillas germinadas fueron transferidas a cajas magentas con medio Murashige Skoog salts
(sigma) (4.4 g/L, tiamina 40 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, L-cisteina 25 mg/L, sacarosa 30 g/Ly
gel rite 2.2 g/L, antes de adicionar el Gelrite a la solucidn, se ajusté el pH a 5.6) para su
desarrollo en condiciones de cdmara de crecimiento a 25 °C en foto periodo de 18 horas de luz

intensa y el resto en oscuridad. Se dejo desarrollar por aproximadamente un mes.

6.1.2 Preparacion del patégeno
6.1.2.1 Zoosporas

Una cepa de P. capsici de 7 dias en medio PDA fue resembrada en medio V8 incubando por 7
dias, pasados los 7 dias se procedio a inundar el medio con 15 ml de agua destilada estéril y se
dejo incubar en oscuridad por 72 hrs, pasadas las 72 hrs se indujo la liberacién de zoosporas por
choque térmico, incubando el patégeno inundado a 4°C por una hora, posteriormente se
procedid a incubar por 30- 60 minutos a temperatura ambiente (25°C). Se realizé el conteo de
zoosporas en cdmara de Neubauer con ayuda de un microscopio (Microscopio compuesto Motic

Serie B1) a 40X.
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6.1.2.2 Micelio

Para la obtencidn de discos de micelio para el andlisis de infeccion, se resembro el patégeno en
una placa con PDA, la cual se realizé con un disco de un didmetro de 1.8 cm de PDA proveniente
de una placa de 4 semanas de desarrollo del patégeno. Pasados 6 dias de desarrollo del
patdgeno resembrado se tomd discos de 0.4 cm de didmetro como inoculo para los andlisis de

infeccidn de las plantas de 4 semanas de Capsicum spp.

6.2 Material y métodos para cubrir el objetivo particular 1
6.2.1 Analisis de patogenicidad con escala de severidad

Plantulas de 4 semanas de desarrollo de Capsicum spp. fueron inoculadas con 10 pl de
zoosporas o con un disco de micelio para el analisis a nivel macroscépico, se determind la
aparicién de sintoma de un grupo de plantas en una cronologia de tiempo basados en una
escala de severidad. La escala de la enfermedad fue basada en lo reportado por Barbosa y
Bosland (2010) con modificaciones menores en las que 0= Sin sintomas de la enfermedad, 1=
Empapados en agua, 2= El drea en contacto con el patdgeno estaba necrosada, 3= Las hojas
inoculadas estaban necrosadas, 4= El tallo de las plantas estaba necrosado y el micelio estaba
creciendo, 5= hojas sistémicas necrosadas. Se documenté por fotografia los sintomas
representativos en los tiempos de 24, 48 y 72 horas después de la inoculacién (hpi). En paralelo

se determind el % de severidad del grupo analizado mediante la férmula:

Porcentaje del indice de la enfermedad = (el grado numérico de la enfermedad X niumero de
plantas enfermas de ese grado) / (el grado mas alto de la enfermedad x el nimero total de

sobrevivientes) X 100.

Se determind por aparicion de sintomas, tanto por tiempo y severidad, la variedad de Capsicum

mas susceptible a la infeccién.

Para la obtencion de ADN gendmico se maceraron muestras de micelio incubadas por 5 dias en
caldo V8 en oscuridad, cortando aproximadamente 500 mg de tejido y distribuyéndolo en tubos
eppendorf, la maceracion se realizé afladiendo 800 pl de buffer de lisis y lisando con ayuda de

un pistilo de plastico hasta que quedd una mezcla pastosa. Se centrifugé por 5 minutos a 12000
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rom a temperatura ambiente. Se recolectaron 500 ul de la fase acuosa y se afiadieron 300 ul de
buffer de lisis. Posteriormente se afiadieron 16 ul de B-mercaptoetanol y 16 pl de proteinasa k.
Se incubd a 55°C por 1 hora a 500 rpm en un Thermoblock. Posteriormente se adicionaron 600
ul de mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se centrifugd a 12000 rpm por 10
minutos y se recolectaron 400 ul de sobrenadante, posteriormente se dejé incubando por 24
hrs en congelador con isopropanol frio para precipitacién. Una vez pasadas las 24 hrs se
centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos. Se decanto el sobrenadante y se realizaron dos lavados
con 1 ml de etanol frio, centrifugando a 12000 rpm por 10 minutos entre cada lavado. Se
elimind el excedente de etanol incubando por 10 minutos en Thermoblock a 55°C sin agitacidn,
una vez eliminado el excedente se resuspendid la muestra en 40 ul de agua grado biologia
molecular. Una vez obtenido el ADN gendmico se determind su calidad e integridad, por medio

de una electroforesis en gel de agarosa al 1% y por cuantificacién en Nanodrop.

Se evalud el funcionamiento de los primers por medio de un PCR punto final para evaluar los
productos de la reaccion. El PCR se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones: 94°C por 2
minutos, 30 ciclos de 94°C por 30 segs, 57°C por 30 segs y 72°C por 2.5 min, seguido de 10

minutos a 72°C. Mezclando las proporciones como se muestra en Tabla 1.

Tabla 1. Proporciones de mezcla de reaccién para PCR punto final, volumen de 25 microlitros.

Material 1X
Primer Fw 0.62 ul
Primer Rv 0.62 pl
Muestra 0.5 ul
dNTPs 0.5 ul
Buffer 5X 5ul

H,0 grado Biologia 17.635 pl
Molecular

Tag polimerasa 0.125 ul
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6.2.2 Deteccidn de los genes de fase infectiva por RT-PCR

Plantulas de 4 semanas de desarrollo fueron inoculadas con el patégeno P. capsici. Se tomd
tejido infectado a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacién. La extraccion de ARN de tejido
vegetal se llevd a cabo macerando aproximadamente 300 mg de tejido vegetal en nitrégeno
liquido y recolectando en tubos eppendorf de 5 ml, se adiciono volumen apropiado de PureZOL
(Peso/volumen) y se homogenizo. Se prosiguio a la extraccion del ARN total, para ello se empled
el paquete de extraccién “Direct-Zol RNA miniprep plus “ de la casa comercial Zymo Research.
La muestra posteriormente fue cuantificada en Nanodrop y visualizada por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5%, preparando Buffer TBE 2X con agua DEPC, para evaluar la integridad vy
calidad del ARN.

La sintesis de primera cadena se llevd a cabo con el kit de Maxima First Strand cDNA Synthesis
de la casa comercial Thermo Scientific, para ello se empled como templado 5 pg de ARN, el cual
fue sometido al siguiente procedimiento indicado por el fabricante, omitiendo la reaccién con
DNAsas. El templado de 5 pg se mezclé con agua grado biologia molecular para un volumen de
14 pl, al cual se le anadio6 pl de 5x buffer reaction mix y 2 ul de Maxima Enzyme Mix,
homogenizando, una vez realizada la mezcla se realizaron una serie de incubaciones, primero a
25 °C 10 minutos, posteriormente a 50°C por 30 minutos y por ultimo a 85°C por 5 minutos.
Obteniendo un volumen total de 20 ul de cDNA. Para la deteccidn de los genes de fase infectiva
del patdégeno se realiz6 un PCR empleando las instrucciones del fabricante de la GoTaq

Polimerasa de la casa comercial PROMEGA., los primers empleados se presentan en la Tabla 2:

Tabla 2. Primers asociados a diferentes fases del ciclo infectivo de P. capsici.

Gen Asociado a Tamaiio (Pb)

PcTubulina / Jupe et al. 2013 | Deteccién de patégeno

PcHmp1 / Jupe et al. 2013 Fase biotrofica 950

PcNPP1 / Jupe et al. 2013 Interfase 350

PcCDC14 / Jupe et al. 2013 Fase necrotrofica 490
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6.3 Material y métodos para cubrir el objetivo particular 2
6.3.1 Tratamiento quimico con inductores

Las moléculas inductoras acidos salicilico (SA), etileno (ET), jasmonato de metilo (MelA) y el
inductor de la memoria celular BABA se adquirieron de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.).
Las concentraciones que se utilizaron para las moléculas inductoras se eligieron de acuerdo con
las concentraciones reportadas en diversas literaturas (Park et al., 2001; Zhang et al., 2004
Ghoohestani et al., 2012; Mandal et al., 2013; Floryszak-Wieczorek et al., 2015; Wiesel et al.,
2015; Mishra et al., 2017; Venegas-Molina et al., 2020).

Plantulas de Capsicum con 4 semanas de desarrollo fueron tratadas por aspersidon en la
superficie de las hojas con 2 mililitros de la solucién de la molécula inductora. Para el andlisis se
manejaron dos grupos por cada tratamiento, un grupo control el cual consisti6 en plantas
asperjadas con la solucion disolvente de la molécula inductora; el segundo grupo consistié en
plantulas asperjadas con la solucién de la molécula inductora a la concentracién de analisis
(salicilato de sodio (SA) a 1, 2.5 y 5 mM, Etefén a una concentracién de 0.1, 1y 2.5 mM, metil
jasmonato (MeJA) a 150 uM, y BABA a 2 concentraciones, 2.5 y 5 mM). Cada grupo fue
representado por 10 plantas. Después de la induccién las cajas magentas se taparon de forma
hermética por 24 horas. Se realizd la colecta de tejido vegetal a las 24, 48 y 72 horas después

del tratamiento para la extraccion de los acidos nucleicos.

6.3.2 Extraccion de ARN total de tejido vegetal

Como primera estrategia para la extraccion de ARN total se empled el PureZOL de la casa
comercial BIO-RAD. Se macerd 500 mg de tejido vegetal con ayuda de nitrégeno liquido, se le
adiciond 1 ml de PureZOL y se incubd por 5 minutos a temperatura del cuarto. Trascurrido el
tiempo de incubacién se procedid a colocar 0.3 ml de cloroformo, se incubé por 5 minutos y se
centrifugé a 12,000 g X 15 minutos a 42 C. En un tubo de 1.5 ml se recuperé la fase liquida y se
le adiciond 375 pl de isopropanol y 375 de una mezcla de sales (citrato de sodio/cloruro de
sodio), se incubd toda la noche a -202 C. Posterior a la incubacion se centrifugd a 12,000 x g por
10 minutos se decanta la fase liquida y la pastilla resultante se lavd por dos ocasiones con etanol

al 70 %. La pastilla se re suspendio con 20 pl de agua grado biologia molecular. Para visualizar la
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integridad se visualizaron en gel de agarosa al 1% que contenia bromuro de etidio el cual corrié

por ~25 minutos a 95 V.

Modificaciones en el método extraccién de ARN total consistieron principalmente en que
obtenida la fase liquida posterior a la adicién de 0.3 ml de cloroformo, se procedié continuar la
extracciéon como indica el protocolo de extraccion del kit Zymo Research (R2072) usando la fase

liguida como muestra.

6.3.3 Cuantificacion de marcadores de defensa por RT-qPCR

La sintesis de primera cadena se llevé a cabo con el kit de Maxima First Strand cDNA Synthesis
de la casa comercial Thermo Scientific, para ello se empledé como templado 5 pg de ARN, al cual
fue tratado con dsDNasas y posteriormente se realizd la sintesis siguiendo las instrucciones del
fabricante. La gqPCR se llevd a cabo con el kit Universal SYBR Green Supermix de la casa
comercial BIO-RAD, para ello se empleé como templado 100 ng de ADNc, para la mezcla de
reacciéon se emplearon las instrucciones del fabricante. Los primers empleados como

marcadores de los mecanismos de defensa en planta se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Primers marcadores de defensa en planta para RT-qPCR.

Gen de interés/autor Nombre Tamaiio d
del Oligo producto
CaNPR1/ Nufiez-Pastrana et al. | CaNPR1-F 260
2011
CaNPR1-R
CalLox2/ Nieto-Garibay et al. Calox2-F 137
2022
Calox2-R
CaETR1/ Nieto-Garibay et al. CaETR1-F 127
2022
CaETR1-R
PR1A / Liu et al. 2017 CaPR1A-F 108
CaPR1A-R
PR1B/ Hong et al. 2005 CaJAR1-F 100
CaJAR1-R




PDF1.2B / Hong et al., 2005

PDF1.2B-F

PDF1.2B-R

100

CaAP2/ERF064 / Jin et al., 2005

CaAP2/ERFO
64-F

CaAP2/ERFO
64-R

300

CaSARS82 / Zhang et al., 2005

CaSAR82-F

CaSAR82-R

980

CaPR1/ Nufiez-Pastrana et al.
2011

A-PR1-F
(basica)

A-PR1-R

108

B-PR1-F
(basica)

B-PR1-R

PR1-F

PR1-R

459

CaPDF1/ Jin et al. 2016

A-PDF1.2-F

261

A-PDF1.2-R

B-PDF1.2-F

100

B-PDF1.2-R

PDF1.2-F

PDF1.2-R

PR4/ Kang et al., 2017

PR4-F

PR4-R

100

CaMYB72/ Nieto-Garibay et al.
2022

CaUBI-3-F

CauBI-3-R

204

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase-GapCp (GAPDH)
Wan et al., 2011

CaGAPDH-F

CaGAPDH-R

276

42
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6.4 Material y métodos para cubrir el objetivo particular 3

6.4.1 Infeccidn de las plantas de chile previamente tratados con inductores quimicos para
andlisis macroscdpico y molecular

Para el andlisis del efecto en el ciclo de infeccién de cada molécula inductora se disefié la
estrategia experimental basada en informacidon de reportes previos (Nunez-Pastrana et al.,
2011; Chowdhury et al., 2016, Meyer et al., 2018). La metodologia de tratamiento con las
moléculas inductoras fue realizada como se planted en el objetivo Il; el analisis de los sintomas
gue se presentaron durante el ciclo infectivo fue realizado como se planted en materiales y
métodos del Objetivo 1. Para el analisis del efecto de la molécula inductora en el ciclo infectivo

de P. capsici en Capsicum spp. se desarrollaron 2 estrategias.

Para cada estrategia se manejé dos grupos de andlisis llevadas en paralelos; a) grupo de plantas
para el analisis macroscépico b) grupo de plantas para la colecta de tejido para del analisis de

genes. Cada estrategia consistia en poblaciones de al menos 10 plantas por tratamiento.

En la primera estrategia, plantas de 4 semanas de desarrollo se trataron con 2 ml de una
solucion de concentracion analizada de la correspondiente molécula inductora, la caja magenta
se cerrd herméticamente, 24 horas posterior al tratamiento se procedié a la inocular con P.
capsici (grupo a y b en paralelo). Para el grupo a los sintomas de la enfermedad fueron
registrados peridodicamente a los tiempos 0, 24, 48, 72 y 96 hpi, se realizé el registro de Ila
severidad de la enfermedad en base al indice de la enfermedad. Se realizé una correlacién de la
presencia de sintomas entre plantas con la simple infeccion con el agente patdgeno y las plantas
con el tratamiento con moléculas inductoras para determinar el efecto en la tolerancia al
agente patégeno por parte del tratamiento. Para el grupo b se verificé los sintomas y se
prosiguio a colectar tejido vegetal en los tiempos 0, 24, 48, 72 y 96 hpi; para este grupo se conté
con los correspondientes controles que consistié en: 1) plantas tratadas con el disolvente de la
molécula inductora; 2) plantas tratadas con la molécula inductora; 3) plantas con la infeccidn

simple.

En la segunda estrategia plantas de 4 semanas de desarrollo se trataron con 2 ml de una

solucién de concentracién analizada de la correspondiente molécula inductora, la caja magenta
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se cerré herméticamente, 72 horas posterior al tratamiento se procedié a la inocular con P.
capsici (grupo a y b en paralelo). La estrategia experimental que se siguid fue igual a la primera

estrategia.

Para los inductores como Etefdn y Salicilico solo se manejo la primera estrategia.

6.4.2 Analisis a nivel macroscopico

Los sintomas de la enfermedad fueron registrados periddicamente a los tiempos 0, 24, 48, 72 y
96 hpi, se realizd el registro de la severidad de la enfermedad en base al indice de Ia

enfermedad realizada en el objetivo | para determinar la tolerancia al agente patégeno.

6.4.3 Analisis de marcadores de defensa y de fases infectivas por RT-PCR en plantas afectadas
en su nivel de tolerancia a P. capsici

Se extrajo ARN total de plantas cuyo tratamiento con el inductor quimico afecto su nivel de
tolerancia ante el agente patdgeno, se colecto el tejido infectado (Tejido local) a las 24, 48 y 72
hpi, por cada tiempo se colectaron 5 plantas para hacer un pool. 5 pug del ARN total fueron
empleados para la sintesis de ADNc, empleando el Kit de “Thermo Scientific Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit For RT-gPCR with dsDNase’ para el PCR tiempo real se emplearon
100 nanogramos de ADNc como templado, se empled el kit “iTag Universal SYBR Green

Supermix”’ de BIO-RAD.

Se realizo el analisis de los perfiles de expresidon de los genes marcadores de fases infectivas y de
genes que codifican efectores del patdgeno durante el ciclo infectivo del grupo de plantas cuyo
tratamiento con el inductor afecto su grado de tolerancia al agente patdgeno. Se dividieron en,
grupo 1) plantas asperjadas con la solucién diluyente del inductor + P. capsici, grupo 2) plantas
asperjadas con el inductor quimico + P. capsici. Informacion sobre estos marcadores se

encuentran en las Tabla 2 y Tabla 4.
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Tabla 4. Primers de marcadores de efectores de infeccidn por P. capsici.

Gen Asociado a Tamaiio (pb)

NLP 107869 / Chen et al., 2018 | Efectores apoplasticos 433

NLPS 121494 / Chen et al., 2018 | Efectores apoplasticos 3323

NLPS 11951 / Chen et al., 2018 | Efectores apoplasticos 217

NLPS122048 / Chen et al., 2018 | Efectores apoplasticos 296

RLX45 / Li et al., 2019 Efectores citoplasmaticos | 220
RXL25 / Liang et al., 2021 Efectores citoplasmaticos | 180
RXL3A / Fan et al., 2018 Efectores citoplasmaticos | 250

6.4.4 Analisis estadistico

Una vez obtenidos los datos, estos se analizaron estadisticamente por medio del método Delta-

Delta CT y por ANOVA simple en el programa Graphpad Prism (Version 8.0.1.).
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7. RESULTADOS
7.1 Determinacidn del grado de virulencia de P. capsici sobre Capsicum spp.

Para este estudio usamos el término ‘patogenicidad’ a la capacidad del patégeno para causar
enfermedad en un hospedero particular, el término "virulencia" como el grado de dafio causado
al hospedero, finalmente "tolerancia" al rasgo que no limitan o previenen la infeccién, sino
reducir sus consecuencias para la salud del hospedero (Barrett et al., 2009; Sacristan et al.,
2021). Obtuvimos datos cuantitativos de las interacciones entre 4 hospederos (4 variedades de
Capsicum spp.) y 2 cepas del agente patogeno (aislados Oaxaca y Veracruz). Para el andlisis de
virulencia el punto de partida fue la estandarizacion del protocolo de inoculacién, donde los
procesos de inoculacidon por zoosporas y por discos de micelio mostraron diferencias
importantes, principalmente en la capacidad de incidir la enfermedad en las variedades de chile

evaluadas.

7.1.1 Analisis de virulencia a nivel macroscépico con inoculo Zoosporas P. capsici

En el presente estudio se trabajé con semillas de C. chinense provenientes de un banco de
germoplasma (Mayan Ba’alche) y otra obtenida de colectas realizadas por campesinos
(Chiapas), se observd que ambas variedades presentaron una baja tasa de germinacién, en
cuanto al desarrollo las plantas de 4 semanas posteriores a la germinacién, fenotipos diferentes
entre los lotes de semillas germinadas se observd plantulas con una mayor talla y otras
resultaron con tallos cortos y hojas pequefias. Ante esto seleccionamos un grupo que
representd el fenotipo de mayor desarrollo de plantulas y otro con las caracteristicas de plantas
de menor talla para el andlisis de virulencia de ambas cepas del patégeno. En cuanto a la
obtencién del inoculo por el proceso de inundaciéon y choque térmico se observd que con la
cepa de P. capsici de Oaxaca la concentraciéon fue de 122,500 — 165,000 zoosporas/ml; En el
caso de la cepa de P. capsici aislada de Veracruz, un inoculo de una concentraciéon de 165,000

zoosporas/ml fue obtenido.

Como punto de partida evaluamos si el fenotipo afecta la virulencia, para ello empleamos 10 pl

de suspension de zoosporas de P. capsici como inoculo, se infectd las variedades de C. chinense
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de Chiapas y Mayan Ba’alche agrupadas como las del fenotipo de menor talla en la segunda

hoja verdadera. Con el inoculo de zoosporas de la cepa aislada de Oaxaca, las plantas de la

variedad de Chiapas presentaron los primeros sintomas en las primeras 24 hpi (aspecto acuoso

en la hoja de la inoculacién), los sintomas a las 48 hpi incluian una pérdida de turgencia en hoja,

decoloracién del drea localizada de la infeccidn, para las 72 hpi se presentd necrosis en hoja y el

dano se presenté en hojas adyacentes. En la variedad de C. chinense de Mayan Ba’alche los

sintomas iniciales se observaron similares en los tiempos tempranos, sin embargo, fue a las 96

hpi donde se observo la necrosis (coloracién café oscuro intenso) en hoja adyacente (Tabla 5).

Tabla 5. Progreso de sintomas a 24, 48, y 72 hpi. Infeccidén con zoosporas de P. capsici Oaxaca
en C. chinense variedad Chiapas y variedad Mayan Ba’alche, progreso de los sintomas en
diferentes fenotipos.

P. capsici

Oaxaca

0 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi

1.- C. chinense
Chiapas + P.
capsici (1)

2.- C. chinense
Mayan Ba’alche

+ P. capsici

3.- C. chinense
Chiapas + P.
capsici (2)

4.- C. chinense
Chiapas + P.
capsici (3)
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Ante estos resultados se determind que la variedad Chiapas con fenotipo de menor talla
presentd mayor susceptibilidad a la cepa de Oaxaca. En el andlisis de virulencia de la cepa de
Veracruz se tomd la variedad de Chiapas como hospedero, los sintomas se presentaron a partir
de las 24 horas sin embargo afecto en menor medida a las plantas, la necrosis se observé con
una leve coloracion café (Tabla 6). Ante estos resultados se determiné que la cepa con mayor

virulencia es el aislado de Oaxaca.

Para concluir este andlisis se evalud el efecto de la concentracién de zoosporas de la cepa mas
virulenta con un fenotipo de mayor desarrollo de amabas variedades de hospedero. Se
inocularon las plantas con 10 pl de zoosporas a una concentracion de 165,000 zoosporas/mly se
evaluod el desarrollo de sintomas. Se observd que pasadas las primeras 72 horas no hubo
presencia de sintomas a nivel macroscdépico en ninguna planta de las dos variedades. Ante estos
resultados se realizdé una reinoculacién con la finalidad de evaluar los efectos de la cepa Oaxaca

sobre la planta, esta se realizé 14 dias después de la inoculacién inicial.

Para la reinoculacién se aumento la concentracidn del inoculo, empleando para ello un volumen
entre 15 y 20 pl de una suspensién de (565,000 zoosporas/ml), adicionalmente se inocularon
dos diferentes hojas de cada planta. Se observé que a las 96 horas posteriores a la segunda
infeccion en las plantas presentaron sintomas severos en todas las plantas inoculadas. Los
sintomas presentes fueron necrosis en hoja y tallo, crecimiento de micelio en la superficie de las
hojas y del medio de cultivo, perdida de turgencia y en dos casos se presentd abscisidon de hojas

(Tabla 7).
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Tabla 6. Progreso de sintomas a 24, 48, y 72 hpi. Infeccidén con zoosporas de P. capsici Veracruz
en C. chinense variedad Chiapas, progreso de sintomas en diferentes fenotipos.

P. capsici 0 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi

Veracruz

1.- Control

2.- C. chinense
Chiapas +P.

capsici (1)

3.- C. chinense
Chiapas +P.

capsici (2)

4.- C. chinense
Chiapas +P.

capsici (3)
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Tabla 7. Efecto de inoculacién con zoosporas en plantas (10 pl) 0 y 72 hpi sin sintomas. Efecto
de la reinoculacién con zoosporas a 96 hpi (15 y 20 pl), para las variedades de Chiapas (CcC) y
Mayan Ba’alche (CcMB).

Inoculacién 10 ul [ Reinoculacién, 15

& 20 ul

Capsicum 0 hpi ‘ 72 hpi 96 hpi

spp.

Control

(CcC)

CcC +P. Lo

capsici .

(1)

CcC+P.

capsici

(2) _

CcC+P.

capsici

(3)

Control = :’ﬂ

- i
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-

CcMB +
P. capsici

(1)

CcMB +
P. capsici

(2)

CcMB +
P. capsici

3)

Cabe mencionar que los sintomas fueron mas evidentes en la variedad de Chiapas, donde se
presentaron dos casos de abscision de hojas y una mayor cantidad de crecimiento de micelio en
la superficie de tejidos, estos resultados fueron consistentes con las primeras inoculaciones
realizadas con los fenotipos de menor talla en donde la variedad Chiapas resulto mas
susceptible. Se determind que, para el caso de plantas de mayor desarrollo, es mdas adecuado
utilizar volimenes mayores de inoculo y cuidar los tiempos de desarrollo tanto de las cepas

como de los cultivos.

En un nuevo evento de infeccién con zoosporas, se observé que entre el grupo de plantas de C.
chinense variedad Chiapas inoculadas con P. capsici Oaxaca el fenotipo de la enfermedad fue
variado a las 72 hpi. Se presentaron 3 diferentes grupos de plantas de acuerdo con el dafio
observado, desde el grupo control (0); un grupo inoculado, pero sin sintomas aparentes (1), un
grupo con sintomas en la hoja localizada (2) y un grupo de plantas con sintomas severos en toda

la planta (presencia de micelio en la planta, necrosis y oscurecimiento de tejidos) (3) (Tabla 8).
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Tabla 8. Sintomas a la 72 hpi en Capsicum chinense inoculado con P. capsici Oaxaca por método
de inoculacion con zoosporas (Grupo 0 =Control; Grupo 1 = Sin sintomas aparentes; Grupo 2 =
sintomas en Hoja localizada; Grupo 3 = Sintomas Severos) de cada grupo se presentaron al

menos 2 plantas con sintomas similares.

Muestra 0 hpi 72 hpi Muestra 0 hpi 72 hpi
Pc(0)1 Pc(2)2
Pc(0)2 | Pc(2)3
Pc(1)1 Pc(3)1
Pc(1)2 | Pc(3)2
Pc(1)3 Pc(3)3
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Para corroborar que estos fenotipos de la enfermedad corresponden a diferente fase del ciclo
infectivo de P. capsici se colecto tejido infectado y se realizé el analisis de los genes relacionados
con las fases infectivas. Previo a este analisis los oligonucleétidos fueron validados para las
cepas de este estudio (véase la seccidon de Anexos 11.2). Como resultados se observé que el gen
tubulina de P. capsici no estd presente en todos los tejidos inoculados con zoosporas.
Adicionalmente se observd que la presencia del gen PcHmpl fue ausente en las plantas sin
sintomas aparentes (1); en plantulas que presentaron sintomas en la hoja inoculada a las 72 hpi
(2) fue posible detectar una banda que representa la presencia de este gen; por otro lado, en las
plantulas que presentaron sintomas severos en los tejidos sistémicos (3), se observd una

ausencia del gen PcHmp1, una débil presencia del gen PcNPP1 y una marcada presencia del gen
PcCDC14 (Fig. 2).

A} PcTubulina B) PcHmp1

500 pb

CTIRUL

C) PcNpp1 D) PcCdc14

)

500 pb

T =
: =
: =

Figura 2. Andlisis de marcadores de fase infectiva 72hpi. 3 microlitros de producto de RT-PCR. A)
Gen marcador constitutivo de tubulina (950 pb) de P. capsici. B) Gen marcador PcHmp1(950 pb).
C) Gen marcador PcNPP1(350 pb). D) Gen marcador PcCDC14 (490 pb). Carril 1.- Marcador de 1
Kb de la casa comercial sigma. Carril 2.- Control negativo, planta sin inocular, Carril 3-5.-
Muestras sin sintomas aparentes (grupo 1, plantas 1, 2 y 4), Carril 6.- Muestra con sintomas
severos (Grupo 3 planta 3), Carril 7.- Control positivo (extracto de ADN gendmico de P. capsici).
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Este analisis nos corrobora que la inoculacién con zoosporas no esta siendo reproducible en
nuestras condiciones de laboratorio, ya que observamos sintomas de las diversas fases de la
escala de severidad en un tiempo tardio de la infeccion (72hpi). El método de inoculacién por
zoosporas es afectado por varios factores, haciendo complicado analizar una poblacién de
Capsicum spp. para determinar su estado de tolerancia o susceptibilidad ante el agente

patdgeno.

Con estos resultados podemos observar una correlacidon entre la presencia de sintomas vy la
deteccion de los correspondientes genes de fase infectiva de P. capsici, sin embargo, no
permiten marcar el tiempo en que estas fases se presentan en la poblacién inoculada con
zoosporas debido a que los sintomas se presentan de forma variable. Por lo cual se tomd la
decisién de emplear otro método de inoculaciéon que elimine los falsos positivos en el analisis.
Basados en las referencias se decidié emplear para los analisis posteriores inoculacién con

micelio crecido en placa de PDA.

7.1.2 Andlisis de tolerancia de Capsicum spp. a P. capsici aislado Oaxaca con escala de
severidad (Inoculo micelio)

Previo a este analisis se determind el porcentaje de germinacién y desarrollo de las plantas de
las variedades de C. annuum (Jalapefio y Ancho), como resultados se obtuvo que estas semillas
presentaron un 75% de germinacién, a las 4 semanas se observd un desarrollo homogéneo de
las plantas con un fenotipo de gran talla caracteristico de este género en un buen ndmero para

analisis de tolerancia.

Para el analisis macroscdpico de los sintomas, se realizd la inoculacién con un disco de micelio
de P. capsici a plantas (habanero, Jalapefio y Ancho) de 4 semanas de desarrollo en la cuarta
hoja verdadera. Se observd la presencia de sintomas a partir de las 24 horas posteriores a la
inoculacién en las poblaciones de las cuatro variedades de Capsicum spp.; en el transcurso del
tiempo de la infeccidn se presentaron los sintomas descritos para la enfermedad de la marchitez
del chile como se ven en la Tabla 9. C. chinense Chiapas y C. annuum Jalapeiio tuvieron un
progreso de la enfermedad similar, presentando sintomas en igual severidad a tiempos
similares, mientras que la variedad de chile Ancho presento a las 72 horas un nivel de severidad

de sintomas inferior comparado con las otras variedades, no obstante, a las 96 horas las tres
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variedades presentaron sintomas caracteristicos de la mayor severidad caracterizados por

necrosis en tejido sistematico.

Tabla 9. Sintomas de enfermedad en Capsicum chinense Chiapas y Capsicum annuum
variedades Jalapefio y Ancho. a las 24, 48, 72 y 96 horas post infeccidén con discos de micelio de

P. capsici Oaxaca.

0 hpi

96 hpi

Capsicum
chinense
Chiapas
+P.
capsici

Capsicum
annuum
Jalapeio
+P.
capsici

Capsicum
annuum
Ancho +
P. capsici

La valoracidn del analisis del progreso de la enfermedad evaluado cada 24 horas posterior a la

infeccion con P. capsici Oaxaca de las poblaciones de C. chinense Chiapas, C. annuum Jalapefio y

C. annuum Ancho se muestra en la Tabla 10, la integracién de estos datos en el calculo del

porcentaje de severidad se presenta en la Figura 14 de la seccién de Anexos. Para C. chinense

Chiapas, el progreso de la enfermedad se observé desde la apariciéon de sintomas como dafio en
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hoja con una escala de 1 (40 % de la poblacién analizada) y 2 (60% de la poblacién) a las
primeras 24 horas (Fig. 14A), pasando a ser dafio y necrosis tanto en hoja como en tallo a las 48
horas (60% en nivel 4 de la escala) (Fig. 14B), y por ultimo presentando necrosis en tejido
sistematico y presencia de micelio a las 72 (100 %) horas posteriores a la infeccidn, donde la

mayoria de las plantas llegaron a este punto (Fig. 14Cy D).

Tabla 10. indice de enfermedad de Capsicum chinense Chiapas, Capsicum annuum variedades
Jalapefio y Ancho (0 = Sin sintomas aparentes, 1 = Aspecto empapado en agua, 2 = Area en
contacto con patdgeno necrético, 3 = hojas inoculadas necréticas, 4 = tallo necrotizado, 5 =
hojas sistematicas necrotizadas).

Numero de plantas con los

sintomas
indice de 0 1 2 3 4 5
enfermedad
Tratamiento Numero total de indice
plantas

24 hpi
C. chinense + P. 5 32.0 2 3
capsici
Jalapefio + P. capsici 7 28.6 4 3
Ancho + P. capsici 8 27.5

48 hpi
C. chinense + P. 5 72.0 2 3
capsici
Jalapefio + P. capsici 7 77.1 1 6
Ancho + P. capsici 8 60.0 8

72 hpi
C. chinense + P. 5 100.0 5
capsici
Jalapefio + P. capsici 7 94.3 2 5
Ancho + P. capsici 8 77.5 1 7

96 hpi
C. chinense + P. 5 100.0 5
capsici
Jalapefio + P. capsici 7 100.0

Ancho + P. capsici 8 100.0
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En Capsicum annuum Jalapefio en las primeras 24 horas posteriores a la infeccion, el 57% de la
poblacion mostraban sintomas de etapas iniciales de la infeccién (Escala 1) y el 43 % restante
mostro de dafio en drea de contacto (Nivel 2 de escala de severidad), a las 48 horas las plantas
infectadas presentaban necrosis en hoja y en la mayoria de la poblacidon la necrosis habia
alcanzado el tallo (14% de la poblacion con escala de severidad 3 y 86% con escala 4), para las
72 horas el dafio en las plantas se encontraba en su mayoria a nivel sistematico (29% de la
poblacién con escala 4 y 71% con escala 5), para las 96 horas la poblaciéon en su totalidad

presentaba dafio sistematico.

Para la variedad Capsicum annuum Ancho, a las 24 horas los sintomas eran evidentes en la hoja
infectada, presentando un aspecto empapado y también dafio en el drea de contacto (62 % con
escala de 1y 38 % con escala 2), a las 48 horas practicamente todas las plantas infectadas
presentaban necrosis en las hojas inoculadas (100 % nivel 3 de la escala de severidad), para las
72 horas la necrosis se habia esparcido al tallo, sin llegar a ser sistemdatico, en comparacién con
las otras variedades analizadas (88 % de la poblacion con nivel 4 de la escala de severidad). No
obstante, para las 96 horas posteriores a la infeccidn, todas las plantas presentaban dafio

sistematico y presencia de micelio en la planta.

7.2 Andlisis del efecto de elicitores sobre marcadores de defensa en planta

7.2.1 Evaluacion del efecto de la concentracion de los elicitores moduladores de la
sefalizacion de defensa en Capsicum annuum variedad poblano

Debido a la pérdida del porcentaje de germinacidén de las semillas de Capsicum chinense del
banco de germoplasma del CICY; y de un fenotipo poco favorable de Capsicum chinense no
comercial, se decidié emplear Capsicum annuum variedad poblano basados en los resultados de
la seccion previa. El fenotipo de la planta ha influido durante la estandarizacion de las
concentraciones de los diferentes inductores ya analizadas en el modelo Capsicum chinense. En
este modelo la concentracion de MeJA (150 y100 uM) y de BABA (0.5 mM y 5 mM) no afecta a
nivel visible el estado fisioldgico de las plantas de 4 semanas de desarrollo. Con el elicitor etefén
se manejaron varias concentraciones debido a que afecta drdsticamente con la perdida de

hojas, con 0.1, 1 y 2.5 mM no se observé efecto algun en el proceso fisioldgico de caida de
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hojas. Se evalud 5, 2.5 y 1 mM de SA, se observd que la concentracion de 5 mM de SA tiene
efecto fisioldgico visible, se observé dafio en la hoja parecida a una respuesta hipersensible;
mientras que la concentracidon de 2.5 y 1 mM no presentaron dicho efecto. De este analisis se
concluyd que es necesario estandarizar la concentracién de los inductores por cada modelo
vegetal de estudio aun siendo del mismo género (Véase Anexos 11.3 para revisar el efecto de

las concentraciones en cada tratamiento a nivel macroscopico).

Ante los resultados de este primer andlisis se prosiguid a determinar si los inductores a las
concentraciones empleadas activan los mecanismos de defensa en Capsicum annuum variedad
poblano. Para ello se prosiguid a la extraccion de ARN total, durante la aplicacién del protocolo
sugerido en el manual del PUREZOL de BIO-RAD con modificaciones establecidas en el grupo de
trabajo se obtuvo muestras de buena integridad y calidad, sin embargo, no fue posible obtener
todas las muestras de una matriz de analisis, aunado a esto pesos por debajo de 0.300 g no eran
posibles de obtener con este protocolo, estos resultados fueron similares a los obtenidos con
tejido infectado con P. capsici, (Fig. 17 de la seccién de Anexos). Ante estos resultados se
cambié de estrategia y se empled el kit de extraccion de ARN de Zymo Research (R2072) con
ligeras modificaciones. Como resultados obtuvimos muestras de ARN total de buena calidad e

integridad (Fig. 3).

24 hrs 48 hrs 72 hrs
B

B2 Bl B2 B3 Bl B2 B3

1 B

Figura 3. Electroforesis extraccion ARN muestras de tratamiento con BABA. Extraccién por
medio de Kit de extracciéon de ARN (B1 = Control; B2 = BABA 2.5 mM; B3 = BABA 5 mM).
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El analisis de expresidon de genes fue realizado para diversos marcadores asociados a niveles
respuesta de defensa de la planta y a los elicitores, para cada tratamiento obtuvimos diferentes
perfiles de expresidon, con ciertas tendencias marcadas. En plantas tratadas con ET se destaca
principalmente la concentracion 1 mM, que vio un aumento en la expresién y en mayor
magnitud que el resto de las concentraciones en los genes AP2, LOX2, PR1A, PR1B Y PDF1.2B, y
una represioén para los genes NPR1 y ETR1, en SAR82 no presento cambios; para el tratamiento
con SA destaca el tratamiento 2.5 mM donde se presentd aumento en la expresidén en algunos
genes como NPR1, AP2 y PDF1.2B, y menor represiéon de otros, comparando con las demas
concentraciones, los genes ETR1 y SAR82 no fueron afectados en su expresién ante el
tratamiento; En el caso de MelA tanto para el tratamiento con tiempo de aclimatacién de 24
horas como el de 72 horas presentaron un perfil similar de expresién, con diferencia en las
magnitudes. En el caso de BABA, que se evalud solamente la concentracién de 2.5 mM, esta

presento aumento en la expresién en todos los genes evaluados (Fig. 4 y Fig. 5).

Para cada gen, en el caso de NPR 1 para ET se presentdé un aumento de expresion de 2.75y 1.49
para las concentraciones de 0.1 mM y 2.5 mM respectivamente, mientras que la concentracion
1 mM se reprimio la expresion del gen -2.35 veces; en el caso de SA se vio un aumento de 2.8 en
la expresién para la concentracién 2.5 mM, mientras que para 1 mM y 5 mM se presentd una
represion de -1.53 y -2.25 veces, respectivamente; con MeJA 0.15 mM no hubo cambios en la
expresion para el pretratamiento con tiempo de aclimatacion de 24 hrs “MelA (24)”, mientras
gue para el tiempo de aclimatacion de 72 horas se reprimid -2.4 veces; en el caso de BABA se
dio un aumento en la expresion de 3.24 veces (Fig. 4A). Para SAR82 se reprimid la expresion
para las concentraciones de ET de 0.1 y 2.5 mM, mientras que para 1 mM no se presentaron
cambios; Para SA Se reprimid la expresion del gen -3.6,-1.85 y -15.2 veces para 1, 2.5y 5 mM
respectivamente; en MelJA hubo un aumento de 2.16 veces para MelA (72) y una represion de -

2.1 en MelA (24); BABA vio un aumento de 1.9 en la expresién. (Fig. 4B).

En AP2 ET presentd un aumento en la expresién de 10.37 y4.38 a1y 2.5 mM, para 0.1 mM no
hubo cambios. En SA se vio un aumento en la expresion de 2.372 para 2.5 mM, sin cambios para
1 mM y con represion para 5mM; MelA (24) vio un aumento en la expresion de 3.3 y 5.57 para

MelA (72); para BABA se vio un ligero aumento de expresion de 1.3.( Fig. 4C). En cuanto a
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ETR1, se vio un aumento en la expresidon de 4.16 veces para ET 2.5 mM, mientras que el resto
presentd una represion del gen; con SA no se presentaron cambios en 2.5 mM, y paraly 5 mM
se reprimio -2.86 y -2 veces la expresion; con MelA, se reprimid la expresion del gen -2.6 veces
para MelA (72), MelA (24) no presenté cambios; BABA presentd un aumento de 2.45 veces.
(Fig. 4D). Para LOX2, hubo un aumento de 3.78 en la expresién para ET 1 mM, el resto de las
concentraciones la expresidon se reprimid; para SA los tratamientos presentaron represion del
gen de -5.06, -9.7 para 1y 2.5 mM, para 5 mM fue de -55.245 veces; En MEJA se observd un
aumento en la expresion en ambos tratamientos, siendo de 10.83 veces para MelA (24) y de

3.81 veces para MelJA (72) (Fig. 4E).
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Figura 4. Expresion relativa de genes en Capsicum annuum Ancho en respuesta a tratamientos y
concentraciones multiples de elicitores. Analisis por RT-qPCR de respuesta de Capsicum annuum
Ancho a tratamientos con Etefén, Acido salicilico, MeJA y BABA a diferentes concentraciones
(Como Mock se usé el diluyente de cada fitohormona). Se evaluaron los genes A) NPR1, B)
SAR82, C) AP2 D) ETR1 y E) LOX2.
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Para PR1A se presenté un aumento en la expresion de 14.74 y 7.64 en Etileno 1 mM y 2.5 mM
respectivamente, sin cambios significativos en ET 0.1 mM. En SA las 3 concentraciones
presentaron represion del gen, en magnitud de -2.89,-1.48 y -3.7 para las concentraciones de 1,
2.5 y 5 mM respectivamente. En MeJA hubo un aumento de 7.1 y 23.22 para los tratamientos
MelA (24) y MelA (72) respectivamente; y en BABA el aumento en la expresién fue de 2.28
veces (Fig. 5A). En el marcador PR1-B se vio un aumento en la expresion en ET 1y 2.5 mM de

6.79 y 1.43 respectivamente, en ET 0.1 mM se redujo -3.52 veces; con SA en todas las
concentraciones se reprimié el gen, siendo mayor en 2.5 mM donde se vio reprimida -17.7
veces; con MeJA hubo un aumento de 2.41 y 20.4 para MelA (24) y MelA (72) respectivamente;
y en BABA aumentd la expresién 2.58 veces (Fig. 5B). Por ultimo, para el marcador dePDF1.2B
en ET se dio un aumento de la expresion de 5.16 para la concentracion de 1 mM, el resto de las
concentraciones se vio reprimido, Con SA se vio un aumento de 2.57 en 2.5 mM, mientras que
para 1 mM no hubo cambios y para 5 mM se reprimid el gen -5.33 veces, Sen MelA la expresion
aumento para MelA (24), MelA (72) no presentd cambios, por ultimo, BABA presentd un

aumento de 2.4 veces. (Fig. 5C).
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Figura 5. Expresion relativa de genes PR1-a, PR1-B y PDF1.2-B en Capsicum annuum Ancho en
respuesta a tratamientos y concentraciones multiples de elicitores. Analisis por RT-qPCR de
respuesta de Capsicum annuum Ancho a tratamientos con Etefén, Acido salicilico, MeJA y BABA
a diferentes concentraciones (como Mock se usé el diluyente de cada fitohormona). Genes
evaluados: A) PR1-A, B) PR1-By C) PDF1.2-B.

Estos resultados nos indican que concentraciones de 2.5 mM de SA, 1 mM de ET, 0.15 mM de
MelA y 2.5 mM de BABA activan los mecanismos relacionados con la defensa en Capsicum

annuum variedad Ancho.
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7.3 Andlisis del efecto de elicitores sobre las fases de infeccion a nivel macroscépico y
molecular

Se evalué el efecto de los diferentes elicitores SA, ET, BABA y MeJA a diversas concentraciones,
tanto a nivel fisiolégico como de expresion de genes marcadores, evaluando la respuesta de las

plantas ante estos tratamientos y frente a una interaccion compatible con P. capsici.

7.3.1 Efecto del tratamiento con SA, ET y BABA en la tolerancia a P. capsici basado en escala
de severidad

Se evalud el efecto de los diversos tratamientos frente a la infeccién con P. capsici. Para el
acido-beta aminobutirico (BABA) los tratamientos se dividen en 6 grupos, caracterizados por un
control, un tratamiento con BABA a 2.5 mM y uno con BABA 5 mM, con tiempos de
aclimatacién diferentes, para los grupos 1-3 el tiempo fue de 24 horas, y para los grupos 4-6 el

tiempo fue de 72 horas, pasadas las cuales se infecté con discos de micelio de P. capsici.

En los diferentes tratamientos evaluados el progreso de la enfermedad a nivel macroscépico
(Tabla 11) a lo largo de 72 horas no se presenté diferencias entre tratamientos, el progreso de la
enfermedad se llevd a cabo con un perfil muy similar de avance de sintomas en escala de
severidad entre los 6 grupos, con un ligero retraso en la presencia de los sintomas iniciales de la

infeccion para los grupos con tiempo de aclimatacién post tratamiento de 72 horas.
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Tabla 11. Sintomas de C. annuum Ancho pretratado con BABA e infectado con P. capsici,
tiempos de inoculacidn postratamiento de 24 y 72 horas.

48 hpi 72 hpi

24 hpi

GRUPO 1
Mock 1

GRUPO 2
BABA 2.5 mM
24 hrs

GRUPO 3
BABA 5 mM 24
hrs

GRUPO 4
Mock 2

GRUPO 5
BABA 2.5 mM
72 hrs

GRUPO 6
BABA S mM 72
hrs

De acuerdo con el porcentaje de severidad el progreso de la enfermedad fue mas evidente para
los tratamientos con tiempo de aclimatacion de 24 horas, presentandose a las primeras 24 hpi
indices mayores comparados con los grupos 4-6. De igual manera esto ocurre para las 48 y 72

hpi, donde los porcentajes de severidad son ligeramente mayores para los grupos de
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aclimatacién de 24 horas, comparados con los de tiempo de aclimatacion de 72 horas (Tabla

12).

Tabla 12. indice de Severidad Capsicum annuum Ancho con tratamientos con BABA a 24, 48 y
72horas post infeccidon con P. capsici (Grupo 1 = Control 24 horas; Grupo 2 = BABA2.5 mM 24
hrs; Grupo 3 = BABA 5 mM 24 hrs; Grupo 4 = Control 72 hrs; Grupo 5 = BABA 2.5 mM 72 hrs;
Grupo 6 = BABA5 mM 72 hrs).

Nimero de plantas con

indice de Severidad sintomas
Numero
total de
Tratamiento plantas indice 0 1 2 3 4 5
24 hpi
Control (24) + P. capsici 6 2.86 5 1
BABA 2.5 mM (24) + P.
capsici 7 5.71 5 2
BABA 5 mM (24) + P.
capsici 5 8.57 2 3

Control (72) + P. capsici 4 0.00 4
BABA 2.5 mM (72) + P.

capsici 5 0.00 5
BABA 5 mM (72) + P.
capsici 5 0.00 5
48 hpi
Control (24) + P. capsici 6 54.29 5 1
BABA 2.5 mM (24) + P.
capsici 7 45.71 5 2
BABA 5 mM (24) + P.
capsici 5 42.86 5

Control (72) + P. capsici 4 2286 4
BABA 2.5 mM (72) + P.

capsici 5 25.71 1 4
BABA 5 mM (72) + P.
capsici 5 34.29 3 2

72 hpi
Control (24) + P. capsici 6 68.57 6
BABA 2.5 mM (24) + P.
capsici 7 77.14 1 6
BABA 5 mM (24) + P.
capsici 5 57.14 5
Control (72) + P. capsici 4 45.71 4
BABA 2.5 mM (72) + P. 5  54.29 1 4
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capsici
BABA 5 mM (72) + P.
capsici 5 51.43 2 3

A las primeras 24 hpi el sintoma presente en parte de la poblacion fue un aspecto de
empapamiento en las hojas inoculadas, sin embargo, los sintomas en la mayoria de la poblacién
de los tratamientos no eran evidentes y se presentaron sin cambios. A las 48 hpi la progresion
de los sintomas era evidente para todos los grupos, presentandose sintomas de mayor
severidad en los grupos 1,2,3 y 6, donde se presentaba necrosis en las hojas inoculadas, e
incluso en una planta del grupo 1 se presentd necrosis a nivel de tallo. Para las 72 hpi el sintoma
mas evidente para la mayoria de la poblacion evaluada en los diversos tratamientos fue de
necrosis en tallo, sin llegar a ser dafio en hojas sistémicas. La poblacidn inicial de cada uno de los
grupos era de 7 sin embargo debido a la caida de hoja inoculada a tiempos tempranos algunas
plantas de la poblacidn total dejaron de ser estadisticamente relevantes, esto sucedié en gran
parte para los grupos 4-6, que presentan las poblaciones finales mas reducidas, mientras que

por ejemplo el grupo 2 no presentd perdida de hoja en ninguna planta de la poblacién analizada

(Fig. 6).
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Figura 6. indice de Severidad de la enfermedad para Capsicum annuum Ancho (CaA) tratadas
con BABA a las 24, 48 y 72 horas post infeccién con P. capsici. (Grupo 1 = Control 24 horas;
Grupo 2 = BABA2.5 mM 24 hrs; Grupo 3 = BABA 5 mM 24 hrs; Grupo 4 = Control 72 hrs; Grupo 5
= BABA 2.5 mM 72 hrs; Grupo 6 = BABA 5 mM 72 hrs).

Para el caso de Etileno y Acido Salicilico, se evalud el efecto de los tratamientos a las
concentraciones que presentaron la activacién de los mecanismos relacionados a la defensa (1
mM y 2.5 mM, respectivamente). Los grupos de plantas evaluados a las 24 horas posteriores a la
infeccidn no mostraron cambios evidentes, ni sintomas aparentes, para las 48 horas la mayoria
de las plantas de las poblaciones en ambos tratamientos habian dejado caer la hoja localizada,
las plantas que mantenian su hoja presentaban sintomas de la infeccidn, similares entre ambos
tratamientos y las plantas control, con presencia de micelio y necrosis en el area localizada para
el tratamiento de Etileno, mientras que para salicilico se observaron sintomas de perdida de

turgencia, necrosis en area localizada y presencia de micelio.
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7.3.2 Efecto del tratamiento con Jasmonato de Metilo (MelA) en la tolerancia a P. capsici
basado en escala de severidad

Se evalué el efecto del tratamiento de MelA en la tolerancia a P. capsici para ello se manejé
cuatro grupos de plantas. El Grupo 1 consistid en las plantas con aspersion de una solucién de
150 uM de MelA y un tiempo de aclimatacién de 24 hrs previo a la inoculaciéon con P. capsici;
Grupo 2 fueron plantas asperjadas con Tritdn x-100 al 1%, con un tiempo de aclimatacién de 24
hrs, posterior al cual se infectdé a la planta con el patégeno; el Grupo 3 fueron plantas
asperjadas con Tritén x-100 al 1%, con un tiempo de aclimatacidn de 72 hrs, posterior al cual se
infectd: por dltimo el grupo 4 son las plantas con tratamiento con MeJA 150 uM con

aclimatacién de 72 hrs mas un posterior inoculo (Tabla 13).

La progresion de los sintomas a lo largo del tiempo fue variada para los diversos grupos, siendo
los grupos 1 y 2 mas similares entre si, comparado con los grupos 3 y 4. En los grupos 1y 2 el
progreso de la enfermedad a nivel macroscépico a las 72 hpi alcanzé una escala de severidad de
nivel 4, mientras que para los grupos 3 y 4 se alcanzé la escala de severidad 5 en parte de la
poblacién para el grupo 3 y en su totalidad para el grupo 4 a las 72 horas. El progreso de la
enfermedad fue mas drdstico en este ultimo grupo en el cual a las primeras 24 hpi ya se podia

apreciar sintomas severos en la mayoria de la poblacién (Tabla 14).
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Tabla 13. Sintomas de enfermedad en Capsicum annuum variedad Ancho, tratamiento con
MelA. a las 24, 48, Y 72 post infeccidon con discos de micelio de P. capsici Oaxaca (Grupo 1 =
MelA 150 uM 24 hrs, Grupo 2 = Tritdn X-100 1% 24 hrs, Grupo 3 = Tritéon X-100 1% 72 hrs,
Grupo 4 = MelA 150 uM 72 hrs).

Capsicum
annuum

Ancho

24 hpi

48 hpi

72 hpi

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4
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Tabla 14. indice de Severidad tratamientos con Jasmonato de Metilo (MelA)en Capsicum
annuum variedad Ancho, infectados con P. capsici Oaxaca. (Grupo 1 = MeJA 150 uM 24 hrs,
Grupo 2 =Tritdn X-100 1% 24 hrs, Grupo 3 = Tritén X-100 1% 72 hrs, Grupo 4 = MelA 150 uM 72

hrs).
Numero de plantas con los
sintomas
indice de Severidad 2 3 4 5
Tratamiento plantas Indice
24 hpi
150 uM MelA+ P. capsici
(24hr) 0.0
1% Triton X-100 + P.
capsici (24 hr) 6.7
1% Tritdn X-100 + P.
capsici (72 hr) 40.0 4
150 uM MelA+ P. capsici
(72hr) 84.0 1 1 3
48 hpi
150 uM MelA+ P. capsici
(24hr) 33.3 2
1% Tritdn X-100 + P.
capsici (24 hr) 26.7 1
1% Triton X-100 + P.
capsici (72 hr) 65.0 1 1 2
150 uM MelA+ P. capsici
(72hr) 96.0 1 5
72 hpi
150 uM MelA+ P. capsici
(24hr) 80.0 3
1% Tritdn X-100 + P.
capsici (24 hr) 80.0 3
1% Tritén X-100 + P.
capsici (72 hr) 85.0 3 1
150 uM MelA+ P. capsici
(72hr) 100.0 5

Para el grupo 1 a las primeras 24 horas no se presentaban sintomas evidentes en la poblacidn, a

las 48 horas el 33% de la poblacién presentaba sintomas de nivel de severidad 1, y el 67 %
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restante presento dafio en drea localizada (Escala 2), a las 72 horas un 100% de la poblaciéon

presentd dafo y necrosis en el peciolo (Escala 4).

Para el grupo 2 a las 24 horas los sintomas presentes en un 33% de la poblacién correspondian
al aspecto empapado en agua (Escala 1), a las 48 hpi el 67% de la poblacidon presentd este
aspecto empapado (Escala 1) y el 33% restante tenia dafio en area localizada (Escala 2). Pasadas

las 72 hpi el 100% presentaba necrosis en peciolo con una intensidad de café oscuro (Escala 4).

En el grupo 3 en las primeras 24 horas se observaron sintomas mas severos que en los grupos
anteriores, el 100% de la poblacién presentd dafio en drea localizada (Escala 2), para las 48 hpi
el 25% de la poblacion presentd dafo en drea localizada (Escala 2), 25% necrosis en hoja (Escala
3) y el 50% presentaba necrosis en peciolo (Escala 4), para las 72 horas ya habia sintomas de
etapas avanzadas de la infeccién en el 75% de la poblacién(Escala 4) y un 15% presentd necrosis
a nivel sistémico(Escala 5). El grupo 4 fue el que aparentemente resulto mds afectado por la
infeccidn, presentando sintomas severos de la enfermedad a las 24 hpi, donde el 60% de la
poblacién presentaba dafio a nivel sistémico (Escala 5), un 20% presento dafio en el drea
localizada (Escala 2) y otro 20% dafio en tallo (Escala 4). A las 48 horas el 20% de la poblacion
tenia dafio préximo al tallo (Escala 4) y el 80% restante presentaba dafo a nivel sistematico
(Escala 5), para las 72 hpi el total de la poblacién presentaba dafio a nivel sistematico, y

presencia de micelio en el tejido (Fig. 7).

Con esta informacién se determindé que el tratamiento con tiempo de aclimatacion de 72 horas
tiene un impacto negativo en las plantas analizadas en contra de la infeccién comparandolos

con el tratamiento de una aspersién de MelJA con aclimatacién de 24 hrs.
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Figura 7. indice de Severidad de la enfermedad para Capsicum annuum Ancho (CaA). Plantas
pretratadas con Jasmonato de Metilo y Tritén x-100 1% (Grupo 1 = MelJA 150 uM 24 hrs, Grupo
2 = Tritdn X-100 1% 24 hrs, Grupo 3 = Triton X-100 1% 72 hrs, Grupo 4 = MelA 150 uM 72 hrs).
Infectadas con P. capsici, evaluadas a las 24, 48 y 72 hpi.

Durante este analisis se observd que si bien el tratamiento con 1% de tritén o 150 uM MelA no
afectan con la perdida de hojas, la inoculacidn del agente patdgeno si. Se inicid el estudio con 20
plantas pertenecientes a cada grupo y se logré concluir con 5 plantas con ciclo completo de
infeccion (Tabla 14). Ante esto nos planteamos colectar la hoja inoculada transcurridos las 72
para el Grupo 1y 2; se observod que en el caso del Grupo 1 con pretratado con MelA la infeccidn
sistémica se presentd con sintomas menos agresivos a las 48 horas posteriores a la diseccion de
la hoja inoculada en comparacion con el grupo 2 en donde se observé perdida de turgencia del

tallo y necrosis de hojas (Fig. 8).
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Figura 8. Comparativa entre los sintomas de Capsicum annuum Ancho 72 horas posterior a la
remocién de la hoja inoculada con P. capsici. A) Grupo tratamiento con Triton X-100 1%. B)
Grupo tratamiento con MelJA 150 uM.

En una segunda repeticidon del andlisis fue necesario cambiar el % del diluyente del inductor
MelA (0.1% de tritdn); para esta repeticidon se incluyd la colecta de tejido infectado para el
analisis de los marcadores de fases infectivas. Se colecto el tejido infectado cada 24 horas en 5
plantas representativas por tiempo y el resto continuo con el inoculo para verificar los

resultados observados en el primer experimento.

Cabe mencionar que por logistica se nombrd en esta repeticion como grupos a los siguientes:
Grupo 1 fueron plantas asperjadas con 0.1 % de Triton x-100, con un tiempo de aclimatacion de
24 hrs, posterior al cual se infectd a la planta con el patégeno; Grupo 2 consistié en las plantas
con aspersion de una solucién de 150 uM de MelA y un tiempo de aclimatacién de 24 hrs
previo a la inoculacién con P. capsici; Grupo 3 fueron plantas asperjadas con 0.1% de Tritdn,
con un tiempo de aclimatacién de 72 hrs, posterior al cual se infectd; por ultimo el grupo 4 son
las plantas con tratamiento con MeJA 150 uM con aclimatacién de 72 hrs mas una posterior

inoculacion.
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Triton x100 0.1% 24HPT Meja 150 um 24HPT Triton x100 0.1% 72HPT MeJa 150 um 72HPT

48 HP!I

Figura 9. Sintomas iniciales de infeccidon de C. annuum Ancho + P. capsici, presentes a las 48
horas post infeccion.

A nivel macroscopico el tejido inoculado no presenté sintomas visibles a las 24 horas posteriores
a la inoculacién en los cuatro grupos. A las 48 hpi se observé en el grupo 1 que el peciolo
presentd aspecto de agua y en el sitio en contacto con el inoculo presentaba necrosis leve (un
café tenue); el grupo 2 no presentd sintomas en el tejido vegetal, solo se vio crecimiento de
micelio en el inoculo; en el grupo 3 y 4 se presentd la necrosis leve en la zona del inoculo (Fig.9).
Estos sintomas son los presentados en la mayoria de la poblacién analizada ya que hay una

minoria que ya presentaban sintomas agresivos (Tabla 15).

A las 72 horas post inoculacién todos los grupos presentaban necrosis severa en el sitio de la
inoculacién, en la mayoria de la poblacidon que representaba cada grupo se observd el aspecto
marchito en la hoja en areas que no se encontraban en contacto con el inoculo inicial, el peciolo
ya presentaba dafio en la mayoria. Alguna minoria de plantas presentaron un fenotipo de la

enfermedad como de 48 hpi como se presenta en la imagen del grupo 1 (Tabla 15).
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Tabla 15. Progreso de sintomas en C. annuum Ancho, infeccidon con P. capsici Oaxaca, a las 48 y
72 hpi. 4 grupos de analisis (Grupo 1= Mock 1; Grupo 2= MelA 0.15 mM 24 hpt; Grupo 3 = Mock
2; Grupo 4 = MelA 0.15 mM 72 hpt).

P. capsici Oaxaca 48 hpi ) 72 hpi
Mock 24 hpt + P. capsici
QOaxaca

MeJA0.15mM 24 hpt + P,
capsici Oaxaca

Mock 72 hpt + P. capsici
QOaxaca

MelA0.15mM 72 hpt+ P.
capsici Oaxaca
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Tabla 16. indice de Severidad tratamientos con Jasmonato de Metilo (MelA)en Capsicum
annuum variedad Ancho, infectados con P. capsici Oaxaca. (Grupo 1 = Tritdn X-100 0.1% 24 hrs,
Grupo 2 = MelA 0.15 mM 24 hrs, Grupo 3 = Tritéon X-100 0.1% 72 hrs, Grupo 4 = MelJA 0.15 mM
72 hrs).

Numero de plantas con los

sintomas
indice 0 1 2 3 4 5
de enfermedad
Tratamiento Numero Indice
total de
plantas

24 hpi
0.1% Tritdn X-100 + 7 14.28 2 5
P. capsici (24 hr)
150 uM MelA+ P. 5 0 5
capsici (24hr)
0.1% Tritén X-100 + 7 20 7
P. capsici (72 hr)
150 uM MelA+ P. 7 20 7
capsici (72hr)

48 hpi
0.1% Tritdn X-100 + 7 42 6 1
P. capsici (24 hr)
150 uM MelA+ P. 5 24 4 1
capsici (24hr)
0.1% Tritdn X-100 + 7 42 6 1
P. capsici (72 hr)
150 uM MelA+ P. 7 77 3 4
capsici (72hr)

72 hpi
0.1% Tritdn X-100 + 7 85 5 2
P. capsici (24 hr)
150 uM MelA+ P. 5 64 4 1
capsici (24hr
0.1% Tritdn X-100 + 7 85 5 2
P. capsici (72 hr)
150 uM MelA+ P. 7 85 5 2

capsici (72hr
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En este segundo evento se observé fue que para el tratamiento con MeJA 0.15 mM (Grupo 2)
inoculado 24 horas post tratamiento la presencia de los sintomas se vio ligeramente retrasada,
siendo que para las primeras 24 hpi no se presentan sintomas evidentes comparado con los
demas tratamientos que presentaban los primeros sintomas en el total de la poblacién, esta
misma tendencia estuvo presente a lo largo de las 72 horas post infeccidén, donde los sintomas
mas severos en el Grupo 2 fueron de necrosis en hoja en el 80% de la poblacién(Escala 3) , para
los grupos 1, 3 y 4 la mayoria de la poblacion presentd sintomas de necrosis en tallo, indicando

que la infeccidn llego a nivel sistémico (Fig. 10).

Figura 10. indice de Severidad de la enfermedad para Capsicum annuum Ancho infectada con P.
capsici Oaxaca. Plantas pretratadas con Jasmonato de Metilo y Triton x-100 0.1% (Grupo 1 =
Tritdon X-100 0.1% 24 hrs, Grupo 2 = MeJA 0.15 mM 24 hrs, Grupo 3 = Tritén X-100 0.1% 72 hrs,
Grupo 4 = MeJA 0.15 mM 72 hrs) evaluadas a las 24, 48 y 72 hpi.
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Estos resultados nos indicaron que el tratamiento de MeJA 0.15 mM con 24 horas de
aclimatacién previo a la infeccidén, tiene un impacto positivo en la aparicién de sintomas de
tiempos tempranos, comparando con el tratamiento de 72 horas de aclimatacién donde de los
dos eventos evaluados el primero presento un efecto negativo y el segundo no presento

cambios respecto al control evaluado.

7.3.3 Efecto del tratamiento con Jasmonato de Metilo (MelJA) en la tolerancia a P. capsici
basado en la expresidon de genes de P. capsici

Para verificar si el tratamiento con MelA realmente estd afectando la tolerancia de C. annuum
se decidid analizar a nivel molecular la expresion de genes relacionados con las fases del ciclo
infectivo, asi como la de genes relacionados con la patogénesis como con el caso de los
efectores NLPs y RXLRs. Se evalud la expresién de los genes HMP1, NPP1 y CDC14 cada uno
asociado a un gen especifico en las diversas etapas del ciclo infectivo del patégeno, para dos
tratamientos con MelJA con infeccidn a las 24 horas post tratamiento (IG1 y 1G2), y a las 72 horas
post tratamiento (IG3 y IG4) y su respectivo control a 24(1), 48(2) y 72(3) horas post infeccion
con P. capsici. Los resultados obtenidos nos indican para el marcador HMP1 a las 24 hpi, el
tratamiento con mayor expresion relativa del gen fue en MelJA-72 (IG41) con una expresion
relativa de 62.37 veces, seguido por MelJA-24 (1G21) con 16.34 veces; los respectivos controles
de infeccién presentaron una menor expresidn del gen con respecto al correspondiente
tratamiento. A las 48 horas se vio un aumento en la expresion de este gen para el tratamiento
MelA-24 (1G22) llegando a tener un aumento en la expresion de 28.85 veces, el tratamiento
MelJA-72 (1G42) tuvo un aumento de 42.54 veces. Para las 72 hpi se presentd un aumento de
26.97 y 13.66 veces para MelA -24 (IG23) y MelJA-72 (1G43) respectivamente, hubo también un
aumento de 25.56 veces en la expresion para el tratamiento control de 72 horas de tratamiento
previo a la infeccién (Fig. 11A). La tendencia notoria dirigida a la expresién en mayor magnitud
en el tratamiento de MelA 72(IG4) se conservd para la expresion del gen NPP1, dondea las 24
hpi, se presentd un aumento en la expresion del gen de 88.51 veces, con diferencias
significativas respecto a los demas tratamientos, seguida del tratamiento control (24) con un
aumento en la expresion de 19.56 veces (IG31). A las 48 horas los niveles de expresidn entre los

4 tratamientos presentaron valores similares, y a las 72 hpi se presenté nuevamente un
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aumento marcado en la expresion del gen para MelA 72 (1G43) (Fig. 11B). En cuanto al gen
CDC14 los resultados se mostraron inconsistentes, observandose la expresion del gen a lo largo
de las 72 horas con una tendencia variada para cada tratamiento., a las 24 horas la expresién
del gen es marcada para los tratamientos MelA (24) y su control, asi como para el tratamiento
MelA (72) que se presenta en mayor magnitud, disminuyendo la expresién a lo largo de las

siguientes horas evaluadas (Fig. 11C).
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Figura 11. Expresion relativa de genes de fases infectivas en tejido de Capsicum annuum Ancho
pretratado con MelA, e infectado con P. capsici. Analisis por RT-gPCR de genes de fases
infectivas en tejido infectado, se evaluaron los genes A) HMP1, B) NPP1 y C) CDC14 para los
tratamientos MelA con infeccidn 24 y 72 horas post tratamiento y la infeccion simple.

Los resultados obtenidos en los perfiles de expresién de los genes HMP1 y NPP1 en el

tratamiento con MelJA -24, indicaron un mayor tiempo de la fase biotrofica y un retraso en la
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aparicion de la fase necrotrofica la cual drasticamente aparece a las 72 hpi con mayor magnitud
que la simple infeccién, confirmaron los resultados obtenidos a nivel macroscépico. Para
corroborar y complementar lo visualizado con los marcadores de fases infectivas, se evalud en
el tratamiento de MelJA-24 (IG2) y su control- 24 (IG1) a las 24, 48 y 72 hpi los perfiles de
expresion de genes que codifican efectores citoplasmaticos (NLPs) y un efector apoplastico
(RXLR25). Para el efector citoplasmatico NLP 107869 a las 24 hpi se presentd una expresion
relativa similar del gen para el tratamiento y la infeccién simple (7.4 y 8.33 respectivamente),
para tiempos de 48 y 72 hpi se mantuvo la expresién para MelA-24 (1G2), contrario a lo que se
presentd en la infeccién simple (1G1). Para NLP 121494 la tendencia en la expresion del gen fue
similar entre los tratamientos, sin embargo, la infeccién simple (IG1) presentd una mayor
magnitud de expresion a las 24, 48 y 72 hpi (Fig. 12A y B). La expresion del gen NLP 122048 se
vio en aumento para los dos tratamientos a tiempos de 48 hpi, donde la infeccidon simple
presentd una mayor magnitud con diferencias significativas respecto al tratamiento MelA (1G2)
(Fig. 12C). Por ultimo, para el efector apoplastico RLXR 25 la expresidn relativa marco una
tendencia a ser mayor para el tratamiento con MelJA, llegando a su punto mas alto a las 24 hpi,
y disminuyendo en tiempos posteriores, para la infeccién simple la expresién del gen se

mantuvo en un nivel constante a lo largo de la infeccién (Fig. 12D).
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Figura 12. Expresidn relativa de genes de efectores citoplasmaticos y apoplasticos en tejido de
Capsicum annuum Ancho pretratado con MelA, e infectado con P. capsici. Analisis por RT-qPCR
de genes de efectores en tejido infectado, se evaluaron los genes A) NLP107869, B) NLP121494
C) NLP122048 y D) RXLR25 para los tratamientos MelJA con infeccidn 24 horas post tratamiento
y la infeccién simple.

Estos resultados nos indican que, dadas las diferencias en la expresion relativa de genes entre
los tratamientos y la infeccion simple, existe un efecto del tratamiento sobre los marcadores de
infeccion del patégeno siendo en algunos casos mayor la expresion en las plantas tratadas con

MelA que previamente mostraron activar los mecanismos de defensa de la planta.
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7.3.4 Efecto del tratamiento con Jasmonato de Metilo (MelA) en la tolerancia a P. capsici
basado en la expresidn de genes de defensa de C. annuum Ancho

Para complementar el andlisis de fases infectivas del patdgeno, se realizé el andlisis de los
marcadores de defensa de la planta previamente tratadas con MelA frente a la infeccidn,
comparandolos con los tratamientos sin infeccion. Para este punto se evalué la expresion de los

genes NPR1, LOX2, AP2, WRKY40, PR1A Y PDF1.2B (Fig. 13).

La tendencia de expresién mostrada en este andlisis fue que, para tiempos tempranos de ciclo
infectivo, los marcadores de defensa de la planta en la mayoria de los casos tienen niveles de
expresidon menores para los tratamientos con infeccién, ya sea la infeccién simple (SG11 o el
pretratamiento con la fitohormona (SG21), comparado con los tratamientos sin infecciéon (M1),
esto fue mds notorio a etapas tempranas (24 HPI). Para el gen NPR1 el tratamiento de infeccion
simple (SG11) presenta marcadamente reducida en la expresion relativa del gen comparada con
el tratamiento control siendo reprimida -5.46 veces, de manera similar el tratamiento MelA con
infeccion (SG21) muestra una represién de la expresion de -1.3 veces; a las 48 hpi esta
diferencia es mds marcada ya que los niveles de expresidn para los tratamientos con infeccién
fueron de -10.8 y -4.84 veces para la infeccidén simple (SG12 ) y MelA (5SG22), respectivamente
(Fig. 13A). La expresion del Gen LOX2 a las 24 hpi vio un aumento de 14.6 veces para el
tratamiento MelA sin infeccion (M1), mientras que para el tratamiento con infeccién (SG21) se
vio un aumento de 2.15 veces, para la infeccion simple (SG11) se vio una represion de -1.67; a
las 48 hpi los niveles de expresién se habian reducido llegando a ser de 3.3 veces mayor para el
tratamiento sin infeccidon (M2), y se vio una represién de -1.33 y -1.98 veces para la infeccién

simple (SG12) y MeJA(SG22) con infeccidn, respectivamente (Fig. 13B).

La tendencia vista en el gen LOX 2 se mantiene para el gen AP2 y WRKY40, observandose la
mayor expresién de ambos genes a 24 hpi en el tratamiento de MeJA (M1), mientras que los
tratamientos de infeccién simple (SG1) y MelA (SG2) con infeccion se vio una represion de la
expresion del gen ( Fig. 13C y D). Continuando rio abajo con los marcadores de los niveles de
defensa mas tardios como los genes PR1a y PDF1.2B, se observd para PR1a a las 24 hpi que el
tratamiento MelA con y sin infeccidn presentd un aumento en la expresidn relativa del gen,

siendo de 19.2 y de 26.6 veces para cada tratamiento, mientras que la infeccidn simple presenté
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una represién de -1.86 veces, esta tendencia a las 48 hpi se mantuvo, pero en menor magnitud,
reduciéndose los niveles de expresion relativa de los tratamientos a niveles mas cercanos al
control (Fig. 13E) En el caso de PDF1.2B los niveles de expresion entre los tratamientos se
presentaron muy similares, con una ligera tendencia a ser mayor en MelA sin infeccién, mas

marcada a las 48 hpi, pero sin diferencias significativas (Fig. 13F).
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Figura 13. Expresion relativa de genes marcadores de defensa de Capsicum annuum Ancho
tratado con MelA, infectado con P. capsici. Analisis por RT-qPCR de genes de defensa en tejido
infectado, se evaluaron los genes A) NPR1, B) LOX2, C) AP2, D) WRKY40, E) PR1IA Y F) PDF1.2B
para los tratamientos de MelA con vy sin infeccidn, y el respectivo Mock por tratamiento, a las

24 y 48 hpi.
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Estos resultados nos indican que existe un efecto de la infeccién sobre los marcadores de
defensa de la planta, que genera la represiéon de la expresién de estos genes, y que el
tratamiento previo con un promotor de la defensa como lo es MeJA amortigua a tiempos
tempranos los efectos de esa represion causada por la infeccién, indicado por la tendencia a ser
mas reprimida para el tratamiento de infeccion simple, pero sin llegar a expresar estos genes de
defensa a niveles de lo que seria el tratamiento sin infeccion. Este efecto ocasionado por el
tratamiento se ve apaciguado al pasar el tiempo, dado que a las 48 horas posteriores a la

infeccion las diferencias entre la infeccidén simple y la infeccién con MelJA no eran tan marcadas.
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8. DISCUSION

Se ha reportado que en la interaccidon P. capsici — Capsicum spp., la respuesta de resistencia del
huésped puede diferir desde la sintomatologia entre las diferentes variedades hasta el grado de
tolerancia que estas pueden presentar ante una cepa de P. capsici. Hasta la fecha, poco se sabe
sobre las respuestas de defensa de Capsicum el cual es hospedante de diferentes aislados de P.
capsici. El nimero de reportes de los efectos positivos de las fitohormonas en la tolerancia ante
patdégenos hemibiotroficos proporcionan una herramienta para la comprensiéon de los
mecanismos moleculares que intervienen durante este tipo de interacciones. En el trabajo
actual, analizamos el grado de tolerancia de variedades de Capsicum spp. y el grado de
patogenicidad de 2 cepas de P. capsici. Investigamos el efecto de las fitohormonas en la
restriccion de la infeccion del patégeno hemibiotréfico P. capsici en plantulas de Capsicum

annuum.

8.1 Discusion sobre el objetivo particular 1

En primera instancia fue importante determinar el método de inoculacion para poder evaluar el
progreso de la enfermedad provocada por P. capsici, teniendo dos opciones, el método de
infeccion con zoosporas y el método de inoculacion con micelio, de los cuales pudimos
determinar ciertas diferencias y ventajas y desventajas. Para zoosporas nos fue importante
poder determinar la concentracion de patdégeno que estaba siendo capaz de infectar a la planta,
asi como el progreso y severidad de su sintomatologia, con el defecto de que era un método
inconsistente para llevar a cabo la infeccidn bajo las condiciones de nuestro estudio, dado que,
de una poblacion evaluada, menos del 50% resultaban infectadas, lo cual se aprecié por la
progresién de sintomas de forma heterogenia entre una poblacién infectada, y en diversos
eventos (Fig. 2). Estos resultados han sido reportados por Kang y colaboradores (2020) en donde
observaron que la resistencia a P. capsici difiere segun el aislado del patégeno, el sitio de
inoculaciéon en la hoja, dentro de la misma variedad de pimiento. Adicionalmente Gevens y
colaboradores (2006) hacen la misma observacién sobre el método de inoculacion con
zoosporas afirmando que el uso de micelio como inoculo es mas consistente (Trujillo-

Viramontes et al., 2005; Gevens et al., 2006; Kang et al., 2022).
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En cuanto al método por micelio, al evaluarlo, nos permitid llevar a cabo una infeccion
consistente, cuyos sintomas se mostraron homogéneos en una poblacién determinada en
diferentes eventos bioldgicos, donde se presentd una sintomatologia mdas acorde a lo reportado
en diversas literaturas respecto a la marchitez de chile (Lamour et al., 2012b) (Tabla 9). Se
observo el fenotipo caracteristico en interacciones hemibiotroéficas, donde el patégeno cambia
su estrategia de infeccidn (biotréfica a necrotréfica) que ha sido reportado por diversos autores
(Lamour et al., 2012a; Jupe et al., 2013; Coles et al., 2022) En la interaccién de P. capsici —
Capsicum spp. se observd la presencia la presencia del sintoma de empapado de agua a las 24
hpi, seguida del inicio de la necrosis a las 48 hpi, y los sintomas mas severos como necrosis a
nivel sistémico y presencia de micelio a las 72 hpi, siendo a las 96 horas un dafio total en Ila

poblacién infectada.

Al realizar el andlisis de tolerancia en las 4 variedades de Capsicum estas presentaron ligera
diferencia en el grado de tolerancia (Tabla 10), estos resultados coinciden con lo observado por
Kang y colaboradores (2020). El método de inoculacion de micelio ha sido reportado como un
método agresivo de infeccion de patégenos de tipo hemibiotréfico, siendo confiable para evitar

falsos positivos en el grado de tolerancia al patégeno en andlisis (Kondratev et al., 2020).

8.2 Discusion sobre el objetivo particular 2

Las fitohormonas como el SA, MelA y ET son sefiales cruciales para modular diversos procesos
fisioldgicos como la senescencia de la hoja o los mecanismos de defensa de las plantas. En
diversas plantas MeJA o sus derivados bioactivos metil jasmonato (MelJA) al ser aplicado
exdgenamente estimulan senescencia de hojas, por sobre regular la induccion de algunos genes
asociados a la senescencia (SAG) (Tan et al., 2018). Por otro lado, acido jasménico (JA) y acido
salicilico (SA) juegan un papel importante en la transduccion de la activacion de las defensas de
las plantas. SA por lo general induce mecanismos de resistencia que son activos contra
patdgenos biotréficos y hemibiotrdficos, mientras que JA induce resistencia contra patégenos
necrotréficos (Tamaoki et al.,, 2013). Emplear las concentraciones adecuadas de cada
fitohormona para activar los mecanismos de defensa sin que se activen mecanismos fisioldgicos

como la senescencia son un punto importante. En este punto del estudio, nos enfocamos en
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proporcionar datos sobre la expresion de genes marcadores de las vias de sefalizacidn después
del tratamiento con fitohormonas. Antes de analizar el efecto de estas moléculas sobre la
tolerancia ante la infeccién analizamos si las plantas estaban activando los mecanismos

modulados por cada una de estas fitohormonas, a diferentes concentraciones.

La revision bibliografica de experimentos similares realizados por diversos autores nos permitio
disefiar el experimento para determinar el efecto de las concentraciones de los elicitores BABA
y MelA, tomando en cuenta la importancia de definir tanto la concentracién como el tiempo de
aclimatacién de la planta al tratamiento. La evaluacion de los diversos tratamientos se realizé a
un nivel macroscdépico por efecto del tratamiento sobre la planta a nivel fisiolégico; y a nivel de
genes, por medio de la expresidn relativa de diversos genes asociados a las vias de sefializacion
asociadas a cada una de las fitohormonas evaluadas. A nivel fisiolégico los diversos tratamientos
evaluados no presentaron efectos notables en las plantas, para cada tratamiento vy
concentracion, con la excepcién del tratamiento con SA a 5 mM donde las plantas presentaron
una respuesta tipo hipersensible a las 24 horas posteriores al tratamiento (Véase Anexos 11.3
Tabla 20) lo cual fue importante considerar para evitar un efecto fisioldgico negativo por parte

del tratamiento que afectara nuestras observaciones.

Se observo que concentraciones de 2.5 mM de SA, 1 mM de ET, 0.15 mM de MelJAy 2.5 mM de
BABA activan los mecanismos relacionados con la defensa en Capsicum annuum variedad
Ancho. Los transcritos de genes relacionados con la sefalizacién modulada por estas
fitohormonas fueron regulados. En el caso de ET genes como CaAP2ERF06, LOX2, SAR82, ETR1,
PRIA y B, y PDF1.2 son inducidos en su expresién; SA induce la expresion de NPR1, SAR82,
CaAP2ERF06; MelJA induce los genes CaAP2ERF06, LOX2, PR1A y B, y PDF1.2; por ultimo, BABA
induce la expresion de los genes de NPR1, SAR82, ETR1, LOX2, PR1A y B, PDF1 (Fig. 4 y 5). Estos
resultados son consistentes con lo reportado por diversos autores en plantas del género
Capsicum (Nufiez-Pastrana et al., 2011; Mishra et al., 2017; Barraza et al., 2022), indicando que
se estan activando los mecanismos de defensa modulados por cada una de las fitohormonas
analizadas a dichas concentraciones, del resto de concentraciones evaluadas la respuesta en

expresion de genes no fue tan consistente y marcada.
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8.3 Discusion sobre el objetivo particular 3

La defensa de las plantas contra los patégenos esta modulada por las vias de sefializacién de las
fitohormonas tales como acido salicilico (SA), acido jasménico (JA), etileno (ET), auxina y acido
abscisico; dependiendo del estilo de vida del atacante es la respuesta que se activa. SA induce
defensa contra patdgenos biotréficos que se alimentan y reproducen en células huésped vivas,
mientras que JA activa la defensa contra patdgenos necrotréficos que matan las células huésped
para la nutricién y la reproduccion (Spoel et al., 2007). Las vias de sefalizacién especificas
inducidas y reguladas durante las interacciones hemibidtrofo-planta aun estan en debate, se ha

reportado una modulacidn bifasica entre SAy MeJA (van den Berg et al., 2018).

En este tercer objetivo, el enfoque fue evaluar el impacto del tratamiento con fitohormonas
frente a la infeccion de P. capsici, por medio de comparar la expresién relativa de los
marcadores de defensa de la planta que se evaluaron previamente, y de marcadores especificos
de fases infectivas del patdgeno, con enfoque en el tratamiento con Jasmonato de Metilo 0.15
mM que habia presentado activaciéon de los mecanismos de defensa. En el tratamiento con
BABA, a nivel fisiolégico no se apreciaron efectos negativos para ninguno de los grupos
analizados, a las diferentes concentraciones evaluadas el desarrollo de la enfermedad se
presentd muy similar tanto a 24 horas de aclimatacion como a 72 horas la progresién de los
sintomas y los porcentajes de severidad se presentan muy similares entre los 6 grupos
evaluados (Fig. 6). En otros estudios se ha visto que BABA confiere tolerancia a agentes
patdgenos tipo hemibiotroficos, con 5 mM de BABA en tomate y 2.5 mM en Capsicum annuum,
sin embargo, el método de inoculacién fue por zoosporas (Stamler et al., 2015; Kuznicki et al.,
2019). Se ha reportado que en plantas de Camellia lutchuensis cuando son inoculadas con
ascosporas del patégeno hemibiotréfico Ciborinia camelliae resultan resistentes(Kondratev et
al., 2020), sin embargo, ante una inoculacién con micelio resultan susceptibles. Ante estas

evidencias el método de inoculacidn puede estar influyendo en nuestros resultados.

En un primer evento bioldgico el tratamiento con MelJA 0.15 mM fue evaluado en diferentes
tiempos postratamiento, infectado con P. capsici a 24 o a 72 horas post tratamiento; a nivel
fisioldgico el tratamiento de MelA con 24 horas se pudo apreciar como el desarrollo de la

enfermedad progresa de manera similar tanto en el tratamiento como en el control, aunque
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siendo ligeramente mas severa para este ultimo. Para el tratamiento de aspersion e infeccidon 72
hpt, la progresion de los sintomas de infeccidon fue rapida, mas para el tratamiento MeJA que

para el tratamiento control (Fig. 7).

A pesar del antagonismo entre las vias de defensa de SA y MelA, se sabe también que ambas
comparten e intervienen en diversos procesos asociados a infecciones de tipo ante diversos
patdgenos, tanto biotréficos como necrotréficos, lo cual se ha visto en plantas modelo como
Arabidopsis y en variedades resistentes como el SCM-334 (Ueeda et al., 2005; Tamaoki et al.,
2013). Esta asociaciéon entre las vias de sefializacidon pudo ser un factor determinante para que a
las 72 horas después de retirar el inoculo, el grupo tratado con MelJA (24 hpt) presentara menor

evolucién en su sintomatologia que el grupo control, el cual presentd dafios a nivel sistematico.

Otro aspecto importante que se evaluo fue la colecta de hoja a las 72 hpi para los tratamientos
de aclimatacidn de 24 horas, con este corte se logré determinar si la infeccién habia llegado a
nivel sistémico en la planta a las horas colectadas, lo cual se corrobord con el progreso de la
enfermedad de manera normal, algo interesante fue que para el tratamiento con MelA,
pasadas 72 horas posterior a la colecta de tejido, las plantas no presentaban el dafio a nivel
sistematico, la progresidon de los sintomas aparentemente estaba detenida, a diferencia del
tratamiento control donde las plantas continuaron con la evolucién de la enfermedad, lo cual
nos indica que a las 72 horas posteriores a la infeccidn el tratamiento con MelA puede retardar
la aparicion de los sintomas mas severos, evitando que a las 72 horas el daio en planta llegue a

un nivel sistematico, el cual si se presenta en la infeccién de manera normal.

Fue importante evaluar si este evento biolégico se presentaba en reiteradas ocasiones, por
tanto, se realizé un segundo evento bioldgico, en el cual se presentd un efecto positivo del
tratamiento con MeJA 0.15 a 24 hrs de aclimatacidn, mientras que el efecto negativo de los
tratamientos con 72 horas de aclimatacién no fue tan marcado (Fig. 10). Ademas del efecto
fisioldgico, otro aspecto importante para tomar en cuenta estd asociado a las vias de
sefializacion compartidas entre los elicitores, como reportan Tamaoki y colaboradores en 2013,
estas vias de sefializacién comparten la expresidon de genes en comun, debido a lo cual fue

importante evaluar a nivel de genes la expresién relativa de diversos marcadores, de igual
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manera se considerd importante evaluar si la expresién de estos genes tiene un efecto en el

patégeno al momento de la infeccidn, para lo cual se evalian también marcadores de infeccion.

Los patégenos secretan numerosos efectores en las células vegetales para modular el sistema
inmunitario de las plantas. Se ha reportado que los genes efectores de P. capsici se expresan
diferencialmente durante las etapas de infeccidn; algunos de ellos altamente expresados en la
etapa tardia de la infeccidn, hipotetizando su papel en la modulacién del metabolismo de la
planta en la fase necrotrdfica (Jupe et al., 2013). Se observd para genes marcadores de fases
infectivas HMP1, NPP1 y CDC14, un aumento en la expresion relativa, marcado principalmente
en tratamientos de MelA con infeccidn, la expresién de estos genes se vio a lo largo de
diferentes tiempos, a pesar de ser especificos de fases diferentes, principalmente se cree que
esto se debe a la dificultad existente de evaluar lesiones que comprenden diferentes zonas de la
planta, como indican en su estudio Schoina y colaboradores en 2017, existen desventajas
debido a la presencia de diferentes zonas afectadas que se encuentran en fases diferentes de

infeccidn del patégeno (Schoina et al., 2017).

Se observd un incremento en la expresion del gen relacionado con la fase biotréfica (HMP1) en
el grupo de plantas tratadas con MelA e inoculadas desde las 24 hpi hasta las 72 hpi indicando
un mayor tiempo en la fase biotréfica sin embargo a las 48 hpi se observa un incremento en la
expresion del gen CDC14 en comparacién a la simple infeccidn indicando una entrada al ciclo
necrotréfico. Las evidencias del efecto en la expresién de genes relacionados con la patogénesis
ante un efecto en su ciclo de infeccién por parte de un inductor son nulas, sin embargo, se ha
reportado la comparacidon de la expresiéon de los genes marcadores del ciclo infectivo de
Phytophthoras de diferente especie. En dicho estudio se analizd6 a Phytophthora betacei y
Phytophthora infestans en su hospedero tomate, los autores observaron que el ciclo de
infeccion de P. betacei difiere del P. infestans en que el ciclo de infeccién del primero se
caracteriza por una etapa biotrdéfica mas prolongada, mayores lesiones y mayor capacidad de
esporulacién en comparacidén con P. infestans cuando se evalué en el mismo anfitrién
(Guayazan Palacios et al., 2017). La expresién de CDC14 Se mantiene con mayor magnitud en P.
betacei correlacionando con mayor lesién en ese tiempo de la infeccidn, por su parte en P.

insfestans hay un incremento moderado de CDC14 con lesiones moderadas caracteristicas de la
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fase necrotréfica. Para complementar esta informacion, al evaluar la expresion de diversos
genes de patogenicidad que codifican proteinas efectoras citoplasmaticas o apopldsticas (NLPS y
RLXR) en una infeccién simple y una con pretratamiento con MelA 0.15 mM, se observéd se
ejerce un efecto sobre la expresion de los marcadores del patdgeno, en el caso de los efectores
citoplasmaticos, que se presentan en etapas tempranas de la infeccidon, se observé que para el
tratamiento con MelJA la expresidon vario en comparacién con la infeccién simple, se presentd
mas prolongada en un caso, y en otro presenté menor magnitud, mientras que para el marcador
de gen apoplastico RXLR se observé un aumento en la expresion del gen en la infeccion de la
planta pretratada (Fig. 12). Estos resultados concuerdan con lo descrito por Chen y
colaboradores en 2018, donde establecen que estos NLPs tienen roles importantes en el
establecimiento de la infeccidn del patégeno, considerando también que suelen causar necrosis
y estimular las respuestas de defensa en plantas. La expresidon del gen RXLR25 del patégeno
indica que se esta suprimiendo la respuesta de defensa de la planta, con lo cual al verse su
expresiéon en mayor magnitud en la planta pretratada con MelJA podria indicar que esta
contrarrestando la activacion de la defensa como resultado del pretratamiento, este efector es
clave en la virulencia de P. capsici debido a su capacidad de potenciar la susceptibilidad de

plantas a este patégeno (Schoina et al., 2017; Chen et al., 2018; Liang et al., 2021).

Por ultimo, se evaluaron los genes de defensa de la planta frente a la infeccién, comparando la
expresion de genes en una infeccidon simple con una infeccidn en plantas pretratadas con MelA
0.15 mM. Se observaron diferencias que indican un efecto del tratamiento sobre los
mecanismos de defensa, y un efecto debido a la presencia del patdgeno en la planta. La
expresion de los diferentes genes evaluados presenta en la mayoria de los casos su punto mas
alto para el tratamiento con MelA a las 24 hpt, esto se vio para los genes NPR1, LOX2, AP2 y
WRKYA4O0. Estos resultados nos indican que la aplicacidon exégena de MelA afecta la expresién de
genes de defensa y se presenta acorde a lo que describen diversos autores, en el caso de AP2
gue se ha reportado que ejerce una funcién en plantas de chile la respuesta de defensa ante P.
capsici, NPR1 y PR1 que se conocen como un regulador en conjunto de diversas vias de
sefializacion y un regulador de respuesta asociado a SA, LOX2 como precursor de la sintesis de
Jasmonatos y WRKY40 como un factor importante en la respuesta de defensa de la planta ante

patdgenos debido a que interviene en mecanismos mediados por diversas fitohormonas; por



94

cada gen se han presentado resultados similares al realizar pretratamientos con elicitores,
donde se ve afectada la expresion relativa por tratamiento y ante una infeccién (Nufiez-Pastrana
et al., 2011; Dang et al., 2013; Jin et al., 2019; Barraza et al., 2022). En los tratamientos con
infeccion se presenta la expresion de efectores NLPs de P. capsici, se considera que los
mecanismos de defensa previamente activados se vieron afectados por efecto del patdgeno
debido a que estos efectores ejercen funciones importantes para fomentar la infeccion (Li et al.,
2019), al ser capaces de intervenir en el correcto funcionamiento de los mecanismos de defensa
del hospedero, y generar necrosis, dependiendo del patosistema; en estos casos la expresion de
genes de defensa para los tratamientos con infeccidn se vio reducida, no obstante comparando
la infeccidn simple con la infeccidn en plantas pretratadas, la expresion relativa resulto mayor
en aquellas que tuvieron pretratamiento con MelA, a las 24 hpi, pasado el tiempo esta

diferencia se reduce entre los diferentes tratamientos (Chen et al., 2018).

En conjunto se pudo apreciar que en la interaccion el patéogeno expresa en mayor cantidad
genes asociados a la infeccién cuando se enfrenta a una planta con defensas activadas por el
pretratamiento con MelA 0.15 mM, se observé que el pretratamiento activa los mecanismos de
defensa, posiblemente generando que el patégeno reaccione en consecuencia, activandose en
mayor medida la expresién de los efectores del patdgeno que suprimen la defensa de la planta,
esto puede indicar que existe un efecto desencadenado por el pretratamiento con MelA 0.15
mM que no mitiga la enfermedad, pero retrasa ligeramente los sintomas, principalmente en

etapas tempranas de la infeccién.
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9. CONCLUSIONES
9.1 Conclusion sobre el objetivo particular 1

El método de inoculacion con micelio resulto ser el mas efectivo. Las diferentes variedades de
Capsicum evaluadas resultaron con diferente grado de tolerancia a la cepa de P. capsici mas
patogénica. Uno de los puntos importantes es que se logré evaluar determinar el progreso de la
enfermedad en diferentes variedades de Capsicum spp. con base en una escala de severidad,

determinando a su vez entre 2 cepas patogénicas aquella que presentd mayor virulencia.

Se lograron determinar y evaluar los marcadores de fases infectivas del patégeno, asi como su
correlacién con la presencia de diversos sintomas caracteristicos de las diversas etapas del ciclo
infectivo a diferentes tiempos, en las diferentes variedades de Capsicum spp. evaluadas,
llegando a establecer para el caso de estudio diferentes puntos importantes, el tipo de
inoculacién, la cepa de patégeno a evaluar y la variedad de chile que sirvié mds para este

propdsito.

9.2 Conclusion sobre el objetivo particular 2

Para este punto se logré determinar, de un grupo de elicitores, aquellas concentraciones que
permitieran al asperjar la planta previamente, activar las vias de sefializacién de defensa, por
medio de la expresidn de genes especificos, y sin que esta concentracion de elicitor llegara a ser
dainino para la planta, sobre todo en aquellos que se reportan requieren concentraciones
minimas para evitar absicién de hojas, como es el caso de Etileno y Jasmonato de Metilo.
Evaluando los elicitores MelA, SA, ET, y BABA a diferentes concentraciones, estos tratamientos
afectaron la expresidn relativa de genes asociados a las vias de sefializacién de defensa, donde
las concentraciones de 2.5 mM de SA, 1 mM de ET, 0.15 mM de MelA y 2.5 mM de BABA

presentaron los mayores efectos, sin producir un efecto a nivel fisioldgico.
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9.3 Conclusion sobre el objetivo particular 3

Si bien en una infeccién de fase biotréfica se requiere una modulaciéon bifasica entre SA y Meja,
se observé que en C. annuum variedad ancho MeJA tiene mayor contribucién en conferir
tolerancia que SA en los tiempos tempranos de la infeccién. P. capsici tiene un grado de
patogenicidad que es capaz de contrarrestar los mecanismos de defensa previamente inducidos

en C. annuum logrando continuar con su ciclo infectivo.

En cuanto a la evaluacidn del efecto de los pretratamientos sobre la infeccién por P. capsici,
para el caso de MelJA se logré determinar que existe un efecto asociado al pretratamiento con
esta fitohormona, que genera un retraso en la aparicion de los sintomas iniciales de la infeccidn,
llegando a afectar la expresiéon de genes de fases infectivas del patdgeno, y a modular la
expresion de los genes de defensa, de manera que amortiglie el impacto inicial causado por esta
interaccidon, que a tiempos mds tardios estos efectos iniciales terminan desapareciendo,
derivando en el progreso de la infeccién hasta la etapa mas severa, este primer acercamiento

puede dar la pauta para evaluar diferentes combinaciones y concentraciones de elicitores.

Por ultimo, en general se logré determinar que se genera un efecto sobre la expresién de genes
de defensa en plantas de Capsicum annuum Ancho pretratadas con fitohormonas, donde en el
tratamiento con MelA a una concentracion de 0.15 mM esta activacion de la defensa tiene un
impacto en la tolerancia a la infeccién por Phytophthora capsici Oaxaca en tiempos tempranos,
retrasando ligeramente la aparicion de los primeros sintomas, y teniendo un efecto en la

expresion de genes de infeccidn del patdgeno.
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11. ANEXOS
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Figura 14. indice de Severidad de la enfermedad para variedades Capsicum chinense Chiapas
(CcC), Capsicum annuum Jalapeiio (Cal) y Capsicum annuum Ancho (CaA) a las A) 24 hpi, B) 48
hpi, C) 72 hpiy D) 96 hpi.
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Anexo A: Analisis de patogenicidad a nivel molecular (valuacion de los oligonucleétidos de P.

capsici)

Para esta seccidn se logré obtener un ADN gendmico de buena integridad de micelio de P.

capsici obtenido de un cultivo de medio V8 liquido con valores de calidad correspondientes a

una buena muestra (Tabla 17; Fig. 15).

Tabla 17. Cuantificacion de ADN gendmico extraido de cuatro muestras de P. capsici Oaxaca.

Cuantificacién Concentracion (ng/ ul) | 260/280 | 260/230
Muestra 1 170.8 2.01 2.38
Muestra 2 655.4 2.09 2.41
Muestra 3 182.3 2.07 2.7
Muestra 4 235.0 2.06 2.67

Ctrl =1 2 3 4

o w——) —

Figura 15. Electroforesis en gel de Agarosa 1%. 3 microlitros del extracto de ADN gendmico de
las muestras. Carril 1.- Muestra control con agua. Carril 2.- Templado muestra 1. Carril 3.-
Templado muestra 2, Carril 4.- Templado muestra 3, Carril 5.- Templado muestra 4.
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El ADN gendémico de P. capsici fue empleado como templado para evaluar los oligonucledtidos
que amplifican los genes asociados al ciclo infectivo de Phytophthora capsici seleccionados
basados en reportes previos (PcHmpl1, PcNPP1, PcCDC14). Como resultados observamos que en
el fraccionamiento por electroforesis de los productos de PCR en un gel de agarosa los
fragmentos caracteristicos a los productos correspondientes, de los tamafios en pares de bases
(Pb) correspondientes (PcHmpl1.- 950 pb, PcNPP1.- 350 pb, PcCDC14.- 490), también se
evaluaron los oligonucledtidos del gen de la tubulina de P. capsici (Pc tubulina. - 950).
Adicionalmente se evaluaron los oligonucledtidos de CAP (452 pb) que se emplean para la

cuantificacion de ADN del patégeno (Fig. 16).

Se determind que no hay formacion de dimeros, indicando que el disefio y funcionamiento de
los primers es el adecuado, esto es importante dado que estos primers nos permitiran detectar
y determinar la fase infectiva activa en la interaccion de P. capsici con Capsicum a los diferentes

tiempos y cuantificar por gPCR la presencia del patégeno.

2SS4 i5 s 70 8 GET0CET

AR )

Figura 16. Analisis de oligonucleétidos de P. capsici. - 3 Microlitros de producto de PCR fueron
fraccionados por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Carril 1.- control sin templado de
ADN Carril 2.-Producto de PCR del gen PcTubulina, Carril 3.- Control sin templado de ADN, Carril
4.- Producto de PCR del gen PcHmp1, Carril 5.- Control sin templado de ADN, Carril 6.- Producto
de PCR del gen PcNPP1, Carril 7.- Control sin templado de ADN, Carril 8.- Producto de PCR del
gen PcCDC14, Carril 9.- Control sin templado de ADN, Carril 10.- Producto de PCR del gen CAP,
Carril 11.- Marcador de 1 Kb de la casa comercial sigma.



109

Anexo B: Analisis de fases infectivas en Capsicum annuum Jalapeiio y Ancho

La extraccién de ARN de las muestras de chile infectadas con P. capsici (Fig. 17) fue el preludio
para poder determinar los marcadores de fases infectivas del patégeno a los diferentestiempos
posteriores a la infeccién, por este medio se podrd determinar en qué etapa de la infeccidn se

encuentra el patégeno para las diferentes variedades de chile evaluadas.

B)

0 24 hpi _48hpi_ 72 hpi

UL LR

0 _24hpi_ _48hpi_ _72hpi:

TLN

__ 24 hpi 48 hpi 72hpi

LT

48
_24 hpi__ hpi 72 hpi

N,

_2ahpi  _48hpi _ _72hpi
24hpi 48 hpi_ 72 hpi .

Figura 17. Electroforesis RNA muestras de Chile infectadas con micelio de P. capsici. A)
Capsicum chinense Chiapas, 24, 48 y 72 hpi, B) Capsicum annuum Jalapefio 24, 48 y 72 hpi, C)
Capsicum annuum Ancho 24, 48 y 72 hpi.
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Anexo C: Analisis del efecto a nivel macroscépico de tratamientos con BABA, ET y SA

Tabla 18. Efecto fisiologico de tratamiento con BABA a concentraciones de 2.5 y 5 mM sobre C.
annuum Ancho a las 24, 48 y 72 hpt.

C. annuum Ancho 24 hpt 48 hpt 72 hpt
CTRL
BABA 2.5 mM
BABA 5 mM
e
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Tabla 19. Efecto fisioldgico del tratamiento con Etileno a concentraciones 0.1, 1y 2.5 mM sobre

C. annuum Ancho a las 24, 48 y 72 hpt.

C. annuum Ancho

24 hpt

CONTROL

ETILENO 0.1 mM

ETILENO 1 mM

ETILENO 2.5 mM

48 hpt

72hpt




112

Tabla 20. Efecto fisioldgico del tratamiento con Acido salicilico a concentraciones 0.1, 1y 2.5
mM sobre C. annuum Ancho a las 24, 48 y 72 hpt.

C. annuum Ancho
CONTROL

24 hpt 48 hpt

SALICILICO5 mM

SALICILICO 2.5 mM

SALICILICO 1 mM




