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RESUMEN

La respuesta de las plantas frente a la preseecatbgenos, ya sean estos de tipo
viral, bacteriano, fangico, y en este caso antieotico con la infeccion de
Phytophthora infestan®est4 enmarcada dentro del sistema SAR, dondgeltessPR y
especialmente los genB&R-1son sus maximos representantes. Los geRegson los
genes de mayor expresion dentro de la clasificag#astos genes, ya que las proteinas
PR-1 representan entre el 1 y el 2% de las praditales de la hoja. Existen varias
isoformas de las proteinas PR-1 en donde la is@fdyasica PR-1b1 fue el objeto de
nuestro estudio, debido a que es la isoforma deomexpresion y la mas estable en
plantas. En este estudio, la expresion de la isd&R-1blfue evaluada en plantas de
tomate de las variedades “Indeterminada Alaskagré&Dade”, “Santa Clara 5800” y
“Cherry” infectadas con el patdgen®hytophthora infestansLas plantas fueron
inoculadas con una solucion de 9000 esporangiompoy las hojas se recolectaron en
nitrogeno liquido a las 0, 24, 48 y 72 horas delwacion. Se extrajo el RNA total de las
hojas de tomate y se elimind el DNA contaminante Boenzima DNAsa. El RNA
tratado se us6é como molde para la sintesis de cDhhdiante la reaccion de
transcripcion reversa (RT). El cDNA se uso comogiacho para la PCR en tiempo real.
El andlisis de expresion génica se implementd osrvalores de Ct obtenidos de los
genesPR-1bly GAPDH aplicando el método d&ACt. Al final del experimento, se
pudo determinar que las variedades “Indeterminddakd” y “Flora Dade” presentaron
los niveles mas altos de expresion, seguidas peariadad “Santa Clara 5800” y por
altimo la variedad “Cherry”. Los resultados muestias diferencias existentes entre las
variedades evaluadas, lo que supone que las difasemorfolégicas y fisiologicas
entre cada una de las variedades son la causa derigcion en la expresion. El
programa de mejoramiento genético con los datds @xpresion génica del g&R-
1b1 supone el primer paso para la obtencion de vateside alto valor comercial, con

alto grado de tolerancia a la infeccionRlgytophthora infestans



ABSTRACT

The response of plants against different typesattigggens such as virus, bacteria, fungi
and, in this case, oomycete with simultaneous tittecof Phytophthora infestans
framed into the SAR system which is mainly représeiy thePR genes, specially the
PR-1genes. Thé’R-1genes show maximum expression out of all the efHe¥cause
the PR-1 protein represents 1-2% of the totalpeafeins. There are several isoforms of
the PR-1 proteins whose basic isoform, PR-1b1, tvasobject of this study. This is
because the PR-1b1 protein is the larger and ntalsiesisoform expressed in plants. In
this study, the expression of tR&R-1blisoform was evaluated in tomato plants from
the cultivars “Indeterminada Alaska”, “Flora DadéSanta Clara 5800” and “Cherry”
infected with the pathogeRhytophthora infestansrhe plants were inoculated with a
solution of 9000 sporangia per mL and the leava® wellected in liquid nitrogen after
0, 24, 48 and 72 hours of incubation. The total RiAhe leaves was extracted and the
contaminant DNA was eliminated with the DNAse eneyitihe treated RNA was used
as a template for the cDNA synthesis through tiverse transcription reaction (RT)
and was subsequently used as a template for meal-BCR. The gene expression
analysis was assembled with the Ct values obtdoed reactions of théR-1bland
GAPDH genes, applying thaACt method. At the end of this experiment, it was
determined that the cultivars “Indeterminada Alds&ad “Flora Dade” showed the
highest expression levels, followed by the culti@anta Clara 5800” and, coming in at
last, the cultivar “Cherry”. The results show théfedences that exist between the
evaluated cultivars which also imply that the maiplgical and physiological
differences play an important role in the variatmihexpression levels. The breeding
program with thePR-1bl gene expression data constitutes the first steyartts
obtaining cultivars with high commercial value amdh tolerance to the infection of

Phytophthora infestans
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1Formulacion del problema

El tomate de mesaSflanum lycopersicumes una de las hortalizas mas
ampliamente cultivadas a nivel mundial, represemtaalto porcentaje de las plantas
comerciales cultivadas en nuestro pais. El culdeotomate tiene una gran acogida
entre los consumidores aunque su produccion séegéada por una gran cantidad de

plagas, entre las que se incluyen bacterias, \hsjos e insectos.

El cultivo de esta hortaliza ha tenido un cre@eaigsarrollo en los ultimos afios,
aunque se ha visto mermado en un considerable riapeepor la falta de programas
adecuados de sanidad agricola y control de plaghsontrol de enfermedades
basicamente se lo realiza con la aplicacion degagnucos que, si bien brindan un
control efectivo también afectan a la salud declmssumidores, contribuyendo asi a la

contaminacion de los terrenos de cultivo y al mediibiente en general.

Existen algunos mecanismos en las plantas parar éviinfeccion de las plagas.
Estos sistemas de infeccion son los denominaddgoacy pasivos. Los sistemas
pasivos se identifican porque la planta acumuléasgms toxicas para protegerse del
atague de patogenos (Zhamg,al, 2004). Los sistemas activos se caracterizan por
presentar una serie de eventos bioquimicos quevaacty desactivan genes
desencadenando la expresion de los mismos, losscsaldenominan genes de defensa
(van Ooijengt al, 2007).

Dentro de los sistemas activos se encuentra losniieados gene®R Se
afirma, por ejemplo que las proteinas PR ofrecea na@sistencia contra el oomicete
Phytophthora infestangn tabaco al provocar la desintegracion de sudpeetular

evitando asi su desarrollo (Woloshekal.,1991).

Estos geneBR se expresan de igual manera tanto en plantasergsis como en
susceptibles, constituyendo una barrera naturelainpara evitar la proliferacién del



patdgeno (Edreva, 2005). Por lo que es de sumariammia estudiar la regulacién y
expresion de estos genes de defensa, puesto qirasnde las caracteristicas deseadas

comercialmente se encuentran en plantas suscepiilaeende las mas afectadas.

1.2 Justificacién del problema

El tomate Solanum lycopersicum@s uno de los productos mas importantes
cultivados en el Ecuador. A pesar de la expansi@nhg tenido este producto en el pais
y a la tecnificacion de su cultivo, esta plantaisigiendo atacada por una gran variedad
de patdgenos, entre ell®hytophthora infestansin oomicete que produce el llamado
Tizon tardio del tomate. Este patdgeno acaba cam garte de la produccion de esta

hortaliza, provocando pérdidas a los agricultoresgasez en el mercado.

Para combatir enfermedades como el Tizén tardio,nesesario generar
tecnologias viables que permitan minimizar el pold de una manera eficaz. Es
importante que estas tecnologias sean economicamiahies, para que el costo de su
desarrollo no altere el precio final del produdistas tecnologias ademas deben ser
seguras para que no afecten a la salud de los giopds y consumidores y que no

generen impacto sobre el medio ambiente.

Es por ello, que la investigacién biotecnolégicaetncampo de la biologia
molecular e ingenieria genética ha incursionadeleestudio de las técnicas para el
analisis de expresion génica. Estas técnicas ¢ensesm determinar los niveles basales
de mRNA de cualquier gen o familia génica para tifiear la cantidad de proteina que
se produce (Gachoet al., 2004) en funcion del mRNA presente. El conocinueh
estos niveles de expresion es de gran interés, qmnedtiles para deducir los procesos
fisiologicos que involucran a las células y deteami su normal funcionamiento
(Gachongt al.,2004).

Conociendo el patron de expresidén génica, basada eantidad de transcrito
detectado, podemos determinar si el comportamidatéa planta estudiada (en este
caso el tomate), es influenciado por un factori¢x@od abiotico (en esta caso biotico) y

de qué manera este afecta al desarrollo de plmtgnsecuencia, a la produccion.



Es asi, que las proteinas PRathogenic-Relatddse sobreexpresan en las
plantas en caso de infeccion patogénica (Kauffratial., 1987; Legrandet al., 1987,
Woloshuk,et al., 1991; Alexanderet al., 1993; Nidermanet al., 1995; Edreva, 2005).
Esta sobrexpresion es desencadenada por la acifnuiet Acido Salicilico mediante
el llamado SAR $ystemic Acquired Resistapd®yals, et al., 1995; Ryals,et al.,
1996).

Uno de los grupos de proteinas PR mas importaste$ grupo de las PR-1, las
cuales constituyen aproximadamente el 2% de lakipas totales de la hoja. Sin
embargo, estas proteinas son interesantes depdatelde vista bioquimico, ya que su
funcidn es aun desconocida (Edreva, 2005). Estytli®gos sobre estas proteinas han
reportado actividad antifungica e inhibitoria carfhytophthora infestan@Niderman,

et al.,1995), lo cual puede ser de importancia para exstutk resistencia.

El control de plagas en el cultivo de tomate eagpecto muy importante a tener
en cuenta, pues el uso indiscriminado de plagwscatala agricultura es perjudicial,
tanto para los agricultores como para los consumsddEs asi que, el correcto uso de
estos agentes quimicos en adicion a la respuestasie natural de las plantas puede
generar una produccion mas limpia. ElI conocimiatgoeste tipo de regulacién hace
posible el desarrollo de programas de mejoramieggoético, promoviendo el
cruzamiento de las variedades con mejor respuessteaipo de estrés con variedades
gue presenten otro tipo de caracteristicas ecomdnaiote aprovechables.

1.3 0Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

Analizar la expresion del gdPR-1 mediante la técnica de PCR en tiempo real,

en plantas de tomat8d¢lanum lycopersicuninfectada coPhytophthora infestans.



1.3.2 Objetivos Especificos

a. Estandarizar la técnica de extraccion de RNA arpdethojas.

b. Estandarizar y optimizar la técnica de RReyerse Transcriptign

c. Estandarizar y optimizar la técnica de andlisiseslpresion génica mediante
PCR en tiempo real.

d. Analizar la expresion del geRR-1 en variedades comerciales de tomate

mediante PCR en tiempo real.

1.4Marco tedrico

1.4.1 El tomate (Solanum lycopersicum

1.4.1.1Generalidades

El tomate Solanum lycopersicuimes un cultivo solanaceo de gran importancia
en nuestro pais, ya que es consumido por casi fadapersonas en sus diferentes
formas debido a las propiedades alimenticias y=iakantes que presentan. En nuestro
pais en el afio 2006, se reportaron 4169 Ha, conproduccion de 87525 TM del
producto (SICA, 2006). En el 2008, la superficiendial cultivada ascendio a las
5227883 Ha con una producciéon de 129649883 de TAD(R2008) haciendo de este
uno de los cultivos masivos mas importantes a mueidial.

El tomate es especialmente importante para lamegidina, pues se conoce que
es originario de los Andes, especificamente de r@loi@, Perd, Chile, Ecuador y
Bolivia (Arie, et al.,2007; Nuez, 2001) en donde se encuentran todaviasvespecies
silvestres. Aunque no se conoce con exactitudigéordel tomate comun cultivado, se
cree que tuvo su origen en Perl y Ecuador, pesalse que el primer cruzamiento de
tomate se lo realiz6 en México hace mas de 100§, @itmde era conocido cortamatl
(Nuez, 2001; Rodriguezt al., 2001) terminando aproximadamente en el siglo XV,

donde los esparioles lo llevaron a Europa (Aial.,2007).

En Europa, el tomate fue inicialmente empleado cplanta ornamental, ya que
la familia Solanaceae es reconocida por ser ricalealoides con fuertes efectos



somniferos, hemoliticos o paralizantes, y en altasis mortales. Esta creencia se
mantuvo firme hasta inicios del siglo XX en paiseso Alemania. Es por ello, que la
distribucion del tomate como una planta alimentitie muy desigual en los paises
europeos, siendo los primeros en admitirla comuaiio Espafia e Italia practicamente
desde su introduccién (Nuez, 2001; Rodrige¢a|.,2001). El alcaloide que causa esta
toxicidad en el tomate es la tomatina, la cualremientra en las hojas y frutos verdes,

pero se degrada en el momento de su maduraciomi¢fed,et al.,2001).
1.4.1.2Botanica de la planta
Taxondmicamente el tomate esta descrito de laesigrimanera (tabla 1.1):

Tabla 1.1.Clasificacién taxondmica del tomate (Fuente: NCixonomy ID:4081)

TAXON NOMBRE

Super-Reino Eukaryota
Reino Viridiplantae
Phylum Streptophyta
Subclase Asterids
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Género Solanum
Especie Lycopersicum

El tomate es una planta potencialmente perenneyysomceptible a las heladas.
El sistema radicular del tomate consiste en unapancipal pivotante, la cual crece
alrededor de 3 cm por dia hasta alcanzar los 6@demrofundidad, al mismo tiempo
crecen simultaneamente raices adventicias que fouma red densa ocupando un
volumen determinado en el suelo (Rodrigetal.,2001).

El tallo de la planta de tomate es herbaceo y réeig. 1.1), durante los

primeros dias de desarrollo, para luego doblamecgnsecuencia del peso de la planta,



por lo que se necesita de estacas para su apdgopliesie llegar a medir hasta 2,5 my
este tiene pelos agudos y glandulas que le dan @at#a su olor caracteristico
(Rodriguezet al.,2001).

Figura 1.1. Fotografia de una planta de toma&elanum lycopersicumFuente:

Solanaceae Source, 2010.

Las hojas son compuestas y alternadas, el limlaosestionado en 7, 9 hasta 11
foliolos y al igual que el tallo, las hojas tiedlas mismas glandulas de secrecién de olor
(Rodriguezet al.,2001).

Las flores se presentan formando inflorescenciascliales pueden ser simples,
cima unipara, cima bipara y cima multipara, pudieteher hasta 50 flores por
inflorescencia. El tipo simple se encuentra mas (conente en la parte baja de la
planta, siendo los otros tipos mas abundantessepaldes altas de la planta (Rodriguez,
et al.,2001).

Las flores son radiales y tienen 5 estambres. Ri@s@ario supero, bicarpelar y
contiene varios primordios seminales. Los carpséogresentan en posicion oblicua con
respecto al plano de la flor (Nuez, 2001). Esténfata por un pedunculo corto, el céliz
es gamosépalo y la corola gamopétala con los estanalheridos a la corola con las
anteras que forman un tubo (Fig. 1.2). El gineaesgnta de dos a treinta carpelos, que
al desarrollarse daran forma a los I6bulos delofrffRodriguez,et al., 2001). La
estructura floral modelo es K(5) [C(5) A(5)] G2 (&) 2001).



Figura 1.2. Fotografia de una flor de tomato{anum lycopersicumFuente:

Solanaceae Source, 2010.

Antiguamente, el géneioycopersicum(Nombre antiguo del género del tomate)
se caracterizaba por sus estambres Unicos, conttasealargados, a diferencia de los

otros géneros de la familia (Nuez, 2001).

Cuando las inflorescencias se producen alternanda&da hoja o dos hojas, la
planta es de crecimiento “determinado”. Si la akecia de las inflorescencias es mas
espaciada, se dice que la planta es “indetermin@tadriguezet al.,2001).

El fruto es una baya de color amarillo, rosadojo por la presencia de licopeno
y carotenoides. Su forma va desde la redondeadanga por achatada, en forma de
pera, alargada y de tamafio variable, segun ladaati€En un corte transversal, se puede
observar la piel, la pulpa firme, el tejido plageid y la pulpa gelatinosa que envuelve

las semillas (Rodrigueet al.,2001).

Las semillas son grisaceas, tienen forma oval guperficie esta cubierta de
vellosidades y restos de tegumento. Miden de 3rembde didmetro y en un gramo de
semillas puede haber de 300 a 350 semillas. Lalaaranserva su poder germinativo
durante cuatro afios 0 mas si se la mantiene enctmmes adecuadas. La temperatura
Optima para la germinacion se da entre los 35°0°¢ {Rodrigueet al.,2001).

Al germinar, la radicula se alarga, penetrandol sneo, mientras que el tallito
sale a la superficie, al tiempo que los cotiledoal@sental al embrién en formacién
para posteriormente secarse (Rodrigaea).,2001).



Todos los miembros de la especie tienen el misnmoensl de cromosomas
basico (x=12) aunque se presentan en la naturdiezaanera diploide (2n=2x=24)
(Rodriguezet al.,2001).

1.4.1.3Enfermedades y plagas que afectan al tomate

El tomate, al ser un cultivo extendido masivameeseafectado por un niamero
considerable de patdégenos y de diversos tipos, esas hongos, oomicetes, bacterias,
virus y viroides, ademas de varios insectos y nedu&t Entre los hongos que afectan a
los cultivares de tomate sdXternaria alternata(Tizén tempranq) Botrytis cinerea
(Podredumbre gris) Cladosporium fulvus(Cladosporiasis del tomatefusarium

oxysporum(Marchitez vascular), entre otros (Aret,al.,2007).

Entre las bacterias que afectan al tomate tendtsesdomonas solanacearum
(Marchitez),Clavivibacter michiganensi@Cancro bacteriano del tomate) (Argd, al.,
2007) (Zarate, 2008). Los virus mas conocidos deetan al tomate son el virus del
mosaico del tomate (ToMV ®domato mosaic virysel virus Y de la patata (PYV o
potato Y viruy el virus del mosaico del pepino (CMVQucumber mosaic virjisel
virus del bronceado del tomate (TSWVTomato spotted wilt virgsy finalmente el
virus del rizado amarillo del tomate (TYLCVTImmato yellow leaf curl virggArie, et
al., 2007) (Sandoval, 2007).

Los insectos que mas dafio causan a los cultivasnagte son el trips occidental
(Frankiniella occidentalisk que actia como el vector transmisor del virus de
bronceado del tomate (TSWV) y la mosca blanBan{isia tabaciy Trialeurodes
vaporariorun) que actian como vectores transmisores del vielisizhdo amarillo del
tomate (TYLCV) (Sandoval, 2007).

Finalmente, el Unico oomicete que produce patolegidos cultivos de tomate
esPhytophthora infestangque produce el denominado tizon tardio o mildiltdeate
(Erwin & Ribeiro, 1996; Rodrigueet al.,2001; Arie et al.,2007).



1.4.2 EIl GéneroPhytophthora

El géneroPhytophthoraes un género de organismos fungoides de la clase
Oomycetes, el cual pertenece al Reino Protistaadagor ser el género de patdgenos
mas devastadores para las plantas dicotiledonkegénkroPhytophthoracausa grandes
dafos a especies de interés comercial como papatepalfalfa, pimientos y soya. Asi

mismo, causa dafios a especies silvestres en ab m@dhiente (Kamoun, 2003).

El género Phytophthoraesta cercanamente relacionado al gérfengtium
ademas que ambos géneros estan incluidos en lhafdhitiaceae (Erwin & Ribeiro,
1996).

Los oomycetes del génet@hytophthoratienen un nimero considerable de
caracteristicas bioldgicas que los diferenciastd®s anicroorganismos eucariéticos. Por
ejemplo, poseen paredes celulares gdn3 Glucanos, que constituyen polimeros de
celulosa, a diferencia de los hongos, que preseanidima en la estructura de su pared
celular (Erwin & Ribeiro, 1996; Kamoun, 2003).

Dentro de los oomycetes, el miembro mas perjudiaiahivel mundial es

Phytophthora infestan®l cual produce el tizén tardio en papa y tomate.

1.4.2.1Phytophthora infestans

Phytophthora infestan®s una especie perteneciente al orden de los Cesy
que produce el llamado tizén tardio en la papamate. Es la enfermedad mas
devastadora a nivel agronomico del mundo. Pa&di@l2009, el Centro Internacional
de la Papa (CIP) estima que la pérdida anual prdduymor este patdgeno es de 2,75
billones de dolares en los paises desarrolladdaz&@zet al.,2009).

Su clasificacion taxondmica se detalla en la tatfta



Tabla 1.2. Clasificacion taxondmica dé’hytophthora infestangFuente: NCBI:
Taxonomy ID: 4787)

TAXON NOMBRE

Super-Reino Eukaryota
Reino Protista

Phylum Stramenopiles
Clase Oomycetes
Orden Peronosporales
Familia Phytiaceae
Género Phytophthora
Especie Infestans

1.4.2.2Morfologia del patdgeno

Las caracteristicas morfoldgicas Eleinfestanson compartidas por muchos de
los miembros de la famili@hytophthora sin embargo, existen pequefias diferencias

que lo hacen distinguible de los demas miembrda timilia.

El micelio dePhytophthora infestanssta compuesto por filamentos hialinos,
ramificados y coenociticos (No septados), a exéepde cultivos demasiado viejos, en
donde ocasionalmente pueden aparecer septadoessiaa de las caracteristicas mas
importantes, puesto que es una de las diferencragos hongos propiamente dichos. El
diametro del micelio esta entre los 5y 8 um y pskde ser variable y dependiente de
la composicion fisica y quimica del medio en dosdalesarrolla (Fig. 1.3) (Erwin &
Ribeiro, 1996; Kamoun, 2003).
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Figura 1.3. Fotografia del micelio dB infestangRivas, 2010).

Las especies de la familia desarrollan estructasaguales para la reproduccion
rapida denominadas esporangios. Algunas especiesarrddan esporangios
naturalmente en medios de agar, pero otras netegitaperiodo subsecuente de
incubacién en medio liquido. Los esporangios sodyridos en segmentos del micelio
especiales denominados esporangioforos (Fig. 1@y, cuales se diferencian
ligeramente o no, de las hifas vegetativas. Ennalguespecies de la familia, los
esporangioforos nacen de la base de un esporargim gdenominadsimpodia) y
produce un nuevo esporangio (denominsidgoodio simple En el caso dP. infestans
los esporangiéforos nacen de una ramificacion Kilabue se conoce consimpodio
compuestp(Erwin & Ribeiro, 1996).

Figura 1.4.Esporangioforo d@. infestangon su esporangio (Rivas, 2010).

Los esporangios una vez liberados presentan vemiags, dependiendo de la

especie a la que pertenezcan. En el casB.dafestanslos esporangios tienen una
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forma limoniforme (forma de limén) (Fig. 1.5). Edras casos, dependiendo de las
condiciones del medio, pueden variar su forma (E&Ribeiro, 1996).

Figura 1.5. Esporagios d@. infestansFuente: Woloshulet al.,1991.

Dentro de los esporangios se desarrollan zoos@s@suales, las cuales son
biflageladas y tienen forma piriforme (forma deg)el presentan dos flagelos para su

locomocion (Erwin & Ribeiro, 1996).

1.4.2.3Mecanismo de Infeccién

Existen muchos procesos celulares durante la iidfieae los oomycetes a las

plantas, como por ejemplo la penetracion al huégpadolonizacion del tejido.

Las especies de oomycetes manipulan muchos procisiofdgicos y
bioquimicos mediante el empleo de moléculas comascidomo efectores. Estas
moléculas en diferentes combinaciones facilitaninfaccion en el huésped. En las
plantas susceptibles, las moléculas efectoras meemula infeccién suprimiendo las
respuestas de defensa, facilitando de esta mamgrenktracion del patbgeno, ademas
de inducir los sintomas de la enfermedad. En camdriolas plantas resistentes, las
moléculas efectoras son reconocidas por las maleadd defensa de las plantas, lo que
resulta en la muerte celular programada por paek hiésped (Fig. 1.6) y
desencadenando lo que se conoce como respuestasehgiva Hypersensitive
response® HR) (Kamoun, 2003).
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Figura 1.6. Esquema de la infeccion tempranaRienfestansn plantas
suceptibles y resistentes) En plantas suceptibles (No hay respuesta) la caoitin
por parte del patdgeno es tota);en plantas resistentes (existe muerte celular

programada en la zona del ataque). Fuente Kam@ani, 2

En el caso deéPhytophthora la infeccion comienza normalmente cuando las
zoosporas se han liberado del esporangio y se hkablecido en el tejido del
hospedero. Esta zoospora se enquista y germinadiaet al., 1999; Kamoun, 2003).

El momento que ocurre esto, se genera en la zaspar estructura a manera de un
tubo de germinacidn conocida como apresoria (nm@Asd#Emente comtappressorium
like” o “similar a la apresoria”, puesto que esta esastaictura caracteristica en los
hongos) que facilita la adhesion y colonizacion palégeno en la superficie de la
planta (Fig. 1.7) (Kamoun, 2003; Judelson & Blark@)5).

Sporar KJHQQ}
&/ Older part |

o
of lesion Zoospare cyst
\ Stomate  (necrotic) .

Appressorium

o Btf_ s
S 1'
N ) 2|
\/( U Jj

! Growing edge of lesion \nlerwlulm ‘
(biotrophic) hyphae

Haustoria

Figura 1.7.Esquema de la infeccién masivaRlenfestansen el huésped.
Fuente: Hudelson & Blanco, 2005.
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Poco es conocido del mecanismo de desarrollo dpriesoria. Hardam en 2001
propuso que esto puede deberse a la dificultagopsenta la zoospora en penetrar las
superficies vegetales en sus intentos por gernfitendam, 2001). Recientemente se ha
descubierto una pequefia familia géni€ayr, la cual codifica una proteina del tipo
mucina, extracelular y que es expresada cuando olesppra ha germinado
recientemente. Se ha dicho que esta proteina peedauna funcion de adhesion de la

zoospora al tejido y el posterior desarrollo dageesoria (Kamoun, 2003).

La penetracién del patdogeno en el sistema celulia posterior colonizaciéon
implica la expresion de varias enzimas degradgdesvencer las barreras fisicas de la
planta para la infeccion. Se han identificado E8dis alta similaridad a enzimas del
tipo proteasas, endo y exo glucanasas y cutinesdhytophthorase han caracterizado
en detalle unos pocos genes que codifican enzioraaaividad degradante como son
fosfolipasas, p-glicosidasa$i-xilanasas, exo y endop-1-3 glucanasas, vy

endopoligalacturonasas (endo-PGs) (Kamoun, 2003).

Andlisis filogenéticos han demostrado que las ér@s-dePhytophthoratienen
mayor similaridad con las PGs de los hongos, qsessuilares de plantas y bacterias.
Esta similaridad filogenética con los hongos adeh®&sido observada en las endo y
exof 1-3 glucanasasde. infestangKamoun, 2003; McLeodkt al.,2003).

La supresion de las defensas del hospedero octraeés de la produccion de
proteinas inhibitorias que tienen como objetivo éawimas del hospedero. Estas
proteinas, denominadas “Proteinas inhibidoras dguleanasa” (GIPs, pdélucanase
inhibitor proteing. Las GIPs son concebidas como moléculas con dangefensiva,
puesto que inhiben las enzinfag,3 yp-1,6 glucanasas del hospedero que degradan su
pared celular (Kamoun, 2003).

Una vez que el patégeno ha penetrado las barreéraarfas de las células, se
activa la respuesta de defensa de las plantas. dducholéculas efectoras en
Phytophthoraactian como inductores de la respuesta en lasaplaflgunos de estos
efectores inducen la respuesta, tanto en plans®gtibles como en resistentes. Estas
moléculas son conocidas como elicitores generBle®s elicitores generales han sido

caracterizados como “Patrones moleculares asociadogatdogenos” (PAMPs o
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Pathogen-associated molecular pattgrnks cuales son moléculas derivadas de la
superficie celular que inducen la expresion de gaie respuesta defensiva, con la
subsecuente produccidén de sustancias antimicrabjpoparte de la célula huésped,

siendo una de ellas las proteinas PR (Kamoun, 20@3ibeger & Brunner, 2002).

Otras moléculas efectoras inducen la respuesteefdsh especificamente en
plantas resistentes. Estas moléculas son conocioie® elicitores especificos.
infestansproduce algunos de estos elicitores especificodigd de estos son proteinas
extracelulares de aproximadamente 10 kDa de peswmcitas como elicitinas que
induce la HR en plantas de tabaco, pero no engdald tomate y papa (Kamowhal.,
1998; Kamoun, 2003).

Esta y otras caracteristicas hacen de los oomygetsspecificamente el género
Phytophthorasean los Unicos con este mecanismo de patogesigdasto que con el
mismo abarcan un amplio espectro de hospederos,vgunedesde plantas hasta
animales. Sin embrago, aun quedan preguntas poormésr en el conocimiento de los

mecanismos de infeccion de estos microorganismas@in, 2003).

1.4.2.4Enfermedad del tizén tardio del tomate

El tizon tardio del tomate o mildiu es una enferatedrave producida por el
oomicetePhytophthora infestans

La enfermedad se caracteriza por la presencia dehaa grandes de color
negro y aspecto grasiento en las hojas, las cuatesecando progresivamente desde la
zona central. En el haz de las hojas, se encuedgamna a dos manchas por cada
foliolo y en el envés se encuentran fructificaceorde tipo flngica en forma de
vellocidades blanquecinas. En los peciolos de dg@shaparecen manchas grandes que
se vuelven quebradizas, especificamente en lass zalegtadas. En los frutos, las
manchas del patégeno son grandes de color grisAckn contextura lisa, la cual a
medida del avance de la infeccion, se tornan der coarron y de aspecto rugoso (Fig.
1.8) (Rodriguezet al.,2001).
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Figura 1.8.Planta de tomate afectada porinfestansFuente: Oregon State
University, 2010.

El patégeno sobrevive de una estacion a otra enafale un micelio sobre los
tubérculos de papa enfermos y las zoosporas paahision llevadas de una planta a
otra por medio del viento y la lluvia. La infeccipnmaria del patégeno en tomate no
esta claramente definida, pero se puede decir piEaplemente viene de los restos
vegetales de enfermedades anteriores o de cultigopapas relativamente cercanos
(Rodriguezet al.,2001).

El ciclo de vida dd’hytophthora infestanse alterna en dos estadios: el asexual
y el sexual, dandose esta ultima solamente cuandoaientran juntos los dos tipos Al

y A2. La Fig. 1.9 detalla el ciclo de vida del pggéo en la naturaleza.
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Figura 1.9. Ciclo de reproduccion de. infestangen la naturaleza. Fuente:
Schumann & D’Arcy, 2000

La reproduccion asexual es la mas difundida. Séyme con la presencia de un
micelio, el cual, después de un periodo desarssf@rangios, los cuales al madurar
liberan las zoosporas que se liberan al medio gradd@&an un micelio diploide. Este
ciclo se mantiene en los dos tipos, el Al y el A@ependiente el uno del otro. La
reproduccion asexual se desarrolla en una faseidigpkn todo el proceso (Erwin &
Ribeiro, 1996).

El momento en el que los dos tipos, A1 y A2 se enttan en el medio, se
desarrollan estructuras reproductivas sexualeo®mlads tipos, con la produccion de
estructuras sexuales femeninas (oogonios) y deauctstas sexuales masculinas
(anteridios). Hay que destacar que las estrucsgagales son haploides. El tubo del
anteridio rompe la pared celular de la oogoniapdig@ndo su nucleo en el interior, con
la subsecuente generacion de una oospora, queevaeber diploide y desarrolla un
nuevo micelio, el cual puede volver al ciclo arderie reproduccion asexual, con la

produccion de esporangios (Erwin & Ribeiro, 1996).

La coexistencia de los tipos Al y A2 en la natwraleonlleva a la aparicion de
nuevas razas del patdgeno con un biotipo virulemés fuerte que el anterior, lo que

contribuye a la diseminacion de la enfermedad, tpugge el la reproduccion sexual
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produce nuevos caracteres en las razas resuli@nes & Ribeiro, 1996), haciendo
gue los esfuerzos de obtener variedades resistahnpsgdgeno sean infructuosos. Esta
alternancia de ciclos de reproduccién Bn infestanshace del tizén tardio una
enfermedad multiciclica de muy dificil control estaaios tempranos y avanzados
(Erwin & Ribeiro, 1996).

Los esporangios de. infestanggerminan solamente en peliculas de agua sobre
las hojas de las plantas cuando la temperatur@stre los 10 y 18°C, produciendo de
2 a 8 zoosporas que germinan en el plazo de 3 borasa humedad relativa entre el 91
y 100% (Rodriguezt al.,2001).

El control de la enfermedad en ocasiones puesi@tar muy dificil por las
condiciones favorables del patbgeno de humedadnpdwratura, por lo que el control
mas efectivo consiste en la aplicacion de funggigeeventivos. Actualmente los
productos agroquimicos mas utilizados para el obdi la enfermedad son: Curzate,

metalaxyl, fosetil-Al, y milfuran (Erwin & Ribeiral996; Rodriguezt al.,2001).

Se ha estado implementando un tipo de control, @lonso de variedades
resistentes, pero esta metodologia ha resultado difigil aplicar por la enorme
variabilidad del patdégeno ante el aparecimientovaeedades resistentes (Erwin &
Ribeiro, 1996). Sin embargo, se ha encontrado um@edad silvestre Solanum
demissun{Fig. 1.10) que es aparentemente inmuie mfestansy a partir de ella han
sido desarrolladas variedades de papa resistam@aegpués han resultado ser sensibles
al aparecimiento de nuevas razas del patégeno. Gestacar que los procesos de
mejoramiento dan una perspectiva al futuro bastafgatadora (Rodriguezt al.,
2001).
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Figura 1.10.Fotografia d&Solanum demissuym

Fuente: Sarvari Research Trust, 2010.

1.4.3 Los geneR

1.4.3.1Caracteristicas Generales

Los genes PR son familias génicas que codificangwpo de proteinas
denominadas PRP@thogenesis-relat@d las cuales tienen un importante rol en la
resistencia de las plantas contra patdgenos, addmdstervenir en la adaptacion

general al estrés del tipo medioambiental (Edr20a5).

Las proteinas PR fueron descubiertas en hojas biacdahipersensitivas,
mediante la interaccion de estas con el virus dekaico del tabaco (TMV).
Inicialmente, fueron conocidas como proteinas“iiepfoteins”), presentando gran
relevancia en su intervencidén en la resistenciasapatégenos. Esta aseveracion se
apoya en los estudios previos, en los cuales lastgd resistentes expresan una
respuesta hipersensible a la necrosis producidpgidégenos del tipo viral, bacteriano o
fungico (Edreva, 2005).

Antoniw y colaboradores en 1980, instauraron ehiéo “Pathogenesis-related
proteins (PR) las cuales son definidas como proteinas codiisapor la planta
huésped pero solamente son inducidas en situacpatekbgicas o relacionadas a esta
(Antoniw, et al.,1980).

Sin embargo, estudios posteriores afirmaron queiakeinas no solo estaban

relacionadas en las interacciones de plantas eatest con patdgenos, sino también en
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las interacciones con plantas susceptibles, inadasglantas sensibilizadas previamente

bajo condiciones de estrés abidtico (Edreva, 2005).

Originalmente fueron clasificados 5 grupos degir@s PR, desde la PR-1 hasta
la PR-5, en funcién de su movilidad electroforétiCada grupo esta conformado por
algunos subtipos de proteinas que presentan cdsicks comunes entre ellas. El
grupo de proteinas PR-1 es el mas abundante dg, toolwstituyendo aproximadamente
del 1 al 2% de las proteinas totales de la hojal34, se unifico la nomenclatura para
las proteinas PR bajo una propuesta basada enrdpaagn de estas proteinas en
funcién de su secuencia aminoacidica, relacionesidggcas y actividad enzimatica,
apareciendo en esta ocasion 11 familias de pratgfPR-1 a PR-11), reconocidas y
clasificadas en tomate y tabaco (Van Loon & Vanie8ir 1999; Edreva, 2005).
Actualmente se reconocen 17 familias de PR destabig clasificadas en diferentes

especies vegetales (Van Loanbal.,2006).

La inoculacién de patdgenos necrotizantes, oaghrniento de las plantas con
guimicos selectos, o la exposicion a condiciondsiemales de estrés fisiologico, lidera
en varias plantas la induccion de un sistema dguesta general denominada SAR
(Systemic acquired resistancéo que desencadena la acumulacion de estasimaste
PR. (Anfoka & Buchenauer, 1997; Van Lo@t al.,2006).

1.4.3.2El genPR-1b1

El gen PR-1bles un gen miembro de la familia génieR-1 Esta familia
codifica para un grupo de proteinas que son coas@dr participar activamente en los
mecanismos de defensa contra varios tipos de estrdas plantas (Torneret al.,
1994).

Aunque se ha determinado que el grupo proteico BR-4l mas abundante en
las hojas (Edreva, 2005), la familia PR-1 es la@nie las familias de proteinas PR que
no tiene una funcion conocida. Miembros especifim$a familia PR-1 tiene actividad
antifingica contra los oomicetes en plantas trarisgé de tabaco (Alexandest al.,
1993; Van Loon & Van Strien, 1999; Van Loat,al.,2006). La actividad antifangica
fue comprobadan vitro con la inhibicién de la germinacion de las zooapadeP.
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infestanse in vivo con la reduccion de la superficie de infecciordetos de hojas de
tomate infectadas (Nidermaef al., 1995). La familia proteica PR-1 no comparte

homologias con genes conocidos (Tornet@|l.,1994).

Aunque estas proteinas fueron descritas inicialenemt plantas de tabaco
infectadas con el virus del mosaico del tabaco ()M&studios posteriores con
herramientas moleculares demuestran que las pastdanla familia PR-1 se encuentran
en muchas otras especies, incluyendo a plantascotledoneas y dicotiledoneas. Las
proteinas PR-1 se encuentran en numerosas isof@ieado estas acidas o basicas,
siendo estas ultimas las mas abundantes en tolatee(o,et al.,1994).

Dentro del grupo de genes de la famiig, esta investigacion se centrara en el
estudio de la isoforma béasica conocida cd®1bl Se ha demostrado que el d&R-
1bl es la isoforma que mayor expresion tiene dentrdadi@milia (Tornero,et al.,
1997). Varios estudios han demostrado que la is@d?R-1b1 tiene un mayor nivel de
expresion que su forma acida PR-1al, ya que edtansa reduce su acumulacion con
respecto al tiempo de inoculacion, mientras queisiaforma basica aumenta

considerablemente su expresion (Tornet@l.,1994).

La proteina PR-1b basica de tomate y acida de &oPRtla, tienen similaridad
con la proteina basica PR-1g de tabaco. Mediants@lde la resonancia magnética
nuclear (NMR), se determind que la proteina tiena arquitectura molecular Unica
(Fig. 1.11). La proteina esta conformada por cuaétmwesa (I-1V) y por cuatro cadenas
B (A-D), ordenadas antiparalelamente entre las élic 1l y I, IV respectivamente.
Este compactamiento de hofasentrales resulta en un nucleo fuerte y bipargtaual
es estabilizado por interacciones hidrofébicas \tiplés puentes hidrogeno. Esta
estructura refleja la alta estabilidad de las pnate PR-1 y su incompatibilidad ante
muchas proteasas (Fernandstzal.,1997; Van Loon & Van Strien, 1999).

Las proteinas del tipo PR-1 muestran un extremer@ihal corto, la cual las

caracteriza como muchas proteinas del tipo basycastas caracteristicas reflejan sus

ligeramente altos pesos moleculares (Van Loon & Staien, 1999).
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Figura 1.11.Esquema de la estructura tridimensional de la prateR-1b de

tomate. Fuente: Fernandet al., 1997

Estas mismas secuencias han sido encontradas dmosnotros organismos
como levaduras, insectos y vertebrados. En levadumspecificamente en
Saccharomyces cerevisjaauestran una similaridad de secuencias desds leh&a el
51% entre los genes PR-1 y sus correspondienteva&turas (Van Loon & Van Strien,
1999).

Estudios con clonacion de cDNA han demostrado aidad de la isoforma de
tabaco PR-1la con el antigeno 5 (Dol-Ag5) del vendeda avispa[olichovespula
maculatg. En 130 residuos superpuestos entre las secsenea835 a 39 residuos son
idénticos (Fanget al., 1988). Esta similaridad es compartida con lasemas del
veneno de otros insectos, como el antigeno Dm-Ag5lad mosca de la fruta
(Drosophyla melanogastgrteniendo un porcentaje de similaridad del 30% esta
proteina (Van Loon & Van Strien, 1999).

Igualmente, una familia proteica de vertebradoodenada CRISPQysteine-
rich secretory protein® “Proteinas secretoras ricas en cisteinas”) mesjado una
homologia de hasta el 46% con la proteina PR-laablaco, inclusive, se ha
determinado que la secuencia GHYTQVVW es una regién conservada en ambos
grupos de proteinas, lo que sugiere un importaoitéuncional de este dominio (Van
loon & Van Strien, 1999) (Van Looef al.,2006).
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Las secuencias CRISP muestran algunas sescitmmelentidad completa y
una identidad total del 30% con dos grandes grupmsproteinas de mamiferos,
especificamente proteinas de células tumoralesigenoglial y en macrofagos (GliPR
y RTPV-1 respectivamente); y la proteina granuladpecifica 28 (SGP28) en
neutrofilos (Fig. 1.12) (Szyperskt al.,1998) (Van Loon & Van Strien, 1999).

a) bj

Figura 1.12.Estructura tridimensional de: a) GIiPR humana yathogenesis-related
la (PR-1a), Fuente: Szyperskd,al.,1998.

Estas observaciones demuestran que las proteiniasfaimilia PR-1 muestran
homologias y motivos estructurales similares embregos, invertebrados y vertebrados,
inclusive con los seres humanos, haciendo de estdid distinta, pero altamente
conservada evolutivamente, 10 que sugiere que @sta@arte un origen evolutivo

comun, ademés de poseer funciones esenciales gaida de los organismos (Van
Loon & Van Strien, 1999).

La mayoria de las proteinas de la familia PR-1 ianet o tiene muy poca
antigenicidad, lo que no permite tener un conogitoielaro de su funcion especifica.
La poca actividad inhibitoria de la tripsina provpistas importantes sobre el rol
bioquimico de las proteinas del tipo PR-1, peroedetealizarse mas investigaciones,

para finalmente determinar la actividad de lasginats PR-1 (Van Loon & Van Strien,
1999).
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1.4.3.3Sistema de regulacion de los gen®R-1

La regulacion de las proteinas del tipo PR-1 sdyme por la interaccion de las
plantas con diferentes tipos de estres, los cymleden ser del tipo bidtico o abidtico.
Al interactuar la planta huésped, con el patégdasencadena una respuesta de defensa
(HR). Después de la necrotizacion del tejido ydavacion de la HR, se desencadena
una serie de sefales internas que son conocidas AR Systemic acquired systam
Resistencia sistémica adquirida) (Enkeatial., 1993; Ryalset al., 1996; Fidantsefet
al., 1999; Van Loonet al.,2006).

El SAR se refiere a las distintas sefiales y rléasguales juegan un importante
rol en la capacidad de las plantas de defendergeacel ataque de patdgenos. Existen
diferentes genes asociados al SAR que son conooitios genes SAR, entre los cuales
los genesPRy, especificamente la familRR-1son los mas representativi@®yals, et
al., 1996).

La expresion de los genes marcadores del SAR seeeina asociada a la
interaccion de numerosos patégenos, entre los quensuentran virus, hongos y

bacterias en varias clases de planta dicotiledifaads,et al.,1996).

La activacion del SAR se debe a la acumulacién mlecampuesto que es
indispensable para el sistema. Este compuesto égidd salicilico (SA), el cual
interviene directamente en la activacién del SABnyla expresion de los marcadores
moleculares de este proceso (Ryatsal., 1996; Fidantsefet al., 1999; Van Loongt
al., 2006).

Si bien los mecanismos mediante los cuales el Scie la expresion de los
genesPR-1, son aun desconocidos, se presume que el perdeidodrogeno (kD)
actia como un mensajero secundario del SA en HEiza€ion del SAR. Es asi que en
algunas investigaciones se ha descrito la preselecima proteina de union al SA con
funcién catalasa (Chemrt al., 1993). Se ha encontrado que el SA inhibe la afzi

catalasa de esta proteina, elevando los niveles@g(Ryals,et al., 1996).

24



Las rutas de sefalizacién que controlan los atadegmtogenos e insectos son
diferentes el uno del otro. El dafio producido perte tipo de insectos y herbivoros es
sefalizado a través de la ruta del acido octadémaon la produccion de oxilipinas,
las cuales provienen de la peroxidacion de acidasog, como el acido linoléico y
linolénico, con la posterior generacion de jasmaosialios cuales activan la resistencia
inducida (Fidantsefet al.,1999). Por otro lado, los patdgenos y sus eliegoademas
de los metabolitos producto de las lipoxigenasamehtan la acumulacion de las

proteinas PR, por consiguiente, la activacion dd® fRyals,et al., 1996; Fidantsefet
al., 1999; Van Loonet al.,2006).

El sistema SAR, mediado por la acumulacion de 3Wjbe la resistencia
inducida mediada por jasmonatos. Adicionalmentelserva que existe una conexion
entre ellos a través de una ruta que, hasta esteento es desconocida. La descripcion

del proceso de sefalizacion se puede verificaadfid. 1.13 (Fidantsegt al., 1999;
Van Loon,et al.,2006).
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Figura 1.13.Esquema de la sefializacion que se produce engeleatie
patdgenos y de insectos, Fuente: Fidan&ted]., 1999.

Gracias a este conocimiento, se puede asociamutawdacion de las proteinas
PR-1, con la acumulacion del SA, lo que los vindlilectamente a nivel molecular.

Estudios anteriores han demostrado también la deeino de SA en plantas de tomate
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infectadas corP. infestans(Enkerli, et al., 1993). Este hecho proporciona valiosa
informacion sobre las interacciones que se prodeoére el patbgeno y su hospedero,
lo que a futuro puede contribuir al desarrollo denblogias basadas en este proceso

para evitar las infecciones de este patdgeno demaamasiva (Van Loort al.,2006).

1.4.4 Técnicas Moleculares para el andlisis de expresi@&nica

El andlisis de la expresion génica, al ser un mmeeolecular, implica una serie
de técnicas, las cuales deben ser estrictamenteraléadas y estandarizadas, puesto
gue el manejo de la PCR en tiempo real es un pratesy sensible y requiere de una

alta precision.

Este proceso incluye técnicas como la extraccignantificacion del RNA, la

eliminaciéon del DNA contaminante, la sintesis deN& y la PCR en tiempo real.

1.4.4.1Extraccion y cuantificacion del RNA

La extraccion de RNA es un paso inicial y clave aedlisis de la expresion
génica debido a la necesidad de obtener un RNAt@ealidad y estable para este tipo

de analisis.

La degradacion del RNA afecta a todos los tipoarg#disis de expresion génica,
como Real Time PCR y biochips (QIAGEN, 2006). Ragaar la estabilizacion de este
material se usan soluciones como el isotiocian&ogdanidina, la cual al ser sal
caotropica, lisa las membranas celulares y proe&g@NA inactivando las enzimas
RNAsas (INVITROGEN, 2010).

Los procedimientos deben ser optimizados para ebtes mejores resultados
de los protocolos, los cuales garaticen un buedim@anto en cuanto a cantidad y

calidad de RNA para los ensayos de expresion génica

La cuantificacion del RNA es necesaria para conlzceantidad de RNa que se

empleara en los andlisis de expresion génica.
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Existen varios métodos de cuantificacion de RNAngae uno de los mas
utilizados y conocidos es el método mediante eldgddluorometro. El fluorémetro es
una plataforma que detecta la fluorescencia desustancia fluorescente especifica,
aumentando la fluorescencia en funcion de la cadtite RNA presente. La cantidad de
RNA se calcula mediante el uso de estandares teazadn con una cantidad conocida
de RNA (Fig. 1.14) (INVITROGEN, 2010a).
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Figura 1.14.Curva de calibracion de RNA, Fuente: INVITROGEN1QA.

Es muy importante conocer las condiciones oOptimasfushcionamiento del
equipo y del kit de cuantificacion. Las fluctua@sn de temperatura afectan
directamente a la concentracion de la muestra, epddi dar como resultado,
sobreestimaciones de cantidad o desestimar ladeantle la misma (INVITROGEN,
2010a).

Es importante mantener las condiciones adecuaalas|@ cuantificacion para
obtener resultados confiables que no alteren losllcd de expresion génica.

1.4.4 2Tratamiento con la enzima DNAsa

El tratamiento de muestras de RNA con la enzima BidNés un procedimiento
mediante el cual se elimina las trazas de DNA comiante de la extraccion de RNA,
previo a la PCR en tiempo real, mediante la aglicade la enzima DNasa | (E.C.
3.1.21.1).

Este tratamiento es esencial para evitar la aroatifon de moléculas de DNA

contaminante que se pueda encontrar en la soldeidRNA. Al ser la PCR en tiempo
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real una herramienta de deteccibn muy sensiblggusde amplificar fragmentos de
DNA contaminante, dando lugar a los conocidos &mlgositivos” que pueden

sobreestimar la cantidad de expresion génica @gnientos de amplificacion de un
origen distinto a los de cDNA. Por lo tanto es sace aplicar este tratamiento siempre
gue se vaya a realizar cualquier andlisis medi®@& en tiempo real para evitar

confusiones en los resultados.

1.4.4.3Sintesis de cDNA (Transcripcion reversa)

En las mediciones de expresion génica medianteCl8 Bn tiempo real, es
indispensable que el mMRNA sea transcrito a cDNA iame la reacciéon de

transcripcion reversa (Kubistet, al.,2006).

En la reaccidn de transcripcion reversa, las mtdécde mRNA son copiadas a
cDNA por la accidon de la enzima transcriptasa vgunto con un primer. Entre las
enzimas transcriptasas reversa las mas difundidasdificadas esta la enzima del
Virus de Leucemia Murina Moloney (MMLV) y la enzimdel Virus de la
Mieloblastosis Aviar (AMV) (Kubistaet al, 2006).

La estrategia depriming’” mas usada en la reaccion de transcripcion revessa
la adicion del oligo (dT) primer. El oligo (dT) es primer de 18-20 nucledtidos que
contiene solamente timinas, el cual hibrida la c@aoli-A del mMRNA de la mayoria
de organismo eucarioticos (Fig. 1.15). Esto repitasena gran ventaja, puesto que para
la clonacion del cDNA, la secuencia de poli-A (di doen la cadena complementaria)

hace mas facil su aislamiento (Kubistaal.,2006).

e W ﬂ,f'_l, A A AN
o - —TTTTT
Figura 1.15Sintesis de cDNA mediante la adicion del oligo (HJente: Kubistegt
al., 2006.
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Es importante que las cantidades de cDNA produgidada reaccion reflejen
correctamente las cantidades de mRNA inicial paagarar los resultados de la
investigacion (Kubistegt al.,2006).

1.4.4.4PCR en tiempo real

La PCR fue considerada como una revolucion endac@ desde su invencion
por Kary Mullis en 1984 (Deepakt al.,2007; Schaad & Frederick, 2002). A partir de
alli y hasta el dia de hoy la PCR ha experimeng@ndes avances, dentro de los

cuales, la PCR en tiempo real constituye uno dergissimportantes.

La PCR en tiempo real o PCR cuantitativa es unaama de la PCR
convencional la cual es utilizada para la cuarttfiGn de DNA o RNA mensajero de

una muestra.

La deteccion se realiza por la adicion de una Bostaque emite una
fluorescencia conocida como fluorocromo. Esta #goencia producida es
directamente proporcional a la cantidad de produdeo PCR generado. Esta
fluorescencia se representa a manera de una cxpeaencial (2 es el principio de la
PCR, siendon el numero de ciclos de la reaccion) (Kubisth,al, 2006). Para la
deteccion se utiliza un termociclador especialmesd@ptado para la lectura de

cantidades minimas de fluorescencia.

La PCR en tiempo real es uno de los mayores avamcescampo del desarrollo
de la técnica, puesto que las aplicaciones detéstaca abarcan desde la deteccion
temprana de patdgenos, pasando por estudios demierion alélica e identificacion

de genotipos, hasta los estudios de analisis des®p de genes (Deepat,al.,2007).

Entre las ventajas de la PCR en tiempo real tenesucsensibilidad, lo que
permite la amplificacion de fragmentos de DNA eresitas con muy poca cantidad de
templado inicial (Gachoret al.,2004; Wong & Medrano, 2005; Deepak,al.,2007).

Otra de las ventajas de esta técnica es la rapmieza que se pueden obtener

resultados. El tiempo estimado de una PCR en tiemagloesta entre los 20 minutos y
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las 2 horas del inicio. El tiempo es el factor nd@erminante en el analisis de un
ensayo de PCR, el cual se puede reducir drastidcart@®achonet al 2004).

Aunque la PCR en tiempo real es una importanteatreenta para el analisis de
la expresion génica, esta tiene algunos inconveesernos cuales pueden resultar
criticos. Estos problemas se resuelven facilmeoieet correcto uso de los materiales
de calibracion y referencia, ademas de una adecuadgulacion del templado que va

a ser usado en el andlisis de la PCR en tiempdDeabpaket al.,2007).

La PCR en tiempo real se divide en 4 fases pritespa) La fase inicial, en la
cual la fluorescencia de los primeros ciclos esmmny no rebasa ebackground del
medio circundante. En esta fase se calcula la Ibeese; b) La fase exponencial
temprana, en la cual la fluorescencia producideepproducto de PCR rebasa el umbral
definido por el equipo, o por el investigador. kdl@ en el cual la fluorescencia ha
alcanzado el umbral definido se conoce cad@idCycle Thresholdo Ciclo umbral)
(Applied Biosystems, 2009). Este valor es repredgpmt de la cantidad inicial de
templado que hay en la reaccién y es usado endloslas posteriores. Mientras mas
bajo es el valor de Ct, mayor es el nimero de sapéh DNA templado en la reaccién;
c) La fase lineal, en la cual se alcanza un estedamplificacion 6ptima, en donde la
cantidad de producto de PCR se dobla en cada yifitmlmente; d) La fase platea o
estacionaria, en la cual los reactivos y el eghigo alcanzado el limite de deteccién y
la reaccién ha terminado (Wong & Medrano, 2005)cueva de la reaccion de PCR en

tiempo real se detalla en la Fig. 1.16.
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Figura 1.16.Curva de PCR en tiempo real, donde se detallan@uponentes (Rivas,
2010).

La PCR en tiempo real tiene una gran variedad ceotegias para liberar la
fluorescencia. Sin embargo, son dos los métodosutiizados y son los mas comunes
para su utilizacion. Uno de ellos son los fluoré®de unién al DNA (Fig. 1.17a). En
esta tecnologia, se afiade un fluoréforo que esahfiisDNA o DNA de doble cadena,
es decir, la fluorescencia aumenta, en funciénugeed| producto de PCR en tiempo real
se acumula en cada ciclo de la reaccion. Esta ltagimoes muy flexible, puesto que se
puede utilizar un fluoréforo diferente para cada @& el analisis. Sin embargo, la
capacidad de multiplexing de esta tecnologia es, par que los fluoréforos no son de
unién especifica a un fragmento en particular, dfeesta tecnologia susceptible a la
aparicion de falsos positivos. Para evitar estojndspensable la optimizacion del
proceso y el andlisis de disociacion (Fig. 1.J&)nde la presencia de varios fragmentos
de PCR es reflejada en el numero de picos de digooi. Esta metodologia es una de
las mas usadas por su bajo costo y facilidad deejmail fluor6foro de unién al DNA
de mayor uso en esta técnica es el SYBR Green [{Eebet al., 2003; Zipperet al.,
2004; Wong & Medrano, 2005; Kubistt, al.,2006).
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a) Fluordforo de unidn al DNA b) Sondas de hidrolisis

v
. oe

Vo
4 A

s

Figura 1.17.Esquema de las técnica mas utilizadas en PCRrapdieeal: a)
Fluoréforos de unién al DNA; b) Sondas de hidrélisiuente: Modificado de Wong &
Medrano, 2005.

Otra de las tecnologias mas utilizadas en la PCReempo real es la de las
sondas de hidrdlisis (Fig. 1.17b), en la cual tmtdogia TagMan es la mas conocida y
utilizada. Esta tecnologia es conocida también cemsayo 5 nucleasa. La técnica
consiste en el disefio de una sonda especificdgaegtuencia que se desea detectar, la
cual es sintetizada con dos tipos de fluoréforaso denominado “Reportero” el cual
esta en el extremo 5’ de la sonda, y el otro denadu amortiguador aqtienchet, que
se coloca en el extremo 3’ de la cadena. La fleeresa del reportero es reducida por
el guenchemediante FRET (Transferencia de energia por restnae fluorescencia)
cuando la sonda se encuentra intacta. Cuando lalasdnbrida su cadena
complementaria, la actividad 5’-exonucleasa deNsAPolimerasa corta en el extremo
5 la union del reportero con la cadena, separ@andi® su amortiguador, con la
consiguiente acumulacion de la fluorescencia. Hetaologia presenta una alta
sensibilidad y tiene una gran capacidad de mukipieal afiadir a la reaccién sondas
de distintos genes de interés, cada una con urofro distinto, detectando los niveles
de expresion de todos los genes en una sola rea&iid embargo el alto costo de la

técnica limita el uso de esta tecnologia (Wong &IMeo, 2005; Kubistat al.,2006).
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Figura 1.18.Andlisis de disociacion de una PCR en tiempo rsahdo SYBR
Green [: a) Pico de disociacién de 1 solo fragmént®ico de disociacién de un
fragmento con la presencia de dimeros de priméneélazul), Fuente: Ponchet,al.,
2003

Las reacciones de PCR en tiempo real estan exguasiaa gran cantidad de
inconvenientes, debido a la variacion significativda no-reproducibilidad de las
muestras en diferentes laboratorios. Esta reprbilideid limitada se debe a la
variacion en el rendimiento de la reaccion de trapsion reversa, la necesidad de dos
pasos enzimaticos secuenciales y a la naturalgmanercial de la reaccion de PCR,
junto con las pequefias cantidades de moléctdmget en el medio. Estos
inconvenientes influyen en gran medida en el remdito final de los productos
amplificados, por lo que se hace imprescindibledtandarizacién y optimizacion de
todos los procedimientos implicados en la reacqéna garantizar la eficiencia y

reproducibilidad de la reaccion (Bustin, 2005).

1.4.5 Expresion génica

La expresion génica es un proceso biolégico mesligit cual la célula
transforma la informacion codificada en el DNA atpinas a traveés de la produccion

del RNA mensajero (mMRNA) mediante el proceso diuaion.

La expresion génica de un determinado gen en Unkaqiiede ser cuantificada
por la cantidad de proteina producida por la célylgor la cantidad producida de

MRNA del gen en estudio, la cual es la mas utibzactualmente. La cuantificacion de
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la expresion génica mediante los métodos clasidbartifern Blo} requiere de
cantidades de mRNA dificiles de obtener cuandalelero de muestras experimentales
es limitado. Es por ello que el uso de la PCR empo real ha resuelto estos

inconvenientes reduciendo en gran medida la cahttldanRNA utilizado.

La cuantificacion de la expresion génica puededsétipo absoluta y relativa.

Para el presente trabajo se utilizd la expres@mog relativa.

1.4.5.1Expresién génica absoluta

El método de cuantificacion absoluta usa estanddiesdos de DNA de
concentracion conocida para construir una cunanédst. Esta curva estandar relaciona
linealmente el Ct y las cantidades iniciales de ADNor consiguiente, del mMRNA
inicial, permitiendo la determinacion de la concacibn de muestras desconocidas en
funcién de su valor de Ct. Este método asume cquedtandares y las muestras tienen
eficiencias de amplificaciones aproximadas, adems las concentraciones de las
diluciones deben abarcar los niveles de expres®nadmuestras desconocidas y
permanecer dentro de un rango de cuantificaciénsqaaletectable para el equipo y el
ensayo (Wong & Medrano, 2005).

El estdndar de PCR consiste de fragmentos de datiena de DNA (dsDNA) o
cadena simple de DNA (ssDNA) que contengan la seta€ue desea ser amplificada.
El estandar usado debe ser de una alta purezaiyusramplio rango de cuantificacion
y sensibilidad (Wong & Medrano, 2005).

1.4.5.2Expresidn génica relativa

En los métodos de cuantificacion relativa, se midsrcalculos de la expresion
génica en funcion de un estandar externo o, unastmauele referencia, también
conocida como calibrador. Cuando se usa un cabbrdds resultados se muestran
como una relaciomarget sobre la muestra de referencia. Existen numenosmielos
matematicos para calcular la expresion génica riaada de ensayos de cuantificacion
relativa, los cuales utilizan metodologias difeeentpara minimizar el error

experimental (Wong & Medranno, 2005).
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Para los calculos de expresion relativa, es neoceshrempleo de un gen de
control interno o referencia (también conocido cdrose-keeping gepd.os genes de
referencia son genes cuya expresion es establasecélulas, es decir, no varian su
expresion bajo las condiciones experimentales. Msiclle estos genes son
indispensables para la supervivencia celular yusitimados para validar los estudios de

expresion relativa (Exposito-Rodriguet al.,2008).

Se han desarrollado varios modelos matematicosgbax@culo de la expresion
génica relativa. Sin embargo, el método del ddGaf. & Schmittgen, 2001) es el mas

empleado y es el que se utilizo para esta investiga

1.4.5.3Método del ddCt (Livak, Schmittgen, 2001)

El método del ddCt es un modelo matematico queulzallos cambios en la
expresion génica como una diferencia entre una tneuegperimental y una muestra
calibrador. Este método es muy util y es de mayar por parte de investigadores,
ademas que los softwares de los equipos de PCRrmepa real incluyen este método
por default Este método incluye una correccion no ideal deefigiencia de
amplificacion en el cual la eficiencia de la ampétion del gertargety el gen de
referencia es aproximadamente igual. Para que estadiciones se cumplan, los
fragmentos de amplificacion deben ser menores GebpSpara que la eficiencia de la
amplificacion sea aproximada a 1 (Livak & Schmittgg2001), lo que requiere de una
rigurosa optimizacion. Este método no requierddaaacion de una curva estandar, lo
que lo hace muy util para el analisis de una geamidad de muestras evitando el uso de
los estdndares diluidos (Livak & Schmittgen, 2004png & Medrano, 2005).

El modelo se deriva inicialmente de la caracteaséixponencial de la reaccion
de PCR (Ecuacion 1).

X, = Xp X (1 + Ey)", D
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DondeXn es el numero de copias del gen X en el aiclX, es el nimero inicial
de moléculas del gen Xy es la eficiencia de amplificacion del gen X gs el nimero
de ciclos de la PCR. HIt es el ciclo fraccionario en el cual la fluorescangel gen

alcanza en umbral fijado, entonces la ecuaciénajdedesta manera (Ecuacion 2).
XT = },f,:, ot {1 + E}{}ﬁ]'x = K}g 2)

DondeXt es el niumero de copias del gen X en el d@ttaCr x es el cicloCt del

gen X yKy es una constante. Esto se repite para el gerfateneia R (Ecuacion 3).

R[ = Rﬂ #* (1 + ER_}[:!]'R =S KR, 3)

DondeRy es el numero de copias del gen de referelgias el nimero inicial
de moléculas del gen de referendig; es la eficiencia de amplificacion del gen de
referencia;Crr es el cicloCt del gen de referencia KR es una constante del gen de
referencia. Dividiendo la ecuacion 1 para la ecua@, tenemos la siguiente expresion

(Ecuacion 4).

Xr_ XoX (1 + EY)rx  Kx _
Rr Ryx(1+EQR Ky

K. 4)

Asumiendo que la eficiencia del gen de referensi@eal a la eficiencia del gen

X, tenemos (Ecuacion 5y 6):

Ex = Egr = E,
ﬁ X (1 + E)Orx-Cir = K 5
Ky :
XN = (1 + E]_‘af"[ = K 5
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Donde X es la cantidad normalizada del genX¥/Ro) y el ACt es la diferencia
de losCts del gentargety del gen de referencia. Ordenando la ecuaciodayde la

siguiente manera (Ecuacion 7).
Xn= KX (1 + E)-AcT, 7

El paso final es dividir el X de cualquier muestrg, que se define como el

tratamiento a ser evaluado, para gld¢ la muestra calibrador (cb) (Ecuacion 8).

Ang _KX(1+E) -ACTq _
-’YN.E'D K x {l -+ E}'—I"'flf'.t'l:

NGy = 8By — ACi):

(1 + E)-3ACT 8)

Para amplicones disefiados de un tamafio menor deb@d5en el cual las
concentraciones de primers y Mg2+ han sido adecoewi@ optimizadas, la eficiencia
de amplificacién es cercana a 1, entonces, ladahtilel gertarget normalizada a un
control endogeno, y relativa a una muestra caltoragleda de la siguiente manera

(Ecuacion 9):
amount of target = 2733¢1, 9)

Este método permite el calculo de la expresion aggnasumiendo que las
eficiencias de los genes de referencia yagjet son aproximadamente iguales. En el
caso de que las eficiencias de los dos genesatifilaucho entre si, se hace necesario el
analisis de eficiencias mediante una curva estawdse puede hacer un nuevo disefio
de primers y optimizar las condiciones de reacqara equiparar las dos eficiencias
(Livak & Schmittgen, 2001).
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1.4.6 Analisis Estadistico
1.4.6.1Andalisis de Varianza (ANOVA) de un disefio factorial

El analisis de varianza ANOVA es el procedimientngpal del andlisis de
datos experimentales. El principio basico de eétmita es la separacion de las
variaciones de las partes con las que contribuga gaa de las fuentes de variacion que

intervienen en el experimento (Gutiérrez & De laa/2008).

El objetivo principal del analisis de varianza eshar la hipotesis de igualdad
de los tratamientos con respecto a la media darlable de respuesta. Para analizar dos
0 mas factores dentro de un experimento, se deplkenmentar un disefio factorial, el
cual tiene por objetivo el analisis del efecto deios factores sobre una o varias
respuestas con el mismo interés sobre todos lowésc(Gutiérrez & De la Vara, 2008).

Las ventajas de los disefios factoriales permitémdies el efecto individual,
ademés de la interaccion de los distintos factayes intervienen dentro del
experimento, ademas que la interpretacion de lt=ulod es relativamente sencilla
(Gutiérrez & De la Vara, 2008).

Cuando se emplean dos factores (a y b) con nidelgsueba iguales o mayores
a 2, se puede construir el disefio factamiad bconn nimero de replicas para tener la
validez estadistica que necesita el experimentdidez & De la Vara, 2008). El

modelo estadistico para efectos de este tiposgleénte:

Yig =+ a;+ B+ (aB)iy + €

DondeYiyx es el valor de la variable de respuesta del disactorial;, p es el
valor de la media general; es el efecto debido aésimo nivel;p; es el efecto debido
al j.ésimo nivel; ¢B); es el efecto de la interaccion en la combinagi§neix es el error

aleatorio que supone una distribucion nor(@altiérrez & De la Vara, 2008).
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Los factores pueden ser del tipo cualitativo o ttetivo. Para evaluar la
manera que cada factor influye sobre el experimergmecesario elegir por lo menos
dos niveles de prueba para cada uno de ellos yekaisefnio factorial completo, se
corren todas las posibles combinaciones aleatontang cada uno llega a ser un
tratamiento dentro del disefio factorial (Gutié&eRe la Vara, 2008).

Se conoce como el efecto de un factor el cambiobdervado en la variable de
respuesta por la accidén del cambio de nivel deodiahtor, por lo que estos efectos se
conocen como efector principales, por otra patando los factores interactlan entre
si, se conoce como efecto de interaccion. Los esl@absolutos de los efectos
principales y del efecto de interaccion tienen imflaencia critica sobre la variable de
respuesta, para lo cual se requiere en ANOVA pamnaaer su influencia (Gutiérrez &
De la Vara, 2008).

1.4.6.2Pruebas de rango multiple

Después de que se rechaza la hipétesis nula amadisis de varianza, es
necesario verificar que tratamientos son realmdiiégentes, para ello se realizan las
pruebas de rango multiple, para determinar cu@edas que evidencian la diferencia

entre ellos (Gutiérrez & De la Vara, 2008).

Estas interrogantes se contestan cuando se praefpudldad de todas las
medias, para lo cual se han propuesto varios metoattocidos como comparaciones o
pruebas de rango multiple. Cada método tiene suaquarticular de calculo de los
rangos y su diferencia radica en la potencia patacthr las diferencias entre las
medias, es por ello que se dice que una pruebaasgpaiente si es capaz de detectar

diferencias mas pequefas (Gutiérrez & De la Vaiagp

Las pruebas de significancia mas utilizadas squrdaba de Tukey, prueba de

Duncan y a prueba de Scheffé.

La prueba de Tukey es un procedimiento que prapuacuna tasa con respecto

al experimento del tipo fuerte para las comparasan pares de todas las medias del
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tratamiento y se usa para obtener intervalos déarma simultdneos (Kuehl, 2001). En
el método de Duncan los promedios se colocan asn&ardente si las muestiason

de igual tamafio. En las comparaciones donde lasedifias observadas son mayores
que el rango, se dice que son significativamerferatites y; la prueba de Scheffé esta
disefiada especificamente para probar todos logastes de medias que pudieran
interesar al evaluador, sin el riesgo de inclliereor del tipo | (Gutiérrez & De la
Vara, 2008).

1.5Sistema de hipétesis

Hol: No existen diferencias en la expresion del BBalblen las variedades de tomate
utilizadas en el estudio.

Ho2: No existen diferencias en la expresion del BBalblen los tiempos de induccion

del patégeno a las plantas de tomate.

Hal: Existen diferencias en la expresion del gd-1blen las variedades de tomate
utilizadas en el estudio.

Ha2: Existen diferencias en la expresion del gd#1blen los tiempos de induccion

del patégeno a las plantas de tomate.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

Para este estudio se utilizaron cuatro variedaol@erciales de tomat&élanum

lycopersicunplas cuales se describen en la tabla 2.1.

Tabla 2.1.Descripcion de las variedades de tomate utilizadas estudio

VEEIET Casa Caddigo Descripcién

Comercial

Tomate de variedad adaptada para el
campo, especialmente para huertos
Alaska “In” caseros. De crecimiento
determinado. Frutos grandes de entre

180-200 gramos de peso.
Es una variedad adaptada a climas
hamedos. Su fruto es de forma
aglobada y de color rojo. Es und
variedad de cultivo temprano, medio
y tardio, garatizado para la siembra.
Presenta resistenciaAdternaria,
Cladosporiummancha gris de la
hoja, Verticillumy Fusarium
Es una variedad de crecimiento
indeterminado. Son plantas altas|y
vigorosas. Prefiere climas amenos y
Santa Clara 5800 Agro Vital “SC5800” calientes. Produce frutos grandes,
redondos y firmes de 130 a 150
gramos de peso. Presenta resistencia
a Fusariumy Verticillum
Es una variedad del tipo “Long life].
Es de vigor medio y de crecimiento
Cherry Agro Vital “Ch” indeterminado. No presenta ningupa
resistencia. Los frutos son pequefnos
1-3cm y 10-15 g de peso

Indeterminada Alaska
Lote# 368

Flora Dade Agro Vital “FD”

Las cuatro variedades comerciales se sembraronoenn@g cernida como
sustrato en tres bandejas “multipots” de 18 plaosa® una (6 x 3 pots). Se colocaron
tres semillas de tomate por cada pot. En lo pasted mantuvo una planta por pot para

evitar la competencia por el espacio y los nuteégnobteniendo al final 54 plantas por
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cada variedad. Los multipots se colocaron en basdgje contenian solucion nutritiva
Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) (Fig. 2.1). Lanfdila de la solucién Hoagland se
detalla en el ANEXO A.

Figura 2.1. Multipots con semillas de tomate colocadas en éaja@snadero en los

Laboratorios de Biotecnologia de la ESPE, SanggRjwas, 2010).

La solucién nutritiva Hoagland se repuso cada sam&tara los ensayos
moleculares, se utilizaron plantas de tomate dexapadamente 2 meses de edad, con

20 cm. de altura y aproximadamente 4 hojas.

2.2Inoculacién de las plantas de tomate con esporangiode P. infestansy

recoleccion de muestras

Para la inoculacién de las plantas de tomate, Becieno la cepa 3381 de
Phytophthora infestandel banco de datos del CIP (Centro internacioealadPapa)
(Fig. 2.2) la cual fue aislada de cultivos de taratectados. El patégeno se replicé en
5 cajas petri para obtener el indculo suficienteaga infeccion de las plantas. Los
in6culos fueron sembrados en agar centeno e inpsl@w@0°C hasta que colonicen toda

la caja.
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Figura 2.2.Caja Petri con inoculo d@. infestansepa 3381 (Rivas, 2010).

Para realizar la inoculacién, se lavaron las dagts con el patégeno esporulado
con agua destilada estéril. Posteriormente se riemoovlos esporangios del micelio
raspando suavemente con una espatula estérildaPedji. Se realizé un contaje de los
esporangios separados de las 5 cajas, obtenienddauio de 9000 esporangios/mL en

50 mL de agua destilada estéril.

Para la inoculaciéon de las plantas de tomate, Isearon de dos a tres gotas de
la solucion de esporangios sobra cada hoja deatdgplPara favorecer el desarrollo de
la infeccidn se elevé la humedad relativa de lgascavernadero durante el transcurso
de la infeccion hasta el 75% mediante la asperdidnagua dentro de la caja y

humidificadores caseros.

Se colectaron solamente las hojas de las planfasarmiolas en paquetes de
papel aluminio. Las muestras colectadas se comgetar nitrégeno liquido para evitar
la degradacion del RNA de las hojas. Luego fueromaeenados a -80°C hasta su

utilizacion.
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2.3 Extraccion y cuantificacion de RNA

2.3.1 Extraccion de RNA total mediante el kit PureLink™ Micro-to-Midi Total
RNA Purification System(INVITROGEN, 2010)

En el ensayo de extraccion de RNA se utilizé elemalt vegetal recolectado
luego de la incubacion del patdgeno a 0, 24, 48 yatas. Adicionalmente se utilizé
una muestra blanco de material vegetal, la cualdoelectada antes de la aplicacion del

patogeno.

Las hojas de tomate recolectadas se molieron ctvageno liquido en un
mortero congelado. Aproximadamente 100 mg de hojabdas fueron transferidas
inmediatamente a un microtubo de 1.5 mL, nuevoigmeente enfriado con nitrégeno
liquido. Se afiadi6 0.5 mL d&NA Lysis Solutionactivada con 10 pL de-
Mercaptoetanol por cada mL de solucién. Se agdoresamente en el vortex por 3 min
a temperatura ambiente para luego centrifugar lesstras a 12000 g por 2 minutos a
temperatura ambiente. Se transfirid el sobrenada@teada muestra a un microtubo
nuevo de 1.5 mL evitando levantar el precipitadeleiondo del tubo. Se afiadieron 0.5
volumenes de etanol absoluto (96-100%) al sobrenadese agitod en el vortex durante
10 segundos hasta formar un precipitado. El sobesria se transfirio (incluido
cualquier precipitado) a uRNA spin cartridge estos cartuchos se centrifugaron a
12000 xg por 15 segundos descartando el sobrenadante. 8@ afbOuL de Wash
Buffer la cada cartucho y se los centrifugé a 120@0por 15 segundos a temperatura
ambiente. Se descarto el liquido con los tubosctaes y los cartuchos se colocaron
sobre unRNA Wash TubeA cada cartucho se le afadié 500 del Wash Buffer Il
activada con 4 volumenes de etanol absoluto (986)00Dos cartuchos se centrifugaron
a 12000 xg durante 15 segundos a temperatura ambiente, dasdarsolamente el
liguido delRNA Wash TubeSe repitieron los dos pasos anteriores para esmegue el
RNA esta totalmente limpio. Los cartuchos se ckrgaron a 12000 xy durante 1
minuto para eliminar los restos de las solucioreedagtado y secar la membrana del
cartucho. Se descartaron IB&NA Wash Tubeg los cartuchos se colocaron en los
Recovery TubesFinalmente se afnadieron 30 de RNAse-free Watesobre la

membrana de cada cartucho para eluir el RNA. Séaron los cartuchos por 1 min a
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temperatura ambiente y se centrifugaron durantenftos a 12000 x) para recuperar
el RNA.

Como un paso adicional se tomo la solucién de RMAod tubos y se coloco
nuevamente en la membrana, sin descartReebvery TuheSe centrifugaron a 12000
X g durante 2 minutos a temperatura ambiente. Este @agpara recuperar la mayor
cantidad de RNA de la membrana. Los tubos con &l B&almacenaron a -80 °C hasta
su utilizacion. La calidad del RNA se verifico meatie electroforesis en gel de agarosa
al 2%.

2.3.2 Cuantificacion de RNA mediante el uso del Fluoromed Qubit® y el kit
Quant-it™ RNA Assay(INVITROGEN, 2010a)

Para la cuantificacion de las muestras de RNA ze tma dilucion de 1 pL del
stock de RNA en 50 pL de agua DEPC para evitalagpieuestras se salgan del rango
de deteccién del equipo.

Se prepard el master mix de la solucion de trabalocando en un tubo (199 x
n) puL de Quant-it™ RNA buffemas (1 xn) pL de Quant-it™ RNA Reagemara
preparar la soluciéon de trabajo;es el nimero de muestras a cuantificar mas los 2
estandares para calibracion. La solucion de trabajmezclo en el vortex por 2 a 3

segundos.

Para hacer la calibracion del equipo se tomaronul9@e la solucién de trabajo
y se colocé en uQubit™ Assay tubeSe afiadié 10 pL d&8tandard # 10 ng/ pL). El
mismo proceso se repitio paraSthndard # 210 ng/ uL). Se agitaron los tubos durante
3 segundos en el vortex y se incubaron durante futos a temperatura ambiente.

Finalmente se procedi6 a la calibracién siguiemaddnstrucciones del equipo.
Una vez que se calibr6 el equipo, se prepararon magstras para la

cuantificacion afiadiendo 199 puL de la solucionrdédjo en cada uno de |Qbit®

Assay tubesotulados con el nombre de las muestras. Se afigdide la dilucion 1:50
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de RNA. Las muestras se agitaron en el vortex deirdrsegundos. Se incubaron las

muestras durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Se cuantificaron las muestras en el equipo calidbsade calculé directamente
las concentraciones de las diluciones 1:50 de RBEArepitié el procedimiento para
asegurarse que las lecturas sean correctas. Pereeobl valor final de concentraciéon
de RNA se realizé un promedio de ambas lecturas &acular la concentracion del
stock inicial de RNA se multiplicé por el factor dducion (50), el valor promedio

obtenido de las lecturas del fluorémetro.

2.4Tratamiento del RNA con la enzima DNase | Amplification grade
(INVITROGEN, 2010b modificado)

El tratamiento con la enzima DNAsa | elimina cuséguraza de DNA que
pueda contaminar la muestra de RNA. Para ellooke@ en un tubo de 0,2 mL: El
volumen equivalente a 2,5 ug de RNA; 1 pL1@X DNAse | Reaction Buffet pL de
DNase | Amplification Gradg Agua DEPC hasta completar 10 pL. Las muestras se
mezclaron vigorosamente en el vértex durante 10rebgs a temperatura ambiente y se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambijganig que la enzima actie. Una
vez transcurrido el tiempo, se detuvo la reaccmwm X uL de25 mM EDTA (pH 8.@)
cual es muy importante para evitar la degradaci@nRNA por parte de RNAsas
activadas por cationes divalentes comd*GaMg?". Posteriormente, se inactivd la
enzima DNAsa | incubando a 65°C por 10 minutos leterenociclador. Finalmente
obtenemos un volumen total de 11 puL, en el cualyayg de RNA que ha sido tratado

con la enzima DNAsa.

2.5Sintesis de cDNA (Transpcricion reversa) mediantel @iso de laSuperscript®
[l Reverse Transcriptas€INVITROGEN, 2010c modificado)

Para la reaccion de sintesis de cDNA, se requiereolumen de RNA 12 L.
Para completar dicho volumen de RNA obtenido epaslo anterior, se debe afiadir
agua DEPC hasta completar el volumen indicado.oMimen completo de RNA se le
afadié 1 pL dedligo (dt) Primer 0,5 pg/uL(INVITROGEN™) y 1 uL de 10 mM

dNTPs. Se incubd las muestras durante 5 minuté&®@ én el termociclador. Una vez
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incubadas las muestras se las sacO inmediatamertgle durante 1 minuto. A los
tubos de las muestras enfriadas en hielo se leBefiqiL dedX First Strand Bufferl
puL de 0,1 M DTTy 1 pL deSuperscript Ill Reverse transcriptas8e mezclaron
vigorosamente los tubos y se incubaron a 50°C @ani6utos, a 55°C por 15 minutos y
a 70°C por 15 minutos para inactivar la enzimacBNA sintetizado ser4 empleado

como templado para el ensamblaje de la Real Tinke. PC
2.6 Disefio de Primers
Para el disefio de los primers, se buscaron laeiseias del gei*R-1bly del

gen de control internGAPDH en la base de datos del Centro Nacional de Infugna

Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en ingliégp://www.ncbi.nlm.nih.goy/

Para el genlPR-1blse encontraron 6 secuencias y para el @Ga&¥DH se
encontré 1 secuencia. Para seleccionar la secudeftiativa del gerPR-1b1 se tomo
en cuenta las que tenian informacion bibliograficenpleta. Las caracteristicas de las
secuencias definitivas se resumen en la Tablal&&.secuencias de los genes se
detallan en el ANEXO B y ANEXO C.

Tabla 2.2.Secuencias halladas de los genes para el estudio.

Nombre No. Accesion GenBank Definicién

PR-1bl Y08804 Pathogenesis-related 11

Gliceraldehido-3-fosfato
GAPDH u97257 _
deshidrogenasa

Para el disefio de primers se usé el programa eea lIPRIMER 3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_wwi). &g ingresaron las secuencias

de cada uno de los genes por separado en form&d AA_os primers deben cumplir

algunos criterios de disefio que se detallan eabla €.3.
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Tabla 2.3.Caracteristicas basicas a tener en cuenta paiseébdde los primers

Caracteristica Valor

Tamaiio del primer 20 bp
Tamafio de amplicon Aprox. 100 bp
Temperatura de fusion Aprox. 65°C
% G-C 20-80%

Una vez disefiados los primers, se comprob¢ su ifispld in silico mediante

un analisis con el algoritmo en linea BLASHAitp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.qgi

La verificacion consistié en un Unignatchdel BLAST en tomate, es decir, que la
Unica secuencia de tomate igual a la de los prinhelge ser la del gen de interés. Si el
algoritmo arroja mas de una secuencia en tomai&siala de los primers, estos deben

ser desechados y hacer un nuevo disefio.

Luego de la comprobacion de los primers, se encsugsintesis quimica a la
casa comercial INVITROGEN, a través de su proveadtorizado en el pais. Una vez
sintetizados los primers, se reconstituyeron aaameentracion de 100 uM con agua
DEPC. Se dejaron los tubos de los primers a 4°Gnderr 24 horas. Una vez
reconstituidos, se almacenaron a -20°C hastal&aaibn.

2.7PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se ensambld con el rea8WBR® GreenER™ PCR
Supermix for ABI-PRISM@&NVITROGEN™), siguiendo el protocolo sugerido par
fabricante, con algunas modificaciones. Las reaesdueron efectuadas en el equipo
7300 Real-time PCR Systenediante el uso del software SDS viSéquence Detector
System(Applied Biosystems).

Para el ensamblaje de la reaccion se usaron ltssplicroamp® Optical 96-
well Reaction PlatgApplied Biosystems), los cuales tienen 96 tubpBcés para la
reaccion de PCR en tiempo real. Los tubos fuertiades con los adhesivos Opticos
Microamp® Optical Adhesive FilrfApplied Biosystems).
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2.7.1 Estandarizacion de las condiciones de reaccion d€R en tiempo real

La estandarizacion de esta técnica consiste enidiefs condiciones Optimas de
la amplificacion, tanto del geBAPDH (Control interno) como del gePR-1b1(Gen

targed dentro del mismo plato de PCR en tiempo real.

Para la estandarizacion del protocolo de PCR ampbereal se utilizaron plantas
de la variedad “Indeterminada Alaska Lote # 368% tuales fueron estimuladas con
una solucion de &cido salicilico (SA) 1 mM pararestar la expresion del gdPR-1b1
Se hicieron diluciones 1:5 de los cDNAs sintetizade estas muestras para obtener una
cantidad suficiente de templado para la estandadizade la reaccion de PCR en

tiempo real.

Los parametros evaluados para la estandariza@ota deaccion fueron la
temperatura de annealing. y concentracion de psiniex concentracion de los otros
componentes (MgClI2, dNTPs, Buffefaq Polimersa y otros componentes) vienen

optimizadas de fabrica para PCR en tiempo real.

2.7.1.1Temperatura de Annealing

La temperatura de annealing o hibridacion es lgpé&atura a la cual los primers
se unen a su secuencia complementaria en la catlec®NA. La temperatura de
annealing esta directamente relacionada a la teyparde fusion de los primers, la

cual es generalmente 5°C mayor.

El disefio de los primers para la investigaciéon emmié una temperatura de
fusion de 65°C, por lo que se definié una tempesadie annealing inicial de 60°C. Es
por ello que se definieron 4 temperaturas de amgephra estandarizar el protocolo:
50.0°C, 55.0°C, 57.5°C y 60°C. Por lo que el progrde PCR en tiempo real se definio
de la siguiente manera (Tabla 2.4).
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Tabla 2.4. Condiciones de PCR para la estandarizacion BER en tiempo Real

Procedimiento Temperatura Tiempo (min) Ciclos
Activacion de UDG 50°C 2:00 1
Activacion de la Taq

. 95°C 10:00 1
Polimerasa
Denaturacion 95°C 0:30
) 50°C; 55°C,;
Annealing 0:30 40
57,5°C; 60°C
Extension 72°C 0:30

Adicionalmente, se afiadid un estado de disociap@ma asegurar que soélo
exista un fragmento de amplificacion. El estadoswia en incrementos de 1°C de
temperatura desde 60°C hasta 95°C con interval@® degundos en cada incremento.
Los datos se visualizardn en una gréfica de lagverderivada de la curva resultante a
manera de picos. En los picos se podran aprecatelaperaturas de fusién de los

fragmentos resultantes.

2.7.1.2Concentracién de Primers

Para el parametro de concentracion de primersjadeagon dos concentraciones
de primers: la primera fue de 20 nM de concentrafiital en reaccion a partir de una
concentraciéon stock de 1 pM; la segunda fue lameoalacion del fabricante del mix,
es decir, 200 nM de concentracion final de reacai@artir de una concentracion stock

de 10 uM. Al final, el perfil de reaccion quedodldesiguiente manera (Tabla 2.5).

50



Tabla 2.5Volumenes de cada componente de la reaccion deeRGBmpo Real

Concentracion Concentracion
Componente Volumen

Inicial en reaccion

SYBR GreenER
. 2X 12,5uL 1X
gPCR Supermix
Primer Forward 1uM, 10 uM 0,5uL 20 nM, 200 nM
Primer Reverse 1uM, 10 pM 0,5uL 20 nM, 200 NnM
Agua DEPC - 10,5uL -
Total* 24 uL

* El volumen de cDNA usado fue de 1 pL para obtemevolumen final de 25 pL

2.7.2 Ensayos de PCR en tiempo real de las variedades tenate infectadas con

P. infestans

Una vez que el método de PCR en tiempo real sedesiad, se ensamblaron las
reacciones de PCR en tiempo real de las varieddslé@mate sometidas a la infeccion

deP. infestans

Inicialmente se ensamblaron 3 reacciones de PCHReerpo real por cada
tratamiento para el gen de control inter@APDH), con el templado de cDNA sin
diluir para obtener los valores iniciales de Cpaalcular el valor del factor de dilucion
para un Ct en especifico. Con los valores de Cialleis se aplico la siguiente férmula
para obtener el factor de dilucién:

fd — 2Ctt—Ctp

Donde el valoiCt; es el valor de Ct que se desea alcar@gres el valor de Ct
obtenido de las reacciones de PCR en tiempo real.l&> valores dé&d obtenidos, se
calcul6 el volumen de agua para obtener el vald€tdequerido mediante la aplicacion

de la siguiente formula:

Va = (Vi.fd) - Vi
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Donde eVaes el volumen de agua que se debe afadir al cCax#\glcanzar el
valor de Ct establecido inicialmente. Con este guoniento se busco igualar todas las
muestras en un solo Ct del gen de control inteara pener mayor homogeneidad entre

los tratamientos.

Una vez que se tuvieron los cDNA diluidos a un saltor de Ct, se planted el
experimento de PCR en tiempo real para las varesdde tomate infectadas. Para cada
tratamiento evaluado se ensamblaron tres reaccideePCR en tiempo real para
minimizar el error experimental. Los datos de ladorkes de Ct de cada una de las
reacciones se exportaron a una hoja de calculo ideoddft Excel para realizar el

analisis.

2.8 Analisis de la expresion del gePR-1b1

Para el andlisis de la expresion del gd-1blse utilizo el método de ddCt
(Livak & Schmittgen, 2001). Con los valores de €taplico la formula de célculo de
expresion génica:

Exp — z—AACt
AACt = ACt,, — ACt,

Donde elACt, es el valor dACt de las muestras a ser evaluadas;AC#), es el
valor deACt de la muestra calibrador. Una vez que los valdeeCt fueron calculados,
se hizo una correccién logaritmica para minimizavérianza de los valores, por la

naturaleza exponencial de la curva de PCR en tigeglo
2.9 Andlisis Estadistico

El disefio experimental para este experimento futactorial completo 4X4 en
modelo univariante, tomandose como factores figgsvariedades de tomate (4) y los

tiempos de induccion (4); y como Unica variable efeflente la expresion génica

relativa con la respectiva correccion logaritmica.
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Se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA) de latod obtenidos. Se hicieron
pruebas de significancia de Tukey, Duncan y Scheié@ el objetivo de encontrar
subgrupos de significancia, ademas de graficosedid pe todos los parametros. El

analisis estadistico fue realizado en el paquétalissico SPSS.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1Extraccion y cuantificacion de RNA total de hojas @ tomate

La extraccion de RNA se realizd con el RitireLink™ Micro-to-Midi Total
RNA Purification Systerde INVITROGEN™ segun el protocolo establecido por

fabricante.

Una vez que se estandarizé y optimizé el protodel@xtraccion de RNA total,
se procedio a la extraccion de las muestras a, 124,018 y 72 horas de incubacion. Se

empled como tratamiento blanco (Cb) muestras queb@an sido inoculadas.

Con el RNA total extraido y purificado, se verifigdcalidad del mismo con una
electroforesis en gel de agarosa al 2%. En la ¥iy.se visualiza el RNA de cada
tratamiento, donde se puede apreciar bandas desintdn ausencia de degradacion. Se
uso el marcador de peso molecular Track-it™ 10QIMpITROGEN) para estimar el

tamarfo de las bandas de RNA.

Ch th 24h 45h Tih
MBAFD SCh WAM SCCh hAM X mAFD SCCh AT SC O gy

F W i Vidy jaay aRal

£

Figura 3.1.Gel de Agarosa al 2% del RNA de las variedadesm@te en cada uno de
sus tratamientos: In A, Indeterminada Alaska; FIbrd&dade; SC, Santa Clara 5800;
Ch, Cherry alas 0, 24, 48 y 72 horas cada unanataimiento blanco (Cb). M:

Marcador de peso molecular de 100 bp

La cuantificacion del RNA total se realizé con gl@uant-it™ RNA Assagn el
equipoQubit® (INVITROGEN) segun el protocolo establecido. Lasestras de RNA
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extraido tuvieron una concentracioén de entre @ug/uL, lo que indica que el proceso
de extraccién de RNA total fue eficiente, comorskda en la tabla 3.1.

Tabla 3.1.Valores de cuantificacion de RNA obtenidos pofeifometro

Tratamiento Variedad [C] stock (ug/uL)
In. Alaska 1,88
chb Flora Dade 0,78
SC 5800 2,07
Cherry 0,56
In. Alaska 1,56
0 horas Flora Dade 1,27
SC 5800 1,12
Cherry 1,12
In. Alaska 1,62
Flora Dade 1,23
24 horas SC 5800 1,05
Cherry 1,36
In. Alaska 1,27
Flora Dade 0,94
48 horas SC 5800 0,79
Cherry 1,28
In. Alaska 0,85
72 horas Flora Dade 0,65
SC 5800 1,25
Cherry 0,64

Las muestras de RNA obtenidas en la extraccioreptason valores adecuados
para la investigacién, sin embargo, es necesamguasr que estas muestras no
presenten DNA contaminante (banda sobre las 20%&hba Fig. 3.1.). Por esta razon,
es imprescindible realizar el tratamiento del RNva&do con la enzima DNAsa | para

eliminar la contaminacién del mismo con DNA gendmic

El tratamiento se lo realizO con la enzirkdNAse | Amplification grade
(INVITROGEN™), EI protocolo del fabricante recomdenutilizar 1 pL de DNAsa por
cada ug de RNA para hacer el tratamiento, peresilid estandarizar las cantidades
de enzima DNAsa. Luego de los ensayos de estaadgnizse determin6 que 0,4 pL de
DNAsa por cada pg de RNA era ideal para obtenemdsigesultados. En la Fig. 3.2 se
puede observar la ausencia de la banda de DNArordate sobre las 2072 bp en un
ensayo realizado con la variedad “Indeterminadasksla estimulada con &cido

salicilico.
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Control SA
InA InA InA InA InA nA

it

6h1 6h2 6h3 6kl 6h2 6n3 [OUbP

100

Figura 3.2.Gel de agarosa al 2% de 2,5 pug de RNA tratadoacenzima DNAsa |
en la que se puede observar la ausencia de la darfdiA contaminante sobre las
2072 bp.

3.2Sintesis de cDNA a partir del RNA extraido

La técnica de cuantificacion de la expresion gémezpuiere la utilizacion de
cDNA, que actuard como templado en la reaccioR@R en tiempo real. La calidad
del cDNA obtenido, depende de la cantidad y caldthRNA que se haya extraido en

pasos anteriores.

Por este motivo, la obtencion de un cDNA de altdidad, asi como la
eliminacién del DNA contaminante son parametros mmyortantes para la obtencion
de buenos resultados en la cuantificacién de laesidn génica, ya que la técnica de
PCR en tiempo real es muy exigente en cuanto aitéad de los materiales utilizados y

cualquier variacion en ellos puede alterar losltadas finales.

La cantidad inicial de RNA recomendada para laesiatde cDNA fue de 2,5

Hg, es por ello que, para los ensayos realizaddsnsaron los volimenes de RNA
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equivalentes para cada tratamiento con la enzim®&daNl. Con un volumen de
reaccion de 10 pL se obtuvo un volumen final detllXadicionado 1 pL de EDTA 25

mM), como se indica en la tabla 3.2.

Tabla 3.2.Volimenes de muestra y reactivos para el tratamigatDNAsa | (Volumen
final de reaccién: 10 uL + 1 pL de EDTA 25 mM)

[C] stock Vol.2,5pug  Vol. agua Vol. buffer Vol. DNAsa

Tiempos Variedad

(ug/ul)  RNA (uL) (uL) (uL) (uL)

In A 1,88 1,33 6,67 1 1

chb FD 0,78 3,21 4,79 1 1
SC5800 2,07 1,21 6,79 1 1

Ch 0,56 4,46 3,54 1 1

In A 1,56 1,6 6,4 1 1

0 horas FD 1,27 1,97 6,03 1 1
SC5800 1,12 2,23 5,77 1 1

Ch 1,12 2,23 5,77 1 1

In A 1,62 1,54 6,46 1 1

24 horas FD 1,23 2,03 5,97 1 1
SC5800 1,05 2,38 5,62 1 1

Ch 1,36 1,84 6,16 1 1

In A 1,27 1,97 6,03 1 1

48 horas FD 0,94 2,66 5,34 1 1
SC5800 0,79 3,16 4,84 1 1

Ch 1,28 1,95 6,05 1 1

In A 0,85 2,94 5,06 1 1

72 horas FD 0,65 3,85 4,15 1 1
SC5800 1,25 2 6 1 1

Ch 0,64 3,90 4,1 1 1

La sintesis del cDNA se llevo a cabo mediante eldesla enzim&uperscript®
Il Reverse Transcriptase(INVITROGEN) segun el protocolo modificado del
fabricante. La sintesis se realizé con los 2,5 @iRNA que se trataron con la enzima

DNAsa |. La calidad del cDNA se verifico directanteecon la PCR en tiempo real.
3.3Disefio de Primers

Los primers especificos para cada uno de los garen disefiados para
generar fragmentos de aproximadamente 100 bp, nantemperatura de fusién de

aproximadamente 65°C. El programa PRIMER 3 dio coesaltado 5 posibles pares de
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primers, de los cuales se escogio la primera ogzida cada uno de los genes (Fig 3.3a
y 3.3b).

Primer3 Output a)

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

CLIGC start len tm gci any 3' seq
LEFT PRIMER 6le 20 64.35 55.00 4.00 0.00 CCATGACTGCCACCCAGARR
RIGHT PRIMER 717 20 64,38 65.00 7.00 1.00 CTGCACCAGTGCTGCTAGGE

SEQUENCE SIZE: 1285
INCLUDED REGICN SIZE: 1285

PRCDUCT SIZE: 102, PAIR ANY CCMPL: 4.00, PAIR 3' CCMPL: 2.00

Primer3 Qutput b)

No mispriming library specified
U=zing l-based sequence positions

CLIGO start len TIm gct any 3' seqg
LEFT PRIMER 899 20 64 .64 55.00 4.00 1.00 GGCATCCCGAGCACAAXACT
RIGHT PRIMER 1007 20 65.17 65.00 &.00 3.00 CCTCCCCGIGAAGTCACCAC

SEQUENCE SIZE: 1136
INCLUDED REGICN SIZE: 1136

PRODUCT SIZE: 109, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

Figura 3.3 Datos de la seleccidon de primers del software PRRNBEa) gen
GAPDH b) genPR-1b1

El analisis de las secuencias de los primers esgel de los gen€sAPDH y
PR-1bl con el algoritmo BLAST nos dio como resultado sgercoeficientes de
especificidad para cada una de las secuencias sleptioners escogidos. Las

caracteristicas de los primers seleccionados gtedatlos se detallan en la tabla 3.3.

Tabla 3.3.Caracteristicas de los primers disefiados

No.
Gen Codificacion Secuencia

GenBank

GAPDH(FR)fw 5-CCATGACTGCCACCCAGAAA-3' | 64,35
GAPDH | U97257 109 bp

GAPDH(FR)rv 3-CTGCACCAGTGCTGCTAGGG-5'| 64,39

PR1b1(SAET/FR)fw 5-GGCATCCCGAGCACAAAACT-3' | 64,64
PR-1b1| YO08804 102 bp
PR1b1(SAET/FR)rv| 3-CCTCCCCGTGAAGTCACCAC-5'| 65,17
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3.4Estandarizacion de la técnica de PCR en tiempo reglara la amplificacion de
los fragmentos de los genéSAPDHy PR-1b1

Una vez que se han obtenido los primers especibaasla amplificacion de los
genesGAPDH Yy PR-1b1 asi como la extraccion del RNA vy la sintesis d@NA se
procedid a la estandarizacion de las condicioneB@R para la amplificacion de los
fragmentos de dichos genes.

Los parametros que se probaron para la estandanzde la reaccion de PCR
en tiempo real fueron la temperatura de annealilagcpncentracion de primers. Para la
estandarizacion de la técnica se utilizo la vadetiadeterminada Alaska”, en la cual
fue inducida la expresion del giRR-1blmediante la adicion de una solucidn de acido

salicilico (SA) 1 mM durante 24 horas.

3.4.1 Temperatura de annealing

Para definir la mejor temperatura de annealingodepkimers, se partié de la
temperatura de fusion de los primers, la cual esxapadamente 65°C y se varié en un
rango de -10°C bajo los 60°C. Las temperaturassguevaluaron fueron: 50°C, 55°C,
57,5°C y 60°C. Las reacciones se ensamblaron aantentracion final de primers de
20 nM.

A los 50°C se puede constatar que ninguno dérdgsnentos amplifico al no
formarse curvas de PCR en tiempo real. Al verifieague 50°C como temperatura de
annealing no producia buenos resultados, se pebgatcién con 55°C obteniéndose
una mejora sustancial en la curvas de ambos geaetemperatura de annealing de
55°C arrojo buenos resultados en cuanto a la dogglibn, sin embargo, se decidio
probar el resto de temperaturas propuestas pagatdadarizacion. El siguiente paso
consistié en efectuar a la temperatura de annedin§7,5°C, con la cual también se
obtuvo una buena amplificacion de ambos fragmemos.ultimo, con la temperatura
de annealing de 60°C se obtuvieron curvas de doggiibn. Si bien se pudo observar

que a 60°C se produjo una cantidad de fluorescamgiartante, esta bajo con respecto
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a las otras temperaturas probadas, evidencianaasedisminucion en la eficiencia de la
PCR en tiempo real.

Finalmente, se escogio la temperatura de 55°C ¢tameonperatura de annealing
Optima de la reaccion para los dos ge@&PDH (Fig. 3.4a) yPR-1b1(Fig. 3.4b), al
presentar un mejor indice de fluorescencia quealémsas temperaturas, lo que indica

una mayor eficiencia en la reaccion de PCR.

Curva de PCR en tiempo real a)
3,5 -
3 .
2,5 -
c 27 —e— GAPDH 502C
“ 15 -
'1 —e— GAPDH 552C
05 - GAPDH 57,52C
O rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr11 +GAPDH GOQC
TN NSO A N IS A N NN M nN~NS O
O O 0O 0O 0O ddddddaAN AN AN N AN OO M MO M
O OO0V OO0 0OOUOUOLUOLUOL O
Ciclos
Curva de PCR en tiempo real b)
5 -
4 -
3 -
< —e—PR-1b1 502C
2 —+—PR-1b1 552C
14 PR-1b1 57,52C
O rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrmrrrrrm 7T 1rorr 1 1T +PR_1b1 6OQC
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O O O U O d dd " d N AN N N N O OO D on N
O 0O 0O 0O OO OO OUOLUOLUOLUOLUOLUOLU O
Ciclos

Figura 3.4.Curvas de amplificacién de PCR en tiempo realea)@APDH b) gen
PR-1b1 con las temperaturas de annealing de 50°C; SB%6°C y 60°C, en donde se
puede evidenciar que la curva a 55°C de cadamgsera la mayor cantidad de

fluorescencia.
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De acuerdo a las figuras anteriores, se lleg6 ermé@iar que la temperatura de
annealing 6ptima para la reaccion es de 55°C,pgué el programa de PCR en tiempo

real quedo de la siguiente manera (Tabla 3.4).

Tabla 3.4.Programa final para la PCR en tiempo real

Procedimiento Temperatura Tiempo (min) Ciclos
Activacion de UDG 50°C 2:00 1
Activacion de la Taq

. 95°C 10:00 1
Polimerasa
Denaturacion 95°C 0:30
Annealing 55°C 0:30 40
Extension 72°C 0:30

3.4.2 Concentracion de primers

Para definir la concentracion 6ptima de los primsesprob6 una concentracion
final en reaccion de 20 nM .Ademas, se prob¢ tamkaéconcentracion de primers
recomendada por el fabricante del mix de PCR empiie real, es decir, una
concentracion final en reaccién de 200nM. Las rieaes de PCR se ensamblaron con
una temperatura de annealing de 55°C, la cualcegjiéscomo la 6ptima en el proceso

anterior.

Con la concentracion final en reaccion de 20 nMpwsdo observar fragmentos
de amplificacion, aunque la fluorescencia presentadr los mismos fue baja. En
cambio, con la concentracion final de 200 nM se opubservar un aumento

significativo en la fluorescencia emitida por leggmentos de amplificacion.

Se escogib la concentracion final de 200 nM, coanooncentracion dptima de
primers para la reaccion de amplificacion de los genesGAPDH (Fig. 3.5a) yPR-
1b1 (Fig. 3.5b), ya que superd de manera significa@véuorescencia emitida por la

reaccion con la otra concentracion.
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Curva de PCR en tiempo real a)
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Curva de PCR en tiempo real b)
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Figura 3.5.Curvas de amplificaciéon de PCR en tiempo realeam) @APDH; b) gen

PR-1b1 con concentraciones finales de primers de 20 @d0ynM, en donde se puede

evidenciar que la curva a 55°C de cada gen peetentayor cantidad de

fluorescencia.

De acuerdo a las figuras anteriores, se determiedajconcentracion optima de

primers para la reaccién es de 200 nM, por lo gsecbndiciones de reaccion para la

PCR en tiempo real quedan de la siguiente manetad B.5).
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Tabla 3.5 Condiciones finales de reaccion de PCR en tieregb r

Concentracion Concentracion
Componente - Volumen .,
Inicial en reaccion
SYBR GreenER
_ 2X 12,5uL 1X

gPCR Supermix
Primer Forward 10 uM 0,5uL 200 nM
Primer Reverse 10 uM 0,5uL 200 nM

Agua DEPC - 10,5 uL -

Total* 24 ul

* El volumen de cDNA usado fue de 1 pL para obtemevolumen final de 25 pL
3.4.3 Analisis de disociacion

El analisis de disociacion se lo realizdé para ieaifla presencia de un solo
fragmento de amplificacion en la reaccion de PCRtiempo real. Los datos se
presentaron como la primera derivada de la curvaisieciacion del fragmento. La
presencia de un solo fragmento de amplificacidtaeraccion de PCR en tiempo real
se verifico con la observacion de un pico en elisis&de disociacion por cada uno de

los genes evaluados en el estudio.

Los andlisis de disociacion de las reacciones de &Ctiempo real demostraron

la presencia de un fragmento para el @&PDH Yy un fragmento para el gétR-1b1l
(Fig. 3.6).
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Analisis de disociacion

0,8 A

|_'|_G -
—4— GAPDH

0.4 1 —e—PR-1b1

1raDerivada

68,5 71 735 76 785 §2 ©45 87 925 95

Temperatura (°C)

Figura 3.6. Analisis de disociacion del fragmento de amplifiGacdel genGAPDHYy
el genPR-1b1l

Ademas del analisis de disociacion, se verificpresencia de un solo fragmento
de amplificacion de cada uno de los genes a trdeéana electroforesis en gel de

agarosa al 2% (Fig. 3.7).

nA FD SC5800 Ch
100bp  GAPDH PR-1b1 GAPDH PR-1bl GAFDH FR-1tl GAFDH FR-1bl

600

500
200

100

Figura 3.7.Gel de agarosa al 2% de los productos de la PGRrapo real. Los
fragmentos estan entre 100 y 120 bp aproximadamssgén el marcador molecular de
100 bp.
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3.4.4 Control negativo

Los controles negativos se implementaron para colbaprque los reactivos
utilizados durante la PCR en tiempo real no presecbntaminacion de DNA. Los
controles negativos en este caso consistieronaationes de PCR en tiempo real con
agua DEPC en lugar de cDNA. Las reacciones dedogales negativos de cada uno

de los genes se pueden verificar en la Fig 3.8.

Curva de PCR en tiempo real

0,6 -

Rn

0,4 | Eeeeeeeeee 0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0 —o— Neg. GAPDH
—eo—Neg. PR-1b1

Ciclos

Figura 3.8.Curvas de amplificacion de los controles negatd®SAPDH (Azul) y

PR-1b1(Rojo), las cuales indican la ausencia de fragogent

Con estas curvas que indican la ausencia de camaidn, se puede proceder al
ensamblaje de las reacciones de PCR en tiempadedals tratamientos que van a ser

evaluados.

3.5Ensayos de PCR en tiempo real de las variedades tenate infectadas conP.

infestans

Una vez que el protocolo de PCR en tiempo real aseestandarizado, se
ensamblaron las reacciones de PCR en tiempo redhderariedades de tomate
evaluadas a las 0, 24, 48 y 72 horas de incubamdnel patégend’hytophthora

infestans
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Inicialmente las reacciones de PCR en tiempo realessamblaron para
amplificar el fragmento del geBAPDH con las muestras de cDNA sin diluir para
calcular los factores de dilucion e igualar las stas al Ct de 20 que fue el
predeterminado para los célculos de expresion gébas volumenes de las muestras se

detallan a continuacién en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6.Valores ddd y volumenes de las muestras de cDNA.

Variedad  Tiempos Ct Promedio fd Va (uL) = Vf (uL)
0 horas 17,13 7,31 107,28 124,28
In A 24 horas 16,02 15,78 251,26 268,26
48 horas 18,09 3,76 46,89 63,89
72 horas 17,05 7,73 114,37 131,37
0 horas 17,24 6,77 98,16 115,16
FD 24 horas 16,89 8,63 129,78 146,78
48 horas 16,71 9,78 149,28 166,28
72 horas 17,03 7,84 116,2( 133,20
0 horas 18,02 3,94 50,06 67,06
SC5800 24 horas 16,80 9,19 139,2% 156,2p
48 horas 16,39 12,21 190,57 207,57
72 horas 17,96 4,11 52,91 69,91
0 horas 16,95 8,28 101,95 115,95
Ch 24 horas 16,49 11,39 176,67 193,67
48 horas 17,88 4,35 56,90 73,90
72 horas 17,65 5,10 69,67 86,671

En la variedad “Indeterminada Alaska” (In A) (F&9) se pudo verificar que las
muestras de 0 y 24 horas tienen un valor de Ctsadtedo similares entre ellos. Con
respecto a las muestras a 48 y 72 horas de incuharstas presentaron valores de Ct

mas bajos que los anteriores y también son similemére ellos (Fig. 3.9).
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Curvas de PCR en tiempo real
35 +
30 A
25 A /
20 1 ——0h
e 15 - ——24h
10 48 h
5 - —72h
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Ciclos

Figura 3.9.Curvas de PCR en tiempo real de las muestras dé caNa
variedad “Indeterminada Alaska” (In A).

En la variedad “Flora Dade” (FD) (Fig. 3.10) se puckrificar que todas las
muestras tienen un valor de Ct similar entre ellmgjue indica que todas las muestras

tienen aproximadamente la misma cantidad de mRNAetePR-1b1

Curvas de PCR en tiempo real
30 -+
25 -+
20 -
15 | ——0h
s ——24h

101 48 h
5 —72h
O T T I I I T T I I I T T T I I I T LI I T 1 LI T T T T T T T T T T T T T 1

N N N OO N N N O AN N NN OO d MmN NN O

O O O O O d d d d 4 N &N N N N ;N0 N Mm n m
-5 - O 0O O O U OO LU LU L LU L oL o L oo

Ciclos

Figura 3.10.Curvas de PCR en tiempo real de las muestras dé cd@Na
variedad “Flora Dade” (FD).
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En la variedad “Santa Clara 5800” (SC5800) (Fig1B.se pudo verificar que
todas las muestras tienen un valor de Ct similaeezilas, excepto la muestra a las 72

horas de incubacion, que presento un valor de Gtaité que las demas muestras.

Curva de PCR en tiempo real

25 4

20 - /
15 -
——o0h
g 10 - ——24h
48 h
5 .
——72h
O T T T I I I T T I I I T T T I I I T T T T TI 1 T I T T T T T T T T T T T T T 1
- N N N O = N 1N N OO +H N OO " N o n N O
O O O O O d d =+ o " N N N N N O 00 " n ™M
5 O U U U LU OLUOLUOLUOLOLOLOLOLOLO
Ciclos

Figura 3.11.Curvas de PCR en tiempo real de las muestras dé c2Na
variedad “Santa Clara 5800” (SC5800).

En la variedad “Cherry” (Ch) (Fig. 3.12) se pudoifigar que las muestras de O
y 48 horas tienen un valor de Ct bajo y ademasssuoitares entre ellos con respecto a
las muestras a 24 y 72 horas de incubacion, ldestianen valores de Ct mayores que

los anteriores y también son similares entre ellos.
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Curvas de PCR en tiempo real
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Figura 3.12.Curvas de PCR en tiempo real de las muestras dé c2Na
variedad “Cherry” (Ch).

Los valores de Ct mas bajos indican que la cantd#atemplado, es decir, el
cDNA obtenido a partir del mRNA del gen evaluadonesyor que la cantidad de

templado de las muestras que presentan valoresmasZaltos.

Con los valores de Ct obtenidos de cada una dadastras se realizaron los
calculos de expresion génica mediante la aplicasgdmétodo del ddCt (Livak &
Schmittgen, 2001).

3.6 Calculo de la expresion del gefPR-1blde las muestras de tomate inoculadas

con el patdégend®. infestans mediante el método de ddCt

Para el calculo de la expresidon génica se utibzdimula propuesta por Livak y
Schmittgen en 2001:

Exp — 2—AACt

AACt = ACtmuestra - ACth
ACt = Cttarget — Ctpy gen
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La formula se aplico con los valores de Ct de lagstras obtenidos después de
la reacciones de PCR en tiempo real. Posteriormants resultados de los célculos se
les aplicé una correccidon logaritmica para linearijos datos y homogenizar las

varianzas. Los valores se mostraron en un diagdenterras (Fig. 3.13).

Expresion Génica relativa

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40 @ In Alaska

0,20 W Flora Dade

0,00 -
. O SC5800

-0,20
040 @ Cherry

-0,60
-0,80
-1,00 A

Log,, Exp

Oh 24h 48h 72h

Tratamientos

Figura 3.13.Diagrama de Barras de la expresion génica reldev@das las

variedades evaluadas.

En la variedad “Indeterminada Alaska” (In) se pwthservar que los indices de
expresion se mantuvieron bajos en los dos primgeiamientos de 0 y 24 horas.
Posteriormente la expresion se elevo en gran medids 48 horas y finalmente se

mantuvo alta en el transcurso de las 72 horasaldation (Fig. 3.13).

En la variedad “Flora Dade” (FD) se pudo observsr ¢ indice de expresion es
bajo a las 0 horas de induccion. Posteriormenggpaesion se elevd gradualmente a las
24 horas de induccién alcanzando su maximo picasa4B horas de incubacién y

finalmente el indice de expresion descendié a2asoras de incubacion (Fig. 3.13).
En la variedad “Santa Clara 5800” (SC5800) se mluervar que el indice de

expresion es muy bajo a las 0 horas de inducci@splgs, la expresion se elevo
sustancialmente a las 24 horas de induccién, acaliz su maximo nivel.
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Posteriormente el indice de expresién génica ddgtenlas 48 horas y 72 horas de
incubacién (Fig. 3.13).

Y por ultimo, en la variedad “Cherry” (Ch) se pudbservar que el indice de
expresion es muy bajo en todos los tiempos de aeab del patdgeno. Los niveles de
los tratamientos se mantuvieron irregulares, ptéseiose niveles altos a las 0 y 48
horas de induccion y mas bajos a las 24 y 72 hdeamduccion, lo que indica una

estimulacion insuficiente para una expresion sigaiiva (Fig. 3.13).

Finalmente se pudo comprobar, que la variedad cesepta un mayor nivel de
expresion génica relativa es la variedad “Indeteaat® Alaska”, seguida de la variedad

“Flora Dade”, “Santa Clara 5800” y por ultimo lariealad “Cherry”.

3.7 Anélisis Estadistico

3.7.1 Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza (ANOVA) del disefio factbrindicé que existen
diferencias significativas entre las variedadearghién en los tiempos de incubacion,
puesto que el valgn del analisis de varianza no supera el 5% de signifia (Tabla
3.7), lo que significa que se rechaza la hipétesil que indica que no existen
diferencias entre las variedades y los tiemposidebiacion, inclinandose el resultado a

favor de la hipotesis alternativa.

Tabla 3.7.Andlisis de Varianza ANOVA de los tratamientos

Variable dependiente: Valor de Expresion génica rettiva

Fuente S.C G.L. Media cuadratica = Valor p
Variedad 3471 | 3 1,157 5,436 0,009**
Tiempo 2,100 3 0,700 3,289 0,048*
Variedad x Tiempo | 2,422 | 9 0,269 1,264 0,327
Error 3,405 | 16 0,213
Total 11,625| 32

** Altamente significativo
* Significativo
" No significativo
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El analisis de varianza (ANOVA) indica que las edades presentaron
diferencias altamente significativas entre ellasentnas que entre los tiempos de
induccion solamente se presentaron diferenciasifisi@ggivas entre ellos. En la
interaccion “Variedad x Tiempo” las diferencias poesentaron significancia entre
ellas. El grafico de perfil de las variedades ynpes de incubacién evaluados (Fig.

3.14) se confirma los datos arrojados por el aisalis varianza (ANOVA).

Grafico de perfil: Expresion génica relativa

1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
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—e—Flora Dade

0,00 | ----- T .
SC5800
-0,20 -

0,40 - —a—Cherry
-0,60 -

-0,80 -
-1,00 -

—o—In Alaska

Log10 Exp

Oh 24h 48h 72h

Tratamientos

Figura 3.14.Grafico de perfil de las variedades y tiempos delacion

evaluados.

3.7.2 Pruebas de rango multiple

Las pruebas de rango multiple sefialaron que earéhpetro “Variedad” existen
dos subconjuntos de confianza segun las pruebdsildey y Scheffe, en las cuales las
variedades “Indeterminada Alaska”, “Flora Dade’Sahta Clara 5800” se agruparon en
el subconjunto 2, mientras que la variedad “Chesg/agrupé en el subconjunto 1. La
variedad “Santa Clara 5800” puede incluirse en amfgbconjuntos de confianza,
puesto que las dos variedades de este subconjuegenparon niveles de expresion

génica bajos.
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La prueba de Duncan agrupé los tratamientos erstifesonjuntos de confianza,
donde las variedades “In Alaska” y “Flora Dade griparon en el subconjunto 3. Las
variedades “Flora Dade” y “Santa Clara 5800” seupgron en el subconjunto 2. Las
variedades “Santa Clara 5800” y “Cherry” se agrapaen el subconjunto 1. Las
variedades “Flora Dade” y “Santa Clara 5800” seupgron en dos subconjuntos
diferentes por la flexibilidad que otorga la prueleaDuncan. La inclusidon en cada uno

de los grupos depende de las necesidades de &igaeon.

Segun las pruebas de rango multiple efectuadasraimetro “Variedad”, la
variedad con mayor nivel de expresion génica edeterminada Alaska, mientras que
la variedad con menor nivel de expresion génicdGreerry” Los subconjuntos de

confianza generados del parametro “Variedadesétaldn en la tabla 3.8.

Tabla 3.8.Subconjuntos de confianza generados por las prukbesngo multiple para

el parametro “Variedad”

Subconjunto

Prueba Variedad de Tomate )
Cherry 8 -0,353
DHS de Tukey(a,b Santa Clara 5800 8 -0,118 -0,113
Flora Dade 8 0,370
Indeterminada Alaska 8 0,433
Cherry 8 -0,353
Santa Clara 5800 8 -0,118 -0,113
Duncan(a,b)
Flora Dade 8 0,370 0,370
Indeterminada Alaska 8 0,433
Cherry 8 -0,353
Scheffe(a,b) Santa Clara 5800 8 -0,118 -0,113
Flora Dade 8 0,370
Indeterminada Alaska 8 0,433
a) Usa el tamafio muestral de la media armonica = 8
b) Alfa=0,05

Para el parametro “Tiempo de incubacion” existe sao subconjunto de
confianza segun las pruebas de Tukey y Scheffgalehtiempo de incubacion en el
cual se presenta un menor nivel de expresion géscé horas”, mientras que el

tiempo en el cual se presenta un mayor nivel deesign génica es “48 horas”.
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La prueba de Duncan gener6 dos subconjuntos deanaaf donde los tiempos
de incubacion de “48 horas” y “72 horas” se agrapagn el subconjunto 2, mientras
que los tiempos de incubacion de “0 horas”, “24akby “72 horas” se agruparon en el
subconjunto 1. El tiempo de incubacién. El tiempartubacién “72 horas” se agrup6
en dos subconjuntos diferentes por la flexibilidae otorga la prueba de Duncan. La
inclusion en cada uno de los grupos depende igudsdmee las necesidades de la

investigacion.

Segun las pruebas de rango multiple efectuadasa@netro “Tiempo de
incubacion”, El tiempo en el cual se presenta uganaivel de expresion génica es “48
horas, mientras que el tiempo de incubacion eru@l e presenta un menor nivel de
expresion génica es “0 horas” Los subconjuntosaidianza generados del parametro
“Tiempo de incubacién” se detallan en la tabla 3.9.

Tabla 3.9.Subconjuntos de confianza generados por las prukbesngo multiple para

el parametro “Tiempo de incubacién”

Prueba _Tiempo_de Subconjunto
incubacion 2 1
0 horas 8 -0,195
DHS de 24 horas 8 -0,147
Tukey(a,b) 72 horas 8 0,286
48 horas 8 0,388
0 horas 8 -0,195
Duncan(a,b) 24 horas 8 -0,1472
72 horas 8 0,286 0,286
48 horas 8 0,388
0 horas 8 -0,195
Scheffe(a,b) 24 horas 8 -0,1472
72 horas 8 0,286
48 horas 8 0,388
a) Usa el tamafo muestral de la media arménica = 8
b) Alfa=0,05
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Extraccion y purificacion de RNA

La extraccion de RNA se realiz6 de hojas frescatod®te colectadas de los
tratamientos a 0, 24, 48 y 72 horas de incubacam & oomycetePhytophthora

infestans

Es imprescindible que el RNA extraido sea de bwatidad, ya que este paso
influye en gran medida en la eficiencia de la r@acae sintesis de cDNA y en
consecuencia, la reaccion de PCR en tiempo reallaERig. 3.1 del capitulo de
resultados se pudo evidenciar que el proceso dacekin produjo un RNA total
limpio, libre de degradacion y con muy poca camtida DNA contaminante (Kubista,
et al., 2006). Las caracteristicas mas importantes quayril en la eficiencia de la
extraccion de RNA son el tamafio del tejido, la icaat de células que existen en el
mismo, la localizaciéon y plegamiento del tejido g th estructura, distribucion y
concentracion las proteinas dentro de las célBlastif, 2002; Kubistagt al.,2006).

Un factor adicional a tener en cuenta es la cathtedacta de RNA con la que se
cuenta para el analisis de expresion génica. Gateldiferentes de RNA entre cada
una de las muestras puede suponer una sobreestimaaina subestimacion de la
cantidad de RNA que se usa como material parantesss de cDNA el cual es

templado que se utiliza para la PCR en tiempo real.

La eliminacion del DNA contaminante de las muestt@RNA extraido es un
requisito indispensable para los analisis de eijregénica Ciko$, et al, 2007). En
tecnologias como SYBR, empleada en la presentestigaeion, la presencia de
cualquier DNA dentro de las muestras de RNA puedaltar fuente de amplificacion
inespecifica en la reaccién de PCR en tiempo Eesahs amplificaciones se deben a que
el fluorocromo de este reactivo se une inespeaiirde a cualquier fragmento de DNA
de cadena doble (dsDNA), lo que puede resultanarsabreestimacion de la expresion
génica, resultando en un falso positivo. En el g estudio, la aplicacion de la

enzima DNAsa a las muestras de RNA extraido ewtapiesencia de DNA
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contaminante de las mismas, evidencidndose asé ewdencia de bandas de DNA
contaminante en la electroforesis (Fig. 3.2 delitodp Resultados). Este paso se ha
vuelto obligatorio para cualquier analisis que ioece la manipulacion de RNA,

incluidos los analisis de PCR en tiempo real (Bug002).

4.2 Estandarizacion de la PCR en tiempo real

La reaccion de PCR en tiempo real para un andlsexpresion génica requiere
como templado el cDNA obtenido a partir de la tcaipgion reversa del mRNA. La
sintesis de cDNA es un proceso critico dentro délisis de PCR en tiempo real, ya
gue el cDNA producido representa la cantidad de ARIEl gen en estudio (Bustin,
2002). La PCR en tiempo real es una reaccion dediponencial, por lo que esta
expuesta a una alta variacion experimental de ksultados de la reaccion,

especialmente por la sintesis de cDNA (Kubista|.,2006).

Es asi que Czechowski y colaboradores en 2004 ingpitaron un sistema de
factores de dilucion, con el propoésito de iguadarhuestras a un valor de Ct del gen de
referencia interna previamente fijado. Al aplicarformula del calculo del factor de
dilucion a las muestras analizadas en la presanéstigacion, se pudo comprobar que
los valores de Ct del gen de referencia internagsalaron al valor de Ct fijado
previamente, con lo que las variaciones produgidada reaccion de sintesis de cDNA
quedan eliminadas. La férmula para el calculo dexpresion génica se basa en la
naturaleza exponencial de la reaccion de PCR (Katgsal, 2006) que indica que la
cantidad de amplicon en un ciclo determinado sdickupn el siguiente ciclo (Livak &
Schmittgen, 2001).

Uno de los aspectos mas importantes a tener ertaceelando se realizan
analisis de expresion relativa es la correcta sglrcdel gen que va actuar como
referencia o control interno dentro del analisia. dvidencia parte de la premisa que
todos los genes se regulan de la misma manerdg gore se afirma que no existe un
gen de referencia universal que se considere desgp constante (Kubistaet al.,
2006). Es por ello, que cualquier gen que se cersidomo referencia interna debe ser
cuidadosamente validado (Kubisga,al.,2006).
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El propdsito de la validacion del gen de contrééino es corregir la variacion
asociada a los multiples pasos experimentales geegap afectar el valor de expresion
constante de este gen, partiendo desde la extnadel(RNA hasta el ensamblaje de la
PCR en tiempo real. Es por esta razon que se hafeado como genes de control
interno los denominado$hbdusekeeping gerfedos cuales son requeridos por la célula
para su supervivencia, por lo tanto, se puedenidenas de expresion constitutiva
(Expdsito-Rodriguezet al, 2008). Es asi que en plantas de tomate se hatadal
algunos genes de control interno, dentro de lokesual genGAPDH (Gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa) es uno de los mas ulilizaEste gen es considerado como
“Control candidato” en plantas de tomate, ya queVidenciado niveles de expresion
constantes, con muy pocos cambios bajo condicierpsrimentales (Bustin, 2005;
Exposito-Rodriguezet al, 2008). En la presente investigacion, los valatesCt del
gen GAPDH demostré que los tratamientos evaluados tienen pogps variaciones
unos con otros, lo que se ajusta a los resultadseptados por Expdsito-Rodriguez en
2008, en donde se validaron varios genes de refar@merna, en dond6APDH es
uno de los genes candidatos de expresion mas eeqfakposito-Rodriguezet al,
2008).

Los estudios de PCR en tiempo real que cuantifeaxpresion de un solo gen
normalizado en funcion de un gen de referencianesaxcelente aproximacion para
muchos procesos de estudio simples, como es eldeako presente investigacion, sin
embargo, no es suficiente para la caracterizac&®estudios complejos. Para esto, se
utiliza la técnica denicroarraysen donde se pueden verificar la expresion de tlwdos

genes en un solo ensayo (Kubistiaal, 2006).

Sin embargo, en muchos casos no es necesario cdaagresion de todos los
genes dentro de un estudio. En algunos tejidos bajaliciones experimentales,
solamente una pequefia parte de los genes se eacuaativos, siendo de utilidad el
analisis de los genes que estan directamente enaalas con dichas condiciones. Hoy
en dia, se considera a la PCR en tiempo real canprimcipal herramienta para el
andlisis de la expresion de genes individuales igajet al, 2006).
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4.3Analisis de la expresién génica relativa del gePR-1bl de las variedades

inoculadas conP. infestans

El analisis de la expresion génica de las variesladtudiadas demostré que
existen diferencias altamente significativas etdsevariedades de tomate analizadas.
Esto se puede justificar en las diferencias mogicls y fisiolégicas que existen entre
las variedades evaluadas, asi como las condicamégentales en las cuales estas se
desarrollaron (Hermamt al, 2007). Por ejemplo, la variedad “Cherry”, lalqu@senta
el fruto mas pequefio, presenta los indices de sxXprenas bajos, en comparacion con
la variedad “Indeterminada Alaska”, la cual preéam menor tiempo de crecimiento y
tiene frutos de mayor tamafio. Igualmente ocurrelosrtiempos de induccion en los
que se puede comprobar que algunas variedades“tutheterminada Alaska” y “Flora
Dade” presentaron niveles bajos de expresion etielogos iniciales, para aumentar de
manera significativa a las 48 horas de inducci@maOvariedades presentaron indices
de expresion variables, como “Santa Clara 5800" py@senta su pico a las 24 horas,
para luego decaer gradualmente a las 48 y 72 hwoiastras que la variedad “Cherry”
nunca alcanzo niveles altos de expresion. Posibliemesto se puede justificar con la
reaccion al patdogeno que presenta cada variedathéeet al, 2007), ya que al ser
obtenidas por el cruce de otras variedades, herédancaracteristicas de sus
antecesoras, lo que podria resultar en una vaniadéb tiempo de reaccién hacia el

patégeno.

Los indices de expresion génica obtenidos en laepte investigacion se
corresponden con los valores de expresion delRjgfiblreportados en diferentes
variedades de tomate por Herman y colaboradoreX)@n. Dichos autores realizaron
un estudio de campo para comprobar los patronesmtesion génica de las isoformas
acidas y basicas del géR-1en tres variedades comerciales de tomate: “RUtd&®
Grande” y “Supersonic”, mediante la aplicacion geecursor de acido salicilico
acibenzolar-S-mety[ASM) con la técnica de PCR en tiempo real. Al ffidal estudio,
se comprobo que la variedad “Rutgers” reporto lagares indices de expresion génica
de las dos isoformas del gé&R-1 siendo la isoforma basidaR-1blla que mayor
expresion presentd. La variedad “Supersonic” sedubh segundo lugar, siendo en este
caso la isoforma acid@R-1ala que presenta mayor indice de expresion. Pionailia

variedad “Rio Grande” presento los indices mas sae expresion de las tres
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variedades, siendo igualmente la isoforma acidméamayor expresion presentd. Estos
valores se presentan de una manera similar a losngados en esta investigacion,
donde las variedades “Indeterminada Alaska” y ‘&ldade” presentan elevados
indices de expresion geénica, similar a “Rutgers"Sypersonic”, mientras que las
variedades “Santa Clara 5800” y “Cherry” tienen ehdg de expresion bajas e
irregulares, similares a “Rio Grande”. En cuantdos tiempos de induccidn, las
variedades “Rutgers” y “Supersonic”’ presentaronicisl de expresion bajos en los
primeros dias de induccion, para luego incremeatansgran medida a los 8-9 dias de
induccion, mientras que la variedad “Rio Grande’ntogo indices de expresion
variables durante todo el estudio, presentandoawomnindice de induccién a los 2 y 8
dias de induccion (Hermaet al.,2007). Estos resultados difieren con los reportatos
la presente investigacion, ya que los tiempos dabacion con el patdgeno fueron
menores, sin embargo, los indices de “Indeterminaldaska” corresponden a los
indices presentados por “Rutgers” al presentamiagores indices de expresion a las 48
y 72 horas de induccidén, con la posibilidad de sjgan aumentando con mayor tiempo
de incubacién, mientras que las variedades cordadie expresion bajos como “Santa
Clara 5800” y “Cherry” posiblemente seguiran présedo indices de expresion
irregulares, similares a “Rio Grande”. Estos reglds son interesantes, ya que la
variedad “Rutgers” es una variedad adaptada pasielabra de huertos en campo
abierto (Hermanet al.,2007), al igual que la variedad “Indeterminada Rédslo que
sugiere que la adaptacién de las variedades a breai® determinado seria clave para
la respuesta ante la presencia de un patégenmriecieniento de las diferencias de
expresion génica en variedades de tomate sembeadasampo provee informacion
importante para la implementacion de estudios sarempacto del control de
enfermedades sobre variedades de interés comgueigluedan resultar susceptibles al

atague de patégenos (Hermahal, 2007).

Se ha reportado una fuerte correlacion entre kcaxdn deP. infestansy la
sobreexpresion de los genBR-1 Es asi que Niderman y colaboradores en 1995
evaluaron la actividad antioomicétida vivo e in vitro de tres proteinas PR-1 (P14a,
P14b, P14c) de tomate y la isoforma basica de tafizir-1b) (Nidermarget al, 1995).

La actividad in vitro fue determinada por la destruccion de los espaande
Phytophthora infestansmientras que la actividad vivo se verifico por la reduccion

del area necrética en discos de hojas de tomatke(Enet al.,, 1993). De estas
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proteinas, la que reportdé mayor actividad antiodtitca fue la isoforma basica PR-1 de
tabaco. Tornero y colaboradores en 1994 presentanan investigacion sobre la
similiaridad de las proteinas PR-1. En funcion sia similaridad, la proteina PR-1b1
de tomate podria presentar indices de inhibiciomlaies a los presentados en tabaco,
lo que podria resultar en la inhibicion total oqgiar de la infeccion del patdgeno en
campo en las variedades de tomate que presentaaniveles mas altos de expresion,

como el caso de “Indeterminada Alaska” y “Flora adel presente estudio.

Adicionalmente, la induccion de la expresion gérde los geneBR-1 puede
ser provocada por otros patdégenos, sean estopalfiitigico, bacteriano o viral. Es asi
que Anfoka y Buchenauer en 1997 evaluaron la retpuU@AR de plantas de tomate
infectadas con el virus de necrosis del tabacotradh infestangTMV) (Anfoka &
Buchenauer, 1997). Asimismo, Herman y colaborademe®)08 evaluaron la expresion
de las isoformas acida y basica del gfr1blen plantas de tomate infectadas con
Pseudomonas syringarediante RT-PCR en tiempo real (Hermeinal, 2008). Aimé
y colaboradores en 2008 analizaron la expresiorgeePR-1laen plantas de tomate
inoculadas con dos cepas diferentes del hongo gaddgisarium oxysporurfAimé, et
al., 2008), lo que indica el amplio espectro de atcjde tienen los genéR-1en el
sistema de respuesta de las plantas. Esto abusililigad de que las variedades con
mayores indices de expresion génica como “Indetexrda Alaska” y “Flora Dade”

puedan presentar tolerancia a otros tipos de paddge

La expresion de los gené®R-1 ha sido ampliamente estudiada en varias
especies vegetales, incluida el tomate, que es garhuestro estudio. La proteina PR-1
mas abundante en plantas infectadas es la isofoéisiea de la proteina o PR-1bl. Es
asi que en los analisis tierthern Blotrealizados a plantas de tomate infectadas con un
viroide se puede apreciar que el mMRNA de la isofobésica PR-1bl se expresa en
grandes cantidades a partir de las 24 horas dedmuaumentando gradualmente su
concentracion, en contraste con la isoforma acKd#®l, la cual apenas aumenta su
expresion a las 72 horas de induccién (Tornetral.,1994). Estos valores de expresion
de la isoforma béasic#R-1bl se asemejan a los presentados por las variedades
“Indeterminada Alaska” y “Flora Dade”, las cualesmentan gradualmente la
produccion de la proteina PR-1b1l a medida queduaresel tiempo de incubacion con

el patégend”hytophthora infestand.a expresion diferencial de las isoformas acida y
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basica del geRR-1blsugiere que existen mecanismos regulatorios inipetes para
cada gen, siendo el mecanismo mas eficiente elgeelPR-1blya que presenta
mayores indices de expresion génica (Tornetal., 1994; Tornerogt al., 1997), lo

cual es corroborado con la presente investigacion.

El mecanismo de regulacién del geR-1blesta mediado por la produccion del
acido salicilico (SA), el cual es un compuesto godrdel sistema SARSystemic
aquired resistange(Enkerli, et al., 1993; Van Loon & Van Strien, 1999). El g&R-
1b1 es fuertemente inducido de manera indirecta pacielo salicilico, provocando la
sobreexpresién de este gen bajo condiciones désestn donde se produce este
compuesto (Torner@t al.,1997). Ryals y colaboradores en 1996 reportar@umento
de la expresion de los genEeR-1 mediante la adicion de acido salicilico de manera
exdgena, lo que sugiere que la expresion de estgpgede ser inducida de manera
artificial (Ryals, et al, 1996). La aplicacion de acido salicilico comduator de la
expresion del geRR-1b1,se uso6 en la presente investigacion para inda@xpresion
del genPR-1blpara realizar la estandarizacion de los protocddoBCR en tiempo real
y su aplicacién en variedades de alto indice deesign génica como “Indeterminada
Alaska” y “Flora Dade” podria resultar en la anidactotal de los sintomas de la

infeccidon producidas por el patégeno.

Ademas del SA, se han reportado otros mecanismosgililacion de los genes
PR-1 que involucran a precursores del etileno y confpgsesomo la fusicosina
(Roberts & Bowles, 1999; Schallegt al., 1999). Tornero y colaboradores en 1997
reportaron que la expresion de la isoforma basdRd Pl aumenté con la aplicacion del
precursor de etileno ACC (1-aminocyclopropane-baaylate) y con el liberador de
etileno Ethephon Estos resultados se comprobaron mediante la liaogn del
transgenPR-1b1/GUSen el tejido parenquimatico de las hojas, peremdas venas.
Sin embargo, isoforma acida PR-1a2 no presentounageaccion a la adicion del
ethephon o al ACC, lo que sugiere una vez mas lesanismos independientes de
regulacion entre las isoformas del geR-1 Estos mecanismos pueden resultar de
utilidad por la facilidad de manejo y disponibilidaomercial de inductores de etileno
como el ethephon y su aplicacion a las variedadesrayor indice de expresion génica

como “Indeterminada Alaska” y “Flora Dade”.
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En cuanto a los subconjuntos de confianza genenaaiols pruebas de rango
multiple, se puede decir que estos se agruparongsodiferencias que aportan al
ensayo. Es por ello que las variedades con magareinle expresién géenica, como son
“Indeterminada Alaska” y “Flora Dade”, se agrupasmun subconjunto, mientras que
las variedades “Santa Clara 5800” y “Cherry” seupgron en otro subconjunto, al ser
las variedades que menor indice de expresion géngsentaron. La formacion de los
subconjuntos de confianza supone el primer pasolpamplementacion de un sistema
de mejoramiento genético con base estadisticayrenidh de la respuesta que presenta
el genPR-1b1 Al estudiarse todas las caracteristicas de laedades miembros de
cada subconjunto para hacer una preseleccion dédesaos para un cruce en funcién de
sus caracteristicas fisicas ademas de la respdelsteenPR-1bla la presencia de.

infestans

Sin embargo, son necesarios mas estudios paramitederlas respuestas de
otros genes relacionados con la resistencia aptadtpatdgenos para disponer de una
base mas completa de informacion para el desard#loprogramas masivos de
mejoramiento con la ayuda de herramientas molexsil&demas, se deben realizar mas
investigaciones en otras variedades de tomate rgsenqtan un alto valor comercial por

las caracteristicas que presentan.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Se optimizo6 la técnica de extraccion y purificacd® RNA total mediante el kit
PureLink™ Micro-to-Midi Total RNA Purification Sgsty ya que se obtuvo entre
0,5y 2 ug de RNA total por cada 100 mg de tejiditizado, asi como la
cuantificacion del RNA con la plataforn@ubit® con el kitQuant-it™ RNA Assay
ya que debido a su sensibilidad se pudo deterf@ar@mcentracion de las muestras
diluidas de RNA total

El proceso de eliminacién del DNA contaminanteaterhuestras de RNA aislados
mediante el uso de la enzi&lase | Amplification graderesulté efectivo, ya que
no se observaron trazas de DNA presente en lastrasiate RNA tratadas con

dicha enzima que pudiera interferir en la reacd@sintesis de cDNA.

Se estandariz6 la técnica de sintesis de cDNA, ant&glila enzima transcriptasa
reversaSuperscript® Il Reverse Transcriptasmas la adicion deDligo (dt)
Primer 0,5 pg/ul pues se obtuvieron cantidades suficientes de clpl@ los
ensayos de PCR en tiempo real.

Se estandarizd las condiciones de PCR en tiempopeea el andlisis de la
expresion del gerPR-1bl usando el gerGAPDH como control interno. Las
condiciones del programa del termociclador paenialificacion de los fragmentos
del genGAPDHYy PR-1blson: 1 ciclo para la activacion de la UDG a 508€
minutos; 1 ciclo para la activacion de lddt start’ Taqg Polimerasa a 95°C por 10
minutos Yy 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 58130 segundos y 72°C por 30
segundos para los pasos de denaturaartmealingy extensién respectivamente.

Se disefaron los primers para el experimento cersiguientes secuencias: Gen
GAPDH elegidas para los ensayos fueron. GAPDH (FR) fw- 5
CCATGACTGCCACCCAGAAA-3; GAPDH (FR) rv 3-
CTGCACCAGTGCTGCTAGGG-5" con las cuales se obtuvo tamafio de

amplicon de 109 bp. Para el gdPR-1bl las secuencias elegidas fueron:
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PR1b1(SAET/FR) fw 5-GGCATCCCGAGCACAAAACT-3’; PR1KRAET/FR)
rv 3-CCTCCCCGTGAAGTCACCAC-5’ con los cuales se wiat un tamafo de
amplicon de 102 bp. La concentracion final optinealas primers de cada uno de
los genes para la reaccion de PCR en tiempo realldui200 nM, partiendo de un
stock de 10 puM.

La variedad “Indeterminada Alaska” fue la que pmé&emayores indices de
expresion geénica relativa del geiR-1bl seguida de la variedad “Flora Dade”, la

variedad “Santa Clara 5800” y finalmente la vargetaherry”.

Los tiempos de incubacidn en los cuales se presentmayores niveles de
expresion génica relativa del geR-1b1fue de 48 horas para las variedades “Flora
Dade” y “Cherry”, 72 horas para la variedad “Indetmada Alaska” y 24 horas
para la variedad “Santa Clara 5800".

El analisis de varianza (ANOVA) determiné que existdiferencias altamente
significativas en los niveles de expresion génaativa del gerPR-1blentre las

variedades analizadas, ademés de que existenndifesesignificativas entre los
tiempos de incubacion evaluados. El andlisis denaa no evidencia diferencias

significativas en la interaccion Variedad x Tiempo.

Las pruebas de Tukey y Scheffé aplicadas al paraféariedad” agruparon a las
variedades en 2 subconjuntos de confianza. Enbelogjunto 1 se agruparon las
variedades “Cherry” y “Santa Clara 5800”, mientiage en subconjunto 2 se
agruparon las variedades “Santa Clara 5800”, “FIDeale” e “Indeterminada
Alaska”. La variedad “Santa Clara 5800” se ubic6 anbos subconjuntos de
confianza, mientras que la prueba de Duncan agagdés variedades en 3
subconjuntos de confianza. En el subconjunto 1 greiparon las variedades
“Cherry” y “Santa Clara 5800”, mientras que en suijento 2 se agruparon las
variedades “Santa Clara 5800” y “Flora Dade” y liimante en el subconjunto 3 se

agruparon las variedades “Flora Dade” e “Indeteasi@nAlaska”.

Las pruebas de Tukey y Scheffé aplicadas al parani€iempo de incubacion”

agruparon a las variedades en un unico subconfismtoonfianza mientras que la
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prueba de Duncan aplicada al parametro “Tiempondabiacion” agrup6 a las
variedades en 2 subconjuntos de confianza. Enbalosjunto 1 se ubicaron los
tiempos de incubacion de 0, 24 y 72 horas, miemjesen el subconjunto 2 se
ubicaron los tiempos de incubacion de 72 y 48 hdehdiempo de 72 horas se

ubicé en ambos subgrupos de confianza.

El tratamiento con mayor nivel de expresion géengtativas del gePR-1b1fue el
de la variedad “Indeterminada Alaska” a las 72 sata incubacion del patégeno,
mientras que el tratamiento con menor nivel de esipn génica fue el de la

variedad “Cherry” a las 24 horas de incubacione&qratégeno
Los resultados del experimento sugieren que lasdadtes de tomate estudiadas se

comportan de maneras diferentes, lo cual se detiblpmente a las caracteristicas
morfoldgicas vy fisioldgicas de cada una de ellas.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

La extraccion del RNA total se la realizo con élRurelink Micro-to Midi Total
RNA Purification systende INVITROGEN, sin embargo, se recomienda probar
otros kits de diferentes marcas o en lo posibldgrgrotocolos manuales de
extraccion de RNA total para cotejar los resultaddsenidos y para la

optimizacién de recursos.

La PCR en tiempo real se realiz6 con un paso dmsixin a 72°C por 30 segundos
gue alargo el tiempo de los ciclos de PCR en tiereph por lo que se recomienda
probar la PCR en tiempo real eliminado ese pasoteaer una PCR en tiempo real
bifasica y reducir el tiempo de los ciclos de ré&atgara reducir los tiempos de

analisis y hacer el proceso mas eficiente.

El SYBR Green | result6 eficiente para la amplifiéa y el calculo de la expresion
génica relativa del gerPR-1bl sin embargo, se recomienda comprobar los
resultados con otras tecnologias de PCR en tieeglpaspecialmente con sondas

TagMan, ya que es la tecnologia mas comunmenizaaid.

Los resultados obtenidos con las variedades y tienge incubacion evaluados
fueron favorables, por lo que se recomienda coatirmon el trabajo propuesto
probando con nuevas variedades y mayores tiempioswaeacion del patdogeno.

Conociendo la regulacion hormonal de los genes aefamilia PR-1 y
especialmente el geRR-1blse recomienda realizar nuevos estudios probando
diferentes concentraciones hormonales y tiemposdiecion con las variedades
evaluadas en este estudio y con otras variedadiegetlés comercial, para obtener
una base de estudio sélida en pos de implemens#rles planes de mejoramiento
genético en funcién de las variedades con mayoresim génica y con las
caracteristicas comerciales mas apreciadas enrehdue
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ANEXOS

ANEXO A. Férmula de la solucién nutritiva Hoagland (Hoagl&rnon, 1950).

Stock Volumen Peso nutriente | mL Stock / L
Stock (L) (9) solucion
2M KNO3 0.5 101 2.5
2M Ca (NQ), x 4H,0 0.25 118 2.5
Fe.Na-EDTA 0.5 7.5 15
2M MgSQy x 7THO 0.5 246.5 1
1M NH4NOs 0.5 40 1
Menores:
H3BOs 2.86
MnCl; x 4H,O 1.81
1 1
ZnSQ x 7TH,O 0.22
CuSQ x 5H0O 0.051
NaoMoO, x 2H,0 0.12
1M KHoPOy (pH 6) 0.5 68 0.5
Regulador de pH:
3M KOH 0.25 42 -
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ANEXO B. Secuencia del gdpR-1b1

L.esculentum mRNA for PR protein

GenBank: Y08804.1

>gi | 2529164| enb| YO8804. 1| L.escul entum Mna for PR protein
CATATCAAACTATTTATGCTATATTTAATACTTATTTAAATCGTAACTATTTATTTCTAAATTGCAGCTC
TAACACTTTTTAAAAAGT TTTTAAAATTTTCTTTCGAAGCTACAAGGATTGAGGCAGI TTCTAATTTCCA
CATAAAGGACCAAAAAATTGTTTTGGTTTAAGTGTGTCTATCACTTCCATTGITTGTTGTTTTCATTATA
TCCATTATATCCAAATTCCTTTCAATGACTAACAAATACTTGAGTCTTCTCTCTCTCATAGAATAACTTT
CTTCCATAAATCCACGTAAGGCGGCTCAATAAGTGTTGTTTAATATTATCTAAATAATAGAGTAAAGTAT
GATTATTCTTTAAAGCATATAGTATTTCCTTAATCACACGACATGCAATCTCCTTTGAATTTTCTTCACA
TGTGAATAAAATTCCACAAAGT TTAAATTTAACAATTTTCACAAATTTGATTAAATTGAACAATCAAAGT
TTGATAAATATCTTATCGAAACCAAAAGT GTTCACTTTTGAAAAATATAAAGGACCAAAAAAGATCACTT
TTGACAATCTTAAGGACCAAAATTGCTCTTATCATACATAAGCGAGT CTATTGAAACTACTAAAAAGATA
AGGAAGCCTTTTTGTCATTTCTCTATAATTTCCTTTGAATTTTTCTTCATACATGCTAAACAAAATTACA
CAATGTTTAATTATATATACACTATTTAAAGGACCAAAAGT AATTAATTCTAAAAAGT TTTAAGGACCAA
AATCACTTAGCAAAATACACAAGAGACTATTTTGAACTTACTATCAAAGATAAGAGACCATTTTTATCAT
TTCCTCTACTAATAATTTCCTTTGAATTTTCTTCACACATACTTAGCAAAATTCCACAATTTTTACTTAT
AAATACACTACTTATCTCACGTTTATAATCACAATAACTTAGATTTATTTTCTCTGCACTAAACCTAAAG
AAAAATGGGGT TGT TCAACATCTCATTGT TACTCACTTGTCTCATGGTATTAGCCATATTTCACTCTTGT
GAGGCCCAAAATTCACCCCAAGACTATCTTGCGGT TCATAACGAT GCCCGT GCCCAAGT CGGAGT CGGGC
CTATGTCTTGGGATGCCAACT TGGCATCCCGAGCACAAAACTATGCCAACTCAAGAGCTGGTGATTGTAA
CTTGATTCATTCTGGT GCTGGGGAGAAT CTTGCCAAGGGT GGT GGT GACT TCACGGGGAGGGCAGCCGTG
CAATTGT GGGTGT CCGAGAGGCCAAGCTATAACTACGCTACCAACCAATGT GTTGGTGGAAAAAAGT GTA
GACATTATACTCAAGTAGT CTGGCGCAACT CAGT CCGACTAGGT TGT GGT CGGGCACGT TGCAACAACGG
ATGGTGGTTCATTTCTTGCAACTATGATCCT GT AGGCAACT GGATCGGACAACGT CCTTACTAAAATGAT
GTATACTTATGACATGTTGCTAGTATTAAATAAAATTCTCATATGAGACGT CGAGAAGT TAAAATTTAAG
TTTGACATATGAATCAAGT CAAACT CCTATCTAAAATATTAAGGGATTAAATATTGAACATCTATAATTA
TTATTATTTCCCTTTTGATGT TGCTAATATGAATAATTCCACATACCATATGT TCATAATGGGCTTAAGT
TGATTATTAAGTACTGCATCTTCTTGT TTCCATAAAACATTAATATACATAAAATTTTAATTAAGCATGG
CATATATTAATTAGGCACATCAAGCACTTATCTAAACACGTAACTATTTATTCATAAATTCAGTITTCAAC
CATTCAAAATATTTGTTCTATTTTAAGI GCCCATCAAAAAAAAATTCAATCATTACCCAATTTTTTTTCA
ATGACTAACAAATACTCAAGTCTTCCATATTCTCTCATACAATAATGGCCTAAAACTATATTTTCATAAA
ATATTTTATAGGTGAAAATTGAATTTCATCCTTTCTTGACCTATTGTCTTAGATTTGAATACCAGAAATA
AAAACAAATATTGCTATTTATTGAAAAAATTTACGTAGCATGAAATTAAATAAATTGGCACATATTTAAA
ATATCTCGTCAGGAAAAAAAAATTGTACCCCTAACAAACGT TTAAATTTAATAATTTTCACAAATGITAC
TAAATTTAACAATGAGAGT TTGATAAATAT CTAAT GGT GAACAGAAAGT GTTCACTTTCGAAAAACAAAG
AGGAGGAAAAGT GATCTATTTTGACAAATTTAAGGATCAAAATTGATCCAATCATACATTAGGGACTATT
TTGAATCTACTATAAAAAT GATAAGGAACCATTTTTTTGITTTTTCATTTTCTCTATTAAGTTTCTTTGA
ATTTTCTTCACACATGCTAA
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ANEXO C. Secuencia del ge8APDH

Lycopersicon esculentum glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) mRNA, complete cds

GenBank: U97257.1

>gi | 2078297| gb| U97257. 1| LEU97257 Lycopersi con escul entum

gl ycer al dehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) nmRNA, conpl ete cds
CCATAACCTAATTTCTCTCTCTTACATCTTTGCTTAAGCATTCATACTCTTTTTTTTTCTTAGCAATGGC
AAACGGAAAGAT CAAAAT CGGAATCAACGGATTCGGTAGAATTGGTCGT TTGGTGGCTAGAGT TGCTCTA
CAGAGAGATGATGT TGAACTAGT TGCAGT GAATGATCCATTTATTTCCACTGATTACATGACATATATGT
TTAAGTATGATTCAGTACAT GAACAAT GGAAGCAT CATGAGCT AAAGGT CAAGGATGAGAAGACACTTCT
CTTTGGAGAGAAGCCTGT TACAGT TTTTGGAAT CAGGAACCCT GAAGATAT CCCAT GGGGTGAAGCTGGT
GCTGACTTCGTTGT TGAATCAACCGGT GT CTTCACT GACAAGGACAAGGCTGCTGCTCACTTGAAGGGT G
GTGCCAAGAAGGT TGTGATCTCTGCTCCTAGCAAAGATGCTCCCATGT TTGT TGT GGGTGT CAACGAGAA
TGAATACAAGCCAGAGCT GGACATTGT CTCCAAT GCTAGT TGCACAACGAACTGCCTTGCACCTTTGGCT
AAGGTTATCAATGATAGGT TTGGCATTGT TGAGGGT CTCATGACCACT GT CCACGCCATGACT GCCACCC
AGAAAACT GT TGATGGT CCATCCAT GAAGGACT GGAGAGGT GGAAGAGCT GCTTCATTCAACATCATCCC
TAGCAGCACT GGTGCAGCCAAGGCT GT TGGAAAAGT GCTCCCACAACT TAACGGCAAATTGACTGGAATG
GCCTTCAGAGTACCAACTGCTGATGTCTCCGT TGT CGATCTTACT GTAAGACT CGAGAAAGAAGCCTCCT
ATGAAGACAT TAAGGCT GCAAT CAAGGAGGAAT CAGAGGGTAAATTGAAGGGTATCTTGGGATACACT GA
AGATGATGTGGTTTCCACAGACT TTGT TGGT GACAGCAGGT CAAGCATTTTTGATGCCAAGGCTGGAATT
GCTTTGAGCAAGAATTTTGTGAAAGT TGT GT CATGGT AT GACAACGAATGGGGT TACAGT TCCCGTGTGA
TTGATTTGGT CTGCCATATGGCTAAGGCT TGATTGATGCT GCTGGGGAGCAAAAGACAGCAATGTGITTT
AGTTTTCGCTTGGAAGTACTATTAGT TTTGTGGCCCTGGAGT GGTCTTTCTTGT TTATGT GTAATTGAAT
AACCAGAGAAGAACGGAACCCTGTTGTTATCTTTGAGGAAATCTTTTTTATTGT TTGACTTTGTCATGAA
TGAAACAATCAAACTTTACCTTTCT
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