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RESUMEN

El cultivo de la fresa es uno de los mas importantes no solo en nuestro estado, también
en el pais. A lo largo de nuestra historia, el cultivo de la fresa se ha visto afectado por
diversos factores entre ellos, los cambios climdticos, la falta de nuevas y mejores
tecnologias v el padecimiento de enfermedades. La enfermedad mas frecuente en la fresa
es el moho gris, en la cual se dafia seriamente a la produccidn de fresa en las etapas de
pre-cosecha y post-cosecha por lo que de esta forma se originan pérdidas millonarias.
Durante la enfermedad se generan lesiones necrdticas, el hongo causa estragos en la
planta debido a que su diseminacidon es veloz, se pudren los frutos y se genera un

micelio algodonoso que va de una tonalidad blanca hasta una gris (Utkhede et al., 2001).

El agente causal del moho gris es el fitopatdgeno necrotrdfico B. Cinerea que se
encuentra distribuido por todo el mundo. Este hongo tiene un ciclo de infeccidon que
consta de las fases de germinacidn, penetracion, crecimiento y esporulacion, ademas es
muy dificil de erradicar porque puede sobrevivir en condiciones climaticas adversas y ha
adquirido resistencia a la mayoria de los fungicidas. Por lo tanto el moho gris es un
problema muy grave que puede presentarse durante cualquier etapa del desarrollo de la

planta de fresa (Benito et al., 2000).

Para reducir este problema es sumamente importante implementar un método de
diagndstico que permita la deteccidn de B. Cinerea en fresa en las etapas iniciales de la
infeccién y en cualquier estado de desarrollo de la planta. Se han empleado diversos
métodos para la deteccidén de B. Cinerea en plantas, entre ellos bioquimicos, analiticos v
moleculares, sin embargo la gran mayoria tienen sus limitaciones y no se han llevado a

condiciones de campo.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue desarrollar un método de deteccion de B.
Cinerea en plantas de fresa en las etapas de infeccién tempranas, mediante la bisqueda de
compuestos volatiles como biomarcadores quimicos de la presencia del hongo y
mediante la amplificacién del patégeno por PCR y PCR en tiempo real, empleando

diversos oligonucleétidos.
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Para llevar a cabo el estudio, se emplearon plantas de fresa (Fragaria x anarassa cv
Aromas) en un sistema iz vitro e invernadero. Estas plantas fueron infectadas con 100
esporas/ml y mantenidas a una efevada humedad, para que desarrollaran la enfermedad.
Posteriormente, para realizar la blisqueda de biomarcadores quimicos se realizdé la
determinaciéon de los compuestos volitiles de las plantas infectadas en ambos sistemas
con la intencidén de identificar los compuestos volitiles del hongo y aquellos que
resultaron de la interaccién planta-patdgeno a diferentes tiempos post-infeccion. De tal
forma que para absorber los compuestos volitiles se empled la técnica de
Microextraccién en Fase S6lida (SPME) y el método de cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC/MS) para la separacidn e identificacion de dichos

compuestos.

Para la busqueda de algin biomarcador molecular se realizaron experimentos de
amplificacién de B. Cinerea, para esto se probaron diversos oligos con los métodos de
PCR y PCR en tiempo real aplicados a muestras del hongo, muestras de DNA de planta
combinado con DNA del hongo y muestras de hoja de fresa combinada con micelio del
hongo. También se tuvieron que estandarizar las condiciones de reaccién del PCR en
tiempo real, ya que es una herramienta de reciente adquisicién y aunado a esto también

se disefiaron dos pares de oligos nuevos (BCN1 y BCN2).

De esta forma los resultados mostraron que durante el analisis de compuestos volatiles,
se identificaron compuestos que pueden ser utilizados como biomarcadores quimicos de
la presencia del hongo en la planta de fresa, tal es el caso de los compuestos volatiles 3-
octanona, el derivado del acido propanoico, el pxileno y ocimeno. Estos compuestos

fuercn detectados tanto en el sistema 71z witro como en el sistema invernadero.
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Por otra parte, los oligos BCN2 que fueron disefiados para este trabajo mostraron los
mejores resultados de amplificacidén de B. Cinerea por medio de PCR y PCR en tiempo
real, incluso se pudo cuantificar la carga fungica de B. Cinerea en muestras de micelio
solo y en extracciones de DNA del hongo combinado con DNA de la planta en una

proporcién tan baja como 40% (hongo) y 60% (planta).
De acuerdo a los resultados obtenidos fue posible detectar e identificar biomarcadores

quimicos y moleculares durante la interaccién Fragaria x ananassa-Botrytis cinerea y

durante el desarrollo de la infeccidn
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1. INTRODUCCION.

La fresa es una de las frutas mis importantes en el mundo y su demanda en el
mercado es considerable. Se considera a México como un pais productor de fresa
importante, ya que este cultivo ha formado parte de la tradicién agricola por mas de 40
afios en Ciudades como Zamora e Irapuato. Actualmente México ha perdido terreno
paulatinamente, ya que de ser el segundo productor mundial en 1966, fue desplazado al
octavo lugar en 1981 (Dévalos, 1992). Este comportamiento se debe a la conjuncién de
varios factores, pero principalmente al padecimiento de enfermedades, particularmente las

originadas por hongos.

La enfermedad més frecuente en el cultivo de la fresa es el moho gris o
podredumbre gris, €l cual es un problema muy serio en México, va que origina pérdidas
millonarias que finalmente afectan a la produccién de fresa. Esta enfermedad se propaga

muy rapido y es dificil de erradicarla (Utkhede et al, 2001).

Generalmente el moho gris se identifica cuando se observan lesiones necrdticas en
la planta y micelio sobre los frutos y el tratamiento con fungicidas a parte de ser caro no
resuelve el problema. Por lo tanto el primer paso para detectar la presencia del hongo en
la planta es desarrollar un método de diagndstico que permita detectar al patdgeno que

causa la enfermedad de manera oportuna.

El enfoque de este trabajo fue realizar la blisqueda de biomarcadores de la
interaccidén Fragaria X ananassa-Botrytis cinerea con la finalidad de detectar a este hongo en

etapas iniciales de la infeccion.



2. ANTECEDENTES.

2.1. La Fresa.
2.1.1  Importancia econdémica de la fresa en México.

La fresa es una de las frutas mas populares a nivel mundial y su demanda en el mercado
aumenta dia con dia. Los paises que ocupan los primeros lugares en la produccion
mundial de fresa son: Estados Unidos, Espafia, Polonia, Japbn e Italia. La superficie
cultivada y la produccién mundial de fresa, se han mantenido més o menos constantes
en los Gltimos afios; sin embargo, el rendimiento aumentd en promedio, ya que en €l
2001 era de 20,401 Kg/Ha, y en 1995 era de 18,441 Kg/Ha. México ha aportado
aproximadamente el 3% y el 5% de la superficie y produccién mundial de fresa

respectivamente, valores que también se han mantenido constantes desde 1995.

La fresa se cultiva en 11 entidades del pais, de las cuales tres son las que en los tltimos
afios han concentrado la superficie cultivada y la produccion: Michoacan, Guanajuato y
Baja California. De estos tres Estados, Michoacin participa con el 69% de la produccién
nacional, representando el 54% del valor de la produccidén, que corresponde a 66, 437

toneladas con un valor de 397, 999, 187 pesos (SAGARPA, 2002).

En la actualidad México ha perdido terrenc paulatinamente, ya que de ser el segundo
productor mundial en 1966, fue desplazado al octavo lugar en 1981 (Dévalos, 1992) y se
ha mantenido en la misma posicion desde entonces (FAQO, 2004). Este hecho se debe a la
conjuncidn de vartos factores como son las condiciones climdticas, el desconocimiento o
el mal uso de nuevas y mejores tecnologias, a la baja calidad en la fresa de exportacién y

al padecimiento de plagas y enfermedades, entre otras {(Maclas-Rodriguez et al., 2001),

Las plantas de fresa son susceptibles al ataque de insectos como la Tetranychus urticae Koch
que origina la enfermedad conocida como arafia roja. También son susceptibles al ataque
de bacterias, un ejemplo es Xanthomas fragariae. Algunos hongos que pueden infectar a
las fresas son Owdium fragariae que causa oidio o cenicilla, Mycosphaerella fragariae que

causa la mancha plrpura y Boirytis cinerea que origina la podredumbre gris 0 moho gris

(INFROAGRO, 2002).



Se destaca al hongo B. Cinerea porque provoca los dafios mas graves durante la pre-
cosecha y postcosecha (Ten et al,, 2001), llegando a destruir hasta el 60-70% de los

frutos.

El fitopatdgeno B. Cinerea causa la podredumbre en la base de los tallos, en los brotes,
en hojas, en flores, pero los mayores dafios se producen en los frutos, es una enfermedad
conocida como moho gris o podredumbre gris porque recubre el tejido podrido o
descompuesto con conididforos (Utkhede y Koch, 2004). Las lesiones en hojas y tallos se
caracterizan por ser irregulares, largas, de color café y pueden llegar a tener una textura

vellosa de color gris (Utkhede et al., 2001).

Los periodos de mayor susceptibilidad de las plantas son el comienzo de Ia apertura de
los botones florales y una vez acabada la floracion. Pero el hongo también ataca la
corona, pudriéndola, destruyendo los 4pices vegetativos y los esbozos de las yemas. Los
frutos son atacados ain estando verdes, en la fase de maduracién, en los almacenes y

hasta el momento de su consumo (Viret et al., 2004},

El moho gris es dificil de controlar con fungicidas porque es genéticamente variable y

desarrolla (Staples y Mayer, 1995).

2.1.2. Caracteristicas botanicas de [a fresa.
En la Tabla 1 se cita la posicién taxonémica de la planta de fresa.

Tabla 1. Posicidén taxondmica de la fresa (Frairé-Cordero et al., 2003).

REINO PLANTAE
Phylum Spermatophyta
Subphylum Angiospermae
Clase Dicotyledonae
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Fragaria
Especie F. ananassa

Las plantas del género Fragaria, son herbaceas de comportamiento perenne, gue

producen raices, hojas, estolones, flores y un tallo muy reducido llamado corona. Las
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plantas de fresa pueden tener entre 25 y 100 raices primarias, con cientos de raices
laterales pequefas alrededor de las raices primarias.

Las raices secundarias tienen una vida corta, mientras que las primarias pueden ser
funcionales por un afio. Nuevas raices primarias nacen arriba de las raices viejas sobre la

corena.

Las hojas de fresa son trifoliadas, consisten de tres foliolos con cortos tallos que se unen
al peciolo principal de Ia hoja. Las hojas individuales pueden vivir de 1 a 3 meses y
varian en tamafio, forma, densidad estomatal y caracteristicas fisiolégicas (Frairé-Cordero

et al., 2003).

Los estolones son rastreros, se originan de las yemas auxiliares sobre la corona. Una
planta vigorosa puede producir de 10 a 15 estolones y cada estolén produce su propia
raiz, la cual le ayuda a establecerse al lado de la planta madre. Las plantas producidas

por los estolones son genéticamente iguales a la planta madre (Frairé- Cordero et al,

2003).

Las inflorescencias se producen siempre en la parte terminal o apical de las coronas. Las
inflorescencias normales generalmente cuentan con una flor primaria, dos secundarias,

cuatro terciarias y ocho cuaternarias.

Las flores de la fresa son hermafroditas. Contienen un recepticulo compuesto de cientos
de ovarios. El receptaculo estd rodeado por un anillo de estambres, seguido por un
anillo de cinco pétalos blancos, después cinco sépalos. Las plantas de fresa son auto-
fértiles y la polinizacibn ocurre a través del viento, la gravedad e insectos. La

maduracioén del fruto toma cerca de 30 dias después de la polinizacion.

El recepticulo es la parte comestible de la fresa, mientras las semillas (aquenios) son los

frutos verdaderos sobre la superficie (Frairé-Cordero et al., 2003).

2.1.3. Caracteristicas de [a fresa cv Aromas.



Las plantas de fresa que se utilizaron en el estudio fueron del cultivar Aromas, esta
planta es de dia neutro y se caracteriza porque es mas erecta que los cultivares Selva y
Seascape y por las caracteristicas de sus frutos. Por ejemplo el fruto de la fresa cv Aromas
posee una excepcional calidad (con buen sabor), es grande porque pesa en ¢l orden de
24 a 26g, tiene una buena firmeza, es de color rojo oscuro y adaptable al comercio de
productos frescos o procesados.

El emplec de este cultivar tiene mejores ventajas cuando no se requieren caracteristicas
especiales como las de los cultivares Diamante (excelente sabor para fruto fresco) y
Pacifico (excelentes cualidades post-cultivo).

La fresa cv Aromas tiene la mis alta productividad entre los cultivares de dias neutro. Es
relativamente resistente a antracosis y es tolerante a virus. Su tolerancia se compara a la
de Selva y Seascape. También es moderadamente susceptible a la antracosis y verticilosis

(Pelayo-Zaldivar et al., 2005).

2.2.  Botrytis cinerea.

Botrytis cinerea es un ascomyceto y un fitopatdgeno necrotrofico que causa la enfermedad
del moho gris o podredumbre gris. Puede infectar a cerca de 200 especies de plantas
causando considerables pérdidas econdmicas (Mathur y Utkhede, 2002). En Ia Tabla 2 se

cita la posicién taxonémica de B. Cinerea (Frairé-Cordero et al., 2003).

Tabla 2. Posicién taxonémica de B. Cinerea (Frairé-Cordero et al., 2003).

DOMINIO EUCARIOTA
Reino Fungi
Phylum Ascomycota
Clase Pezizomycotina
Subclase Leotiomycetidae
Orden Heliotiales
Familia Sclerotiniceae
Género Botrytis
Especie Cinerea

2.2.1.  Ciclo biologico.

El hongo B. Cinerea puede permanecer latente como micelio, el cual vive en plantas

senescentes. También se presenta como forma de esclerocio, una masa dura y compacta
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de micelio que estd separado del hongo y que puede germinar cuando el invierno ha
pasado. Con el nuevo crecimiento del hongo se producen conidiéforos, estructuras
ramificadas como Aarboles, que pueden derivar en conidias o esporas. Las conidias
maduras se desprenden y en las condiciones adecuadas, pueden encontrar y atacar a un
nuevo hospedero.

La espora genera micelio fresco que invade el tejido causando colapso y desintegracion
de las células. El patdgeno usualmente se establece en partes moribundas o muertas del

hospederc v se dispersa 4 tejidos sanos (Staples y Maver, 1995).

2.2.2. Ciclo de infeccion.

Las esporas de B. Cimerea pueden ser producidas sobre cualquier material vegetal y
transportadas a grandes distancias por corrientes de aire (Benito et al., 2000). Una vez
que la espora ha alcanzado la superficie del hospedero se inicia el ciclo de infeccidon que

esta dividido en fases.

La primera fase es la de adhesion y germinacién de las esporas sobre la superficie del
hospedero (Figura 1). La segunda fase es la de penetracién en el tejido vegetal y que
puede ser a través de heridas o de aberturas naturales (insectos, el granizo o las
rozaduras), directamente a través de la participacion de distintas actividades enzimaticas
o mediante procesos mecanicos, como la diferenciacién de estructuras de penetracion
que son los apresorios o los tubos germinales (Cooper et al., 2000) (Figura 1). La tercera
fase es el establecimiento del patogeno en la zona de penetracidén, determinando la
muerte de las células adyacentes al punto de penetracidén y dando lugar a la formacion
de una lesidn primaria como consecuencia de la expresién de los mecanismos de defensa

de la planta (Benito et al., 2000) (Figura 1).

En muchos casos se inicia la cuarta fase que consiste en la latencia, durante la cual los
mecanismos de defensa de la planta parecen controlar al patdgeno que permanece
localizado en el drea de necrosis correspondientes a las lesiones primarias. Transcurrnido
un tiempo, se puede presentar la quinta fase caracterizada porque en algunas lestones
primarias, el patdgeno es capaz de vencer las barreras defensivas de la planta e inicia su

diserninacién en el tejido vegetal circundante, determinando la colonizacién y la



maceracidn del tejido infectado en un breve periodo de tiempo. Sobre el tejido infectado
el patbgeno produce una nueva generacién de esporas que pueden iniciar un nuevo ciclo

de infeccion (Benito et al., 2000).

Germinacion Penetraciom

Esnorulacién Crecimiento

Figura 1. Ciclo de infeccion de B. Cinerea.

La penetracion del hongo se ve facilitada por la presencia de una elevada humedad y
temperaturas superiores a los 5-108C e inferiores a los 402C, asi como lesiones de la

epidermis de los frutos en contacto con partes infectadas (Molina et al., 2004).

Durante el proceso de infeccidn se consideran varios factores de patogenicidad que estin
implicados en alguna de las fases del proceso de patogénesis. Los factores en los cuales se
han puesto un mayor interés son: enzimas como la cutinasa, presumiblemente necesaria
para la penetracidn a través de la cuticula, enzimas hidroliticas extracelulares tales como

endo- y exo-poligalacturonasas (Benito et al., 2000), pectin metil esterasas, pectin liasas

(Rha et al., 2001).

Por otra parte [a planta manifiesta diversos mecanismos de defensa contra el patdgeno

como la produccién de fitoalexinas (Kuzniak y Sklodowska, 1999) v se generan especies
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reactivas de oxigeno, pero B. Cinerea produce enzimas responsables de la detoxificacidn,
incluyendo glucosa oxidasa, xilosa oxidasa, galactosa oxidasa y ascorbato oxidasa,
enzimas que liberan peroxido de hidrbgeno (Staples y Mayer, 1995). Se ha observado que
existe una correlacién positiva entre la patogenicidad y la intensidad de especies reactivas
de oxigeno como el per6xido de hidrégeno, el ion superdxido v el radical oxigeno libre,

lo cual sugiere que los radicales de oxigeno funcionan como factores de virulencia.

Entre los principales cultivos que ataca B. Cinerea se encuentran el tomate, la uva, la

pera, la manzana, la berenjena, la frambuesa, la zarzamora y la fresa.

2.3. Métodos para el control de B. Cinerca.

Los procedimientos de control de Botrytis son complejos e inciertos en sus resultados, al

menos en condiciones muy favorables para el patdgeno, pero se pueden clasificar en:

2.3.1 Métodos preventivos y practicas culturales.

Es uno de los aspectos mas importantes para el control de B. Cinerea e incluye una serie

de medidas para evitar este tipo de infecciones, entre las cuales destacan:

1. Evitar las siembras demasiado densas en condiciones de baja luminosidad.

2. La solarizacién es efectiva para el control de esclerocios.

3. Manejar Ia aireacidn, calefaccidn y el riego en invernadero con el fin de reducir
la duracién de los periodos diarios que combinan humedad a saturacion y
condensaciones y temperaturas de entre 15 y 172 C.

4. Hacer podas y deshojados a ras del tallo para no dejar tocones que sirvan para el
desarrollo del patégeno. Con la consecuente aplicacion de una pasta fingica en
las heridas.

5. Es fundamental la retirada de restos de cultivo y plantas afectadas por la
enfermedad tanto del exterior del invernadero como alrededores.

6. Aplicacién de cubiertas plasticas de invernadero con absorcion de huz ultravioleta

ya que reducen la esporulacidn y la tasa de colonizacién epidermal.

2.3.2 Control bioldgico.



Se han descrito diversos hongos (Trichoderma spp., Coniothyriam spp., Gliocladinm p., Mucor
spp., Penicillium spp., Verticilium spp.), bacterias y nematodos como antagonistas de B.
Cinerea, citando a los primeros como los mas importantes er: los cultivos horticolas. Para
el control biologico del moho gris de las manzanas se ha descrito el hongo antagbnico
Trichoderma barzianum. Estos agentes de control todavia no se aplican de forma comercial

en estos cultivos (Berto et al., 2001).

2.33. Control quimico.

Este método se basa en el empleo de fungicidas. El control de Botrytés en los terrenos de
cultivo mediante aspersiones quimicas ain no ha tenido el éxito deseado, especialmente
en los climas hiimedos y frios. En el caso de la pudricién de la lechuga por Boirytss, se
recomienda llevar a cabo aspersiones con diclordn o zineb. Otros fungicidas como el
difolatan, dyrene, manebzinc, maneb o el clorotalonilo, parecen ser mas adecuados en
cultivos como la cebolla y el tomate. Para el control de las pudriciones del fruto, como
es el caso del moho gris de la fresa, se recomiendan las aspersiones o espolvoreaciones
con captan, thiram o benomyl (Martley et al., 2001). Sin embargo se han descrito
regiones donde la resistencia de Botrytis cinerea a fungicidas es un hecho, por lo que se
recomienda:

1. Tratar la parte aérea de las plantas con pulverizaciones a base de iprodiona,
vinclozolina o procimidona en alternancia o mezcla con fungicidas de amplio
espectro, especialmente con los que tienen una accidn anti-Botrytis (tiram,
diclofluanida o clorotalonil).

2. Tratamientos preventivos durante la floracidén, o cuando las condiciones
ambientales sean favorables para el desarrollo de la enfermedad.

3. Sobre los tallos donde se inicie una lesién aplicar pastas fingicas a base de tiram
+ iprodiona + éter de petrdleo.

El tratamiento quimico debe ir acompafiado de las medidas culturales mencionadas
anteriormente, va que se ha comprobado la resistencia de B. Cinerea a la mayoria de los

fungicidas porque este hongo tiene una alta variabilidad genética.

2.4. Mecanismos involucrados en las interacciones planta-patégeno.



Cuando una planta es infectada por un patégeno, pueden ocurrir varios eventos. La
planta puede ser incapaz de controlar el crecimiento o dispersion del patdgeno,
originando la enfermedad y necrosis. Alternativamente la planta puede ser capaz de
resistir la invasién del patogeno. En algunos casos la resistencia es pasiva y en otros casos
la resistencia es un proceso activo en el cual la planta produce una cascada de respuestas
de defensa (Gonzilez et al., 2006).

Estudios genéticos de interaccidn planta-patdgeno han mostrado que la resistencia activa
es condicionada por una resistencia a nivel genético, cuyos productos directa o
indirectamente reconocen un determinante especifico avirulento producido por el

patdgeno.

Una de las sefiales visibles més frecuentes que indican que la planta esti resistiendo el
ataque del patOgeno es el desarrollo de una respuesta hipersensible (HR) en el tejido.
Esta respuesta es caracterizada por pequefias lesiones necréticas que se forman alrededor
del sitio de infeccidon, Dichas lesiones ayudan a restringir el crecimiento y dispersion del
patogeno. En adicidén, compuestos antimicrobianos (fitoalexinas) son frecuentemente
producidas, y un reforzamiento de la pared celular como resultado de la lignificacion y
accién de proteinas de fa pared celular. Con estas acciones la porcién de planta no
infectada desarrolla una resistencia a una segunda infeccidén por el mismo patdgeno o
por patdgenos relacionados. Esta resistencia no especifica es conocida como resistencia
sistémica adquirida (SAR). SAR esta asociada con la expresion sistémica de genes, la cual
incluye genes de la familia PR asi como un incremento endogeno de cido salicilico v la

produccion de metabolitos secundarios (Gonzilez et al., 2006).

2.4.1 Volitiles como un mecanismo de defensa en las plantas.

Las plantas poseen un sistema muy organizado en cuanto a la distribucién de sus
recursos para crecer, reproducirse y defenderse. Debido a esto no sorprende que gran
parte de la defensa se refleje en una gran diversidad bioquimica y de gran complejidad.
En 1941 Miiller v Bérger nombraron fitoalexinas a aquellos compuestos quimicos
sintetizados por una planta en respuesta a una invasidn microbiana (Vivanco et al.,
2005). Sin embargo existen metabolitos secundarios presentes en todos los tejidos

vegetales, cuya funcidn primordial parece ser la defensa contra patdgenos, a diferencia de
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las fitoalexinas, estos compuestos se caracterizan por su estado permanente. Sirven como
barrera inicial a la propagacién de bacterias u hongos dentro de la planta. Algunos
inhiben la germinacidn de las esporas y su localizaciébn en los tejidos varfa. Los
compuestos antipatogenos se alojan principalmente en el exterior de los tejidos y
brganos o en el interior de las vacuolas (Vivanco et al., 2005). Cuando un patdgeno
infecta a una planta el primer nivel de respuesta es local e implica la sintesis de
fitcalexinas y puede o no incorporar a la respuesta hipersensible. La respuesta secundaria
prepara a tejidos y Organos para defenderse de un proceso infectivo que involucra a la
sefializacién sistémica secundaria, donde intervienen el metabolismo secundario y el
patrén bioquimico. Todas las vias de sefializacion identificadas contienen elementos
volatiles, al parecer cumplen la funcidén de transmitir la informacién dentro de la planta
y entre distintas plantas. Los tres elementos principales son el etileno, dcido salicilico y el
dcido jasmonico. Tal vez la via de sefializacion mas compleja conocida entre las plantas
corresponde a la tendida por lipasas y lipooxigenasas en membranas celulares. En
conjunto con lo anterior, existen vias metabdlicas encargadas de la defensa de las plantas
contra patogenos debido a la sintesis de metabolitos secundarios, por ejemplo la via del
mevalonato, la via del acido shikimico y vias que emplean a aminoicidos como

precursores {(Vivanco et al., 2005).

2.5. Métodos para el estudic de la interaccién planta-patégeno.

Durante mucho tiempo la forma de evaluar la resistencia a enfermedades se basaba en
los sintomas que pudieran ser visibles. Para patdgenos que matan a las plantas se pueden
determinar las tasas de supervivencia para evaluar la resistencia a la enfermedad. Para
patOégenos que causan necrosis sin matar al hospedero, el grado de necrosis puede ser
usado para monitorear la resistencia, por ejemplo medir el didmetro de lesién o
formacién de conidia (Gachon y Saindrenan, 2004), pero tales pruebas no indican fases
tempranas del desarrollo del hongo. Estos métodos son limitados porque solo evaltian
sintomas visibles o macroscopicos y no es posible la cuantificacidn, por eso se han
aplicado otras técnicas basadas en componentes del patbgeno como ergosterol {Martin et

al., 1990} y quitina (Plassard et al., 1982).
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En el 2000 Copper et al.,, reportaron que algunas especies de hongos fitopitogenos se
unen a la superficie del hospedero por interacciones hidrofdbicas, para posteriormente
secretar una capa denominada matriz extracelular. Se cree que esta matriz puede estar
involucrada con la adhesion del micelio en la planta. La previa caracterizacién de la
matriz extracelular de B. Cinerea ha mostrado estar compuesta de carbohidratos (20%),
proteinas (28%) y lipidos (6%). En la fraccion de lipidos de la matriz extracelular
analizada por TLC, se encontraron Acidos grasos libres, mono- v tri-acilglicerol, ceras
ésteres, alcoholes grasos y componentes no identificados. La fracciébn de lipidos puede
servir para identificar la presencia del patdgeno, ya que esti fraccidn es variable entre

patbgenos.

Las técnicas basadas en la identificacion del ergosterol, quitina y de la matriz
extracelular no son muy especificas y solo pueden evaluar la colonizacién por patdgenos

que posean estos constituyentes (Copper et al., 2000).

Por lo anterior se buscan otras alternativas, una buena opcién es el anilisis de
compuestos volatiles, empleando técnicas rapidas, sensibles y reproducibles. Esto ha
permitido realizar estudios relacionados con la interaccién plantapatdgeno para
identificar al microorganismo que causa la enfermedad, asi como evaluar la severidad de

la infeccidn (Matich et al., 1996; Miller et al., 1996; Mookherjee et al., 2001).

2.5.1. Anilisis de compuestos volatiles durante la interacciéon planta-patogeno.

El anilisis de compuestos volitiles resulta ser una herramienta viable para la
identificacién de patdgenos en plantas.

Los compuestos volatiles son de bajo peso molecular {menores de 300 daltones) y de
gran diversidad estructural como aldehidos, alcoholes y ésteres, entre otros, cuya presioén
parcial es lo suficientemente alta para permitirles estar en estado gaseoso bajo

condiciones ambientales (Barcarolo et al., 1996).

En analisis de este tipo se ha observado que durante las infecciones por hongos, se

desprenden compuestos volatiles caracteristicos como el l-octen-3-ol y el n-bornene
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(Lopez y MaciasRodriguez, 2001). Se ha reportado en la literatura la caracterizacién de
cepas de Fusarium oxysporum por el perfil de volatiles producido durante la infeccidén en

platano (Moore et al., 1991).

Se ha estudiado la produccidon de volatiles de F. verticilloides, responsable de la pudricion
del malz, y se demostrd que volatiles como l-propanocl, acetato de etilo y acetaldehido,

atraen a vectores de infeccién (Bartlet v Wicklow, 1999).

Mediante el estudio de volitiles de tubérculos de papa sanos e infectados por Erweinia
carotovora, se han desarrollado sensores que identifican al agente causal a tiempo para

prevenir enfermedades durante el almacenamiento (De Lacy Costello et al., 1999).

Existe un estudio de discriminacion de enfermedades en manzanas Mclntosh inoculadas
con patogenos fungicos (Monilinia sp, Mucor piriformis Botrytis cinerea y Penicillium
expansumi) en base al perfil de compuestos volatiles detectados. En este reporte
inicialmente se detectaron 35 compuestos volatiles, los cuales fueron agrupados de
acuerdo a su naturaleza quimica {(alcohol, éster o aldehido), su frecuencia y abundancia.
La lista de compuestos fue sometida a un analisis mediante el método del componente
principal, de esta forma se obtuvieron compuestos volatiles especificos de cada patogeno
(Vikram et al., 2004).

Como se puede apreciar en la Figura 2 se muestran los compuestos volatiles obtenidos a
partir del analisis por el método del componente principal, lo cual permitid separar
marcadamente a los compuestos volatiles producidos por B. Cinerea de los otros

patogenos (Vikram et al., 2004).

Compuestos volatiles

Monilinia sp Mucor B. Cinerea Penicillium Control W
piriformis expansum |
3,4 dimetil- Acetato ‘ 2-metil tetrazoleo, 4-
,l-hexeno Butanato de hexilo 1-hexenol metil 1-hexeno,
de metilo. hexanato de butilo.
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Figura 2. Compuestos volatiles identificados en las manzanas c¢v Malntosh infectadas
exclusivamente con cada patégenos v los volatiles identificados en el control (manzana sin
infectar) (Vikram et al., 2004).

En el caso especifico de fresa, en un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, se
infectaron plantas de fresa de la variedad Aromas con B. Cinerez y se analizaron los
compuestos volatiles por cromatografia de gases. Al comparar los compuestos
producidos por el hongo, la planta sana y la infectada, se encontraron grandes
diferencias dentro del perfil cromatografico de volatiles, lo cual se muestra en la Figura 3
(Copp-Mendoza et al.,, 2004). Con este estudio se detectaron volatiles del hongo vy de la
interaccién planta-patdgeno en la planta infectada, lo cual indicd que B. Cinerea se
encontraba en la planta infectada y se confirmé que el andlisis de compuestos volatiles
podria ser una herramienta eficaz para detectar la presencia del hongo durante la

interaccidn planta-patégeno.

- | -

I:l Frapans x eRoniss oV
Aroras

s’ -

A |:| Fragefie x anarsse 0v Aromas
L‘\l g infectada con B areres
y 8y 4 &
- = s \
I i 1
0 24 0
T (fninutos)

Figura 3. Diferencias en el perfil cromatografico de los compuestos volatiles identificados en B.
Cinerea (control) y la planta sana de fresa (control) en comparacidn con los volatiles
identificados en la planta de fresa infectada. Se puede observar que algunos compuestos volatiles
generados por el hongo y la planta sana se detectan en la planta infectada tal y como lo indican
las flechas, asi como también se observan volatiles debidos a la interaccidon planta-patbgeno
(Copp-Mendoza et al., 2004).
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En la literatura existe un reporte (Griffith et al, 2007) que se realizd con la finalidad de
identificar y distinguir a tres tipos de hongos (Aspergillus versicolor, Penicillium chrysogenum
y Stachybotrys chartarum) que causan el moho (indoor mold) mediante el analisis de los
compuestos volatiles empleando headspace y SPMEGC/MS. En este estudio se
obtuvieron diferencias y similitudes en el perfil cromatografico de los compuestos
volatiles generados por estos hongos (Figura 4), algunos compuestos como ¢l hexanol y
el acido benzoico se identificaron en los tres hongos, el oxirano se identifico en
Penicillium chrysogenum y Stachybotrys chartaram, el 2,6-bis(1,1-dimetiletil)}-4-(1-oxipropil)
fenol solo se identificd en Aspergilius versicolor. Por lo tanto, con estos compuestos

volatiles se puede detectar y diferenciar a estos hongos en muestras de campo.

Aspergillus versicolor

_L_l|l,.,,_ - ,L_J TN T A O T S S VN VORI
F Penicillinm chrysogenum
|I ;

[ il L [ i [ ..ull.. d,[[“. ool .-\.....-I\. '.l\.J.uu.L-..I..nJ..; O Y T

Stachybotrys chartarum

‘]I b boddisd

a0 'T'r [rrirnatos) 15 25

Figura 4. Diferencias en el perfil cromatogrifico de los compuestos volatiles identificados en
Aspergillus versicolor, Penicillinm chrysogenum y Stachybotrys chantarum (Griffith et al, 2007).

El analisis de compuestos volatiles también se ha empleado para diferenciar entre hongos
patogenos a nivel de especie, por ejemplo en un estudio (Raymon et al., 2005) se logré
diferenciar entre los hongos 7. aestivum, T. brumale, T. melanosporum, T. miesentericum, T.
rufum, and T. simonea en base al perfil de compuestos volitiles empleando el headspeace
y SPME-GC/MS. De tal forma que el dimetil sulfido solo se identificd en 7. bramale v
las seis especies de hongos se pueden diferenciar en base a la incidencia y variaciéon de

esteres.
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2.5.1.1.  Técnicas de extraccidn de compuestos volatiles.

En la actualidad se han desarrollado diversas técnicas de extraccidon de compuestos
volatiles, asi como distintas herramientas analiticas cuantitativas y descriptivas que
realizan caracterizaciones bioldgicas de los compuestos. Algunas técnicas mads
comunmente empleadas en el anélisis de compuestos volatiles en fresa son aquellas que
se basan en la solubilidad de los compuestos como la extraccion directa sélido-liquido y
las que se basan en la volatilidad como la microextraccion en fase sdlida (SPME), el

espacio de cabeza o head-space (HS) v [a destilacidn al alto vacio (Larsen y Poll, 1990).

La extraccion sodlido-liquide con éter-pentano (2:1) es una técnica ripida y stmple para
extraer y analizar los compuestos volatiles en la fresa. Ademas es la técnica que mas se
recomienda para obtener extractos concentrados para posteriores caracterizaciones

btologicas (Larsen y Poll, 1990).

Por la técnica de HS es posible analizar compuestos volatiles que poseen una presion de
vapor lo suficientemente elevada para acumularse en el espacio de cabeza de un
recipiente hermético. Una vez acumulados los compuestos son retirados del espacio de
cabeza empleando una jeringa para gases y son inyectados en un GC (Gas

Chromatography) (Klein et al., 1990).

Para obtener extractos mas concentrados se han realizado modificaciones a la técnica, ya
que los compuestos volitiles pueden ser arrastrados continuamente por medio de un
flujo de gas inerte hacia adsorbentes como carbdn activado o tenax (polimero éxido-2,6-
difenileno), que son empacados en una columna de vidrio; debido a esto la técnica se le
denominé HS dinidmico. Los compuestos adsorbidos pueden ser recuperados por

desorcién térmica o por elucidn con algln solvente.

La técnica de destilacion al alto vacio es adecuada para evitar la formacién de artefactos
debido a degradaciones térmicas o hidrélisis. La muestra se coloca en un recipiente, el
cual estd unido a una serie de trampas en linea que son mantenidas a bajas temperaturas

y con presiones reducidas, los compuestos voldtiles se van depositando en cada trampa y
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posteriormente son recolectadas con solventes organicos y analizados en un GC (Engel et

al,, 1999)

La técnica de SPME desarrollada por Arthur y Pawliszyn en 1990, tiene una amplia gama
de aplicaciones en el anilisis de compuestos volitiles y actualmente se encuentra
disponible comercialmente (Yang y Peppar, 1994). El dispositivo utilizado en esta técnica
simula una jeringa en cuya punta se encuentra una fibra de silice fundido (tiene
aproximadamente lcm de longitud), recubierta con un adsorbente como el
polidimetilsiloxano (PMDS) y el divenilbenceno (DVB).

La muestra se coloca en un vial de tapa con septa, y la punta de la jeringa se introduce al
vial hasta atravesar la muestra o bien se deja inicamente ¢l espacio de cabeza para que

los compuestos sean atrapados por el adsorbente (Figura 5).

Figura 5. Dispositivo para Micreextraccion en Fase Sélida {(SPME).

El tiempo de adsorcién varia segiin el tipo de muestra que se esté analizando, sin
embargo, la toma de muestra no excede los 30 minutos. Posteriormente, los compuestos
son desorbidos térmicamente en el puerto de inyeccién de un cromatdgrafo de gases
(GC) donde son separados e identificados. El SPME tiene la ventaja de no emplear
solventes y no requerir un manejo previo de la muestra, [o cual es altamente deseable
(Holt, 2001). Ademés puede ser empleado para el estudio de compuestos volatiles in vivo

que son aquellos que forman parte integral de la planta cuando ain no ha sido
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cosechada resaltando el aroma vivo de la planta como el hexil butirato y octil butirato

reportados en fresa (Mookherjee et al., 1986).

2.5.1.2  Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas {(GC-MS) en el
analisis de compuestos volatiles.

La cromatografia es un método fisico que consiste en la separacion de los componentes
de una mezcla en una fase estacionaria y en una fase movil, esto es en base a la afinidad
del compuesto con la fase estacionaria. Este tipo de métodos permite la cuantificacion e
identificacién de los componentes presentes en cualquier muestra,

Para la cromatografia de gases los compuestos deben ser volatiles y térmicamente estables
(10-20%), sin embargo algunos compuestos se pueden derivatizar para eliminar los
puentes de hidrogeno y asi disminuir su punto de ebullicién para que sean ficilmente
volatilizados en el puerto de inyeccién de un GC. Este tipo de andlisis requiere poca

muestra y tiene aplicaciones en diversos campos.

Como se observa en la Figura é el cromatografo de gases consta de los siguientes
componentes:

1) Sistema de la fase movil: Gas acarreador.

2) Sistema de introduccién de muestra: Inyector.

3) Sistema de la fase estacionaria: Columna y horno termostatizado.
4) Detector.

5) Registrador (adquisicioén de datos).

Microjeringa
Divisor de flup .
’mrli’i Electrometro
Septum o pLente
Regulador N
deflup =
Regulador DAC
de presion
T 0
-/ Rotametro
Columna
Gaz acarreador
Horno termestatizado
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Figura 6. Esquema general de los principales componentes de un cromatografo de gases.

Para detectar e identificar los compuestos de una muestra después de haber empleado la
cromatografia de gases, se requiere de un detector. El detector es un dispositivo que
detecta la presencia de un componente diferente al gas acarreador v la convierte en una
sefial eléctrica (Garcla, 2007). Existen varios tipos de detectores: De conductividad
térmica (TCD), 1onizacion de flama (FID), captura electrénica (ECD), nitroégeno-fosforo
(NPD), fotométrico de llama (FPD), selectiva de masa (MS), infrarrojo (IRD), emisién
atomica (AED) v conductividad electrolitica (ELCD, HALL).

Con el detector selectivo de masas por impacto con electrones consiste en bombardear el
analito con electrones y como resultado se fragmentan las moléculas en un patron
caracteristico para cada especie quimica. Estos tones son separados magnéticamente de
acuerdo a sus masas moleculares. Finalmente una vilvula fotomultiplicadora genera una

sefial eléctrica proporcional al niimero de 1ones del elemento (Garcia, 2007).

Las sefiales del detector se convierten en un cromatograma como se muestra en la Figura
7, €l cual es una grafica que relaciona la sefial del detector con el tiempo de separacion
de los compenentes,

Abundance

450000
400000 A
250000
00000
250000 A
200000 A
150000 1
100000 A

50000 1 LJ

Tirme-->=" 500 1000 1500 2000 2500 32000 3500 4000 4500 50000

Figura 7. Imagen de un cromatograma.

Cada componente identificado en la muestra origina un espectro. Como se muestra en
la Figura 8 el espectro de masas esta constituido por el nimero de iones formados en
relacidon con su masa/carga. El detector selectivo MS permite la revisidn e interpretacion
automética o manual de los espectros mediante la comparacidn con los espectros de una
libreria comercial como es la de NIST (Nacional Institute of Standards and Technology)

(Garcia, 2007).
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Figura 8. Ejemplo de un espectro de masas que corresponde al compuesto 1-octen-3-ol.

2.5.2.  Técnicas moleculares en el estudio de interacciones planta-patdgeno.

El anilisis de compuestos volatiles es muy 1til pero no proporciona una estimacidn de
la colonizacién del patdgeno, por lo cual se han utilizado procedimientos moleculares
para detectar fitopatdgenos en plantas. Por ejemplo, empleando una técnica dot blot se
han distinguido aislados de B. Cinerez de otros hongos encontrados en cultivos de
invernadero. Un ensayo basado en la identificacién de ITS en la regidn ribosomal se
desarrolld para detectar B. Cinerea en tomate (Mathur y Utkhede, 2002).

Se ha monitoreado la expresién del gen uidA (GUS) en cepas de hongo transgénico que
lleva este gen bajo el control de un promotor fuerte y constitutivo (Brouwer et al., 2003),

pero en plantas inoculadas con B. Cinerea, €l desarrollo de la lesién es altamente variable.

Otro método de deteccidn de patdgenos en plantas utilizado ampliamente, se basa en el
analisis de DNA mediante PCR (Polymerase Chain Reaction). El PCR consiste en la
amplificacién de DNA gendmico con un par de oligonucledtidos, por ejemplo el analisis
de RADP (random amplified polimorphic) permite encontrar diferencias genéticas
(polimorfismos) entre organismos procedentes de cultivos puros, lo cual puede funcionar
como marcadores moleculares. Secuenciando tales marcadores de DNA permite el disefio
de oligonucel6tidos grandes y miés especificos para la deteccién directa de patdgenos de

plantas en cultivos no puros usando PCR (Rigotti et al., 2002).

En base a esto, Rigotti et al.,, en el 2002 disefiaron un par de oligonuclebtidos especificos

C729+ y C729-, que permiten diferenciar por la PCR a B. Cinerea de otras especies del
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mismo género. Estos oligonucledtidos fueron empleados para la cuantificacién del

hongo en la planta.

Técnicas basadas en 4cidos nucleicos como hibridaciones de RNA y PCR cuantitativo

{Brouwer et al.,, 2003) también se pueden emplear para la detecciéon de patogenos.

Arabidopsis thaliane ha sido el organismo modelo para estudiar las respuestas a
enfermedades en las plantas. Se ha cuantificado la presencia de distintos patdgenos entre
ellos B. Cinerea en tejido infectado de Arabidopsis thaliana con una concentracidén de 500,
000 esporas/ml, empleando la PCR fluorescente en tiempo real (Brouwer et al., 2003).

Estos autores emplearon para ello oligonucledtidos dirigidos contra secuencias de actina
y tubulina, que no son especificos sino que reconocen secuencias de diversos hongos de

la clase Pezizomycotina.

El PCR en tiempo real ha sido aplicado para el diagndstico y cuantificacién de
enfermedades de plantas. Desde la primera aplicacién del PCR en tiempo real para
detectar Phytophtora en plantas ha probado ser una forma muy sensible, ripida, real y
especifica para cuantificar la progresidén de numerosos patdgenos comparados con
métodos clasicos. Su especificidad se basa en la secuencia de oligonucledtidos (Gachon y

Saindrenan, 2004).

La cuantificacién de microorganismos por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR} en tiempo real, es un método reciente. Relaciona la cantidad de
secuencias especificas de DNA presentes en una muestra, con la cantidad de biomasa
microbiana que las generd. Cada amplificacidn (amplicon) de DNA de muestra es
monitoreada por cada ciclo basado en la emisién de fluorescencia (Figura 9A). El

amplicén puede detectarse usando diferentes quimicos, especificos y no especificos

(Brouwer et al., 2003).

El amplicon especifico tiene alta especificidad por la sefial fluorescente, la desventaja es
que la deteccidn de diferentes amplicones requiere de diferentes pruebas. Esta desventaja

no se presenta en los quimicos no especificos que estan basados en fluordforos. El mas
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utilizado es un fluordforo como el SYBER Green que solo fluorece al unirse al DNA de

doble cadena (Figura 9B).

Al producirse un nitmero suficiente de dobles cadenas durante la fase de elongacion de
la PCR, la fluorescencia es detectada por el sistema 6ptico del aparato que conduce la
reaccién. El niimero de ciclos de la PCR necesarios para que se detecte la fluorescencia
(ciclo de cruce) estd en funcidn de la cantidad de distintas concentraciones conocidas de
DNA inicial contra sus respectivos ciclos de cruce, por lo que es posible interpolar la
cantidad de DNA inicial en una muestra problema (Figura 9C). Con el andlisis de
melting o curvas de disociacion del DNA (Figura 9D) al final del PCR, la exactitud de
la amplificacién puede ser evaluada para descartar productos de amplificacidn

inespecificos (Costa, 2004).
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Figura 9. Analisis por PCR en tiempo real. Curvas de amplificacién en tiempo real, donde se
grifica fluorescencia contra ciclo en funcién del ndmero de copias iniciales de DNA en la PCR
(A}. Fluorescencia emitida cuando el SYBER Green se une a la doble cadena de DNA (B). Ciclo
umbral en curvas de amplificacion por PCR en tiempo real (C). Curvas de disociacion de DNA
o andlisis de melting (D) (Brouwer et al., 2003).
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3.  JUSTIFICACION.

Dada la importancia econémica en la produccidn de fresa en el Estado de Michoacan, es
necesario tomar medidas para diagnosticar fitopatdgenos, tales como B. Cinerea, €l cual

ocasiona grandes pérdidas en las etapas de precosecha y post-cosecha.

El anilisis de compuestos volatiles durante la interaccidon planta-patogeno ha permitido
establecer biomarcadores contra diversos patdgenos que atacan cultivos de interés
agronémico como es el caso de la manzana. Por otro lado biomarcadores contra B.
Cinerea pueden servir como diagndstico temprano de la enfermedad causada por este

hongo.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, indicaron que hay una relacién
proporcional entre la concentracién del hongo y la produccién de compuestos volatiles
del mismo. En este caso, la concentracién de indculo empleado fue de 6 UFC/ml. Por lo

tanto, es posible que cantidades de inéculo mas bajas nos permitan detectar a B. Cinerea.

El anélisis de compuestos volatiles permitird conocer si un cultivo de fresa se encuentra
infectado con B. Cinerea en fases avanzadas de la infeccidn, pero es incierto cual es su
sensibilidad para detectar infecciones tempranas en fase de latencia y con baja biomasa

del hongo, que no puede ser cuantificada en base a los volatiles.
Por medio del PCR en tiempo real se puede cuantificar la cantidad del indculo de B.

Cinerea en la planta y comparar la sensibilidad del método de deteccién por volatiles en

etapas tempranas de 1nfeccion.
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Brouwer et al., en el 2003 utilizaron una concentracién de esporas de 5x10° para infectar
Arabidopsis thaliana, la cual fue detectable por PCR, por lo que en este trabajo se pretende
utilizar concentraciones de esporas mas bajas con la finalidad de conocer la sensibilidad

del PCR en tiempo real para detectar la presencia del hongo en las plantas.

Finalmente es importante mencionar que en nuestro conocimiento, no existen estudios
donde se correlacione el andlisis de compuestos volatiles con la cuantificacién de
biomasa del patdgeno en respuesta a una infeccién. Por lo tanto, este proyecto permitird
conocer biomarcadores especificos (compuestos volitiles) de la presencia de B. Cinerea en
la planta de fresa a diferentes concentraciones del hongo. Lo que llevd a plantear la

siguiente hipotesis.
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4. HIPOTESIS.

Durante la interaccidn Fragaria x ananassa-Botrytis cinerea se generan biomarcadores
especificos de infeccidn temprana, lo cual permite establecer su relacién con el proceso

infeccioso.

5. OBJETIVO GENERAL

Identificar biomarcadores de la interaccidon Fragaria x ananassa-Botrytis cinerea durante el

desarrollo de la infeccion.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

> Evaluar la respuesta de las plantas de fresa a la infeccidn por Botrytis cinerea.

» Determinar en que medida los compuestos volatiles son un indicador temprano

de la presencia del patgeno en la planta.

» Establecer la carga fingica del patbgeno por métodos moleculares.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Tal como se describe en la Figura 10 se realizd la micropropagacion de plantas de fresa;
la mitad de ellas se pasaron a maceta y posteriormente fueron colocadas en invernadero.
Algunas plantas se infectaron con el hongo Betrytis cinerea y otras plantas sanas se
emplearon como controles, de i1gual forma B. Cinerea fue empleado como control. El
analisis de compuestos volatiles se realizé por microextraccidon en fase solida y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (SPME-GC-MS) en plantas in
viiro y en plantas de invernadero. De igual forma se aplicd PCR para detectar a B.

Cinerea 'y PCR en tiempo real para cuantificar a B. Cinerea.

Plantas de fresa

A 4

Micropropagacion »  Invernadero
v v v v
Control Infectadas Control Infectadas

con B. con B.
— [ T

Compuestos volatiles Métodos moleculares:

SPME-GCMS PCR y PCR-tiempo real
B. Cinerea

Figura 10. Estrategia experimental.
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8. MATERIALES Y METODOS.
8.1.  Material biolbgico.

8.1.1.  Micropropagacion de plantas de fresa cv Aromas.

Las plantas de fresa cv Aromas iz witro fueron donadas por la D.C Alba Jofre del
CIVESTAV Irapuato. Para tener una cantidad suficiente de plantas fue necesario

micropropagarlas en los medios de brotacidn y enraizamiento, utilizando como base el

medio Murashige-Skoog (MS).

Para preparar el medio MS se utilizaron 6 soluciones stock, 30 g/L de sacarosa, 4 g/L de
agar y se ajusté el pH a 5.7. En la Tabla 3 se muestran los reactivos empleados para

preparar las soluciones stock.

Tabla 3. Contenido de las soluciones stocks.

STOCK | STOCK | STOCK 3 | STOCK 4 STOCK 5 STOCK 6
1 2 (100 ML) | (100 ML) (250 ML) (250 ML)
(50 ML) | (250 ML)
CaCl, MgSO, FeSO, MnSO, Glicina NH,NO,
(25g) (9.25 g) (0.5 g) (1.69 g) (0.5 g) (41.25 g)
- KH,PO, | NaEDTA ZnSQ, Piridoxina KNQ,
(4.25 g) (0.7 g) (1.05 g) (0.0125 g) (47.5 g)
- - - H.,BO, Ac. Nicotinico -
(0.62 g) (0.025 g)
- - KI TiaminaHCl -
(0.83 g) (0.0025g)
- - Na,MoO, Mg-inositol -
(0.025 g) (2.5g)
- - CuSO, - -
(0.0025 g)
- - CuCl, - -
(0.0025 g)

La cantidad de soluciones stock empleadas se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Voltimenes de las soluciones stock empleadas para la preparacién del medio MS.

STOCK 1L 1/2 L 1/4 L
1 1 ml 500 pl 250 ul
2 10 ml 5 ml 2.5ml
3 5 ml 2.5 ml 1250 ul
4 1 ml 500 pl 250 ul
5 10 ml 5 ml 2.5ml
6 10 ml 5 ml 2.5ml
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Para inducir la brotacion se utilizé el medio MS con 500 ul/L de benciladenina (1
mg/ml) y 100 ul/L de 4cido naftalenacético (1 mg/ml} con un pH=5.7-5.8. Este medio se
esterilizé y se vertieron 50 ml del medio en frascos pequefios de vidrio y con tapa.
Posteriormente se colocaron los explantes en este medio y se mantuvieron por 21 dias
para obtener plantulas (Sutter et al, 1991). En la Figura 11 se muestra a una planta de

fresa en el medio de brotacidn.

Figura 11. Planta de fresa cv Aromas en medio de brotacién después de 21 dias en la cimara de
crecimiento.

Una vez que se obtuvieron las plintulas, éstas se pasaron a un medio de enraizamiento
para promover el crecimiento de la rafz. Este medio consistié de medio MS con 300 ul/L
de acido indolbutirico (0.3 mg/L) con un pH=5.7-5.8. Este medio se esterilizb6 y se
vertieron 50 ml del medio en frascos pequefios de vidrio y con tapa. En el medio de
enraizamiento las plantas pueden permanecer hasta que el espacio del frasco ya no es
suficiente, pero lo 1deal es que las plantas se mantengan hasta 28 dias para poder
utilizarlas o transplantarlas a suelo. (Sutter et al.., 1991). La Figura 12 muestra algunas

plantas de fresa en medio de enraizamiento.

Figura 12. Planta de fresa cv Aromas en medio de enraizamiento después de 28 dias en la cAmara
de crecimiento.
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8.1.1.1.  Seleccidn del medio de soporte para el anilisis de compuestos volatiles.

Un anilisis de compuestos volatiles fue aplicado al medio MS y se observd que este
medio generaba muchos compuestos, los cuales afectarfan nuestra busqueda de
btomarcadores. Por lo tanto se analizo el perfil de compuestos volatiles de dos medios de
soporte: fitagel-agua y agaragua (Figura 13A). De acuerdo al perfil cromatogrifico de
compuestos volatiles (Figura 13B) se eligid al medio agaragua porque generd pocos
compuestos volitiles y porque es un medio simple que permite a la planta estar fia
dentro del frasco de vidrio. El medio fitagel-agua se prepar6 agregando una cantidad de
fitagel de 4 g/L de agua destilada. El medio agar-agua se preparé agregando una cantidad
de agar de 2 g/L de agua destilada. En ambos medios, el pH se ajusté a 5.7 y se
utilizaron frascos de 500 ml de capacidad para los medios.

Después de que las plantas que se encontraban en el medio de enraizamiento y tenian la
edad adecuada, se pasaron a un frasco de vidrio con el medio agar-agua para realizar los

analisis de compuestos volatiles en las plantas de fresa del sistema # wéiro.
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Figura 13. Fotografia del medio agaragna en el frasco para el sistema in witre (A). Perfil
cromatografico del medio de soporte agar-agua (B).

8.1.1.2.  Transplante de plantas de fresa cv Aromas.

Para poder realizar el estudio en las plantas de invernadero se seleccionaron plantas del
sistema 7z witro (Figura 14A) y se colocaron en recipientes de plastico tipo vaso con una
perforacién en el fondo y con suelo para maceta combinado con agrolita (previamente

esterilizada) en una proporcién 1:1.
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El suelo se humedeci6 con agua y las plantas fueron cubiertas con una bolsa de plastico
(Figura 14B), diariamente la bolsa de plastico se humedecia con agua estéril y en un
periodo de 4 dias se realizaron cortes en los bordes de la bolsa. Después de 4 dias se
cortaron las bolsas a la mitad para permitir que las plantas estuvieran en contacto
directo con el ambiente (Figura 14C). Después de 3 dias se retiraron las bolsas de
plastico (Figura 14D) y se continud con el riego de las plantas pero ahora con una
solucion nutritiva (Cardenas-Navarro et al., 1998). Estas plantas fueron pasadas a
macetas (Figura 14F) y posteriormente fueron mantenidas en una cimara de crecimiento
con fotoperiodo de 12 h luz y con humedad constante al 80% hasta por 6 semanas con

lo cual se obtuvieron plantas maduras y de un gran tamafio (Figura 14F).

Figura 14.0btencion de plantas de invernadero. Planta iz witro (A). Planta transplantada a suelo
(B). Planta en perfodo de adaptacién {C). Planta adaptada al suelo (D). Planta colocada en
maceta (E). Planta en invernadero (F).
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Para el riego constante de las plantas de fresa se utilizé una solucién nutritiva, la cual

consta de los reactivos enlistados en la Tabla 5.

Tabla 5. Solucién nutritiva para el riego constante de las plantas in véire.

REACTIVO CANTIDAD (PARA 19 L)
KH,PO, 0.776 &
K,S0, 4.469 ¢
Ca(NO)), 13.461 g
CaSO, 1.636 g
MgSO, 7.024 g
EDTA-Fe 0.316 ¢
Solucién con microelementos 19 ml

La solucién con microelementos es un componente esencial de Ia solucién nutritiva y

consta de los reactivos mostrados en la Tabla 6.

Tabla 6. Solucién con microelementos.

REACTIVO CANTIDAD (PARA 1L)
H.BO, 0.223 ¢
CuSO, 0.03 g
EDTA-Fe 0.6 g
MnSO, 0.64 g
NH,Mo 0.027 g
ZnSO, 0.217 g

8.1.2. Mantenimiento de B. Cinerea

8.1.2.1.  Hongo patogeno B. Cinerea.

La cepa de B. Cinerea fue aislada de fresa y donada por la D.C Patricia Loyola de la
Universidad de Guanajuato, v esta cepa fue utilizada para realizar las infecciones de
plantas de las fresa.

El medio que se utilizé para mantener al hongo fue el medio agar papa dextrosa, €l cual
se prepard de la siguiente manera, se pesaron 19.5 g del medio PDA, se disolvid en agua
estéril y se le agregaron 20 g de hoja de fresa, posteriormente se esterilizb en un
autoclave a 121 *C por 15 min. Después de haber dejado enfriar, el medio fue vaciado en

cajas de petri y se mantuvo en incubacidén por 24 h a 37 °C para comprobar que no
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existe contaminacion del medio. Posteriormente, las cajas con medio PDA estuvieron

listas para ser utilizadas (Rigotti et al., 2002).

8.1.2.2.  Siembra de B. Cinerea en medio PDA.

La resiembra consistié en tomar un fragmento de aproximadamente 1 cm del medio
PDA con el hongo y se coloct en el centro del medio PDA fresco, esta caja se mantuvo a
una temperatura de 25 a 28 *C durante 9 a 14 dias para que el hongo pueda crecer

adecuadamente (Figura 15).

Figura 15. Micelio de B. Cinerea en medioc agar papa dextosa (PDA) después de 5 dias de
crecimiento.

8.1.2.3.  Preparacién de suspensiones de esporas de B. Cinerea.

Después de 9 dias de haber mantenido al hongo en incubacién, se comprobé por medio
de observacion al microscopio Optico que B. Cinerea generd esporas suficlentes para
preparar suspensiones de distinta concentracion.

El procedimiento utilizado consistid en agregar agua estéril a la caja donde se encontraba
sembrado el hongo, al cabo de 5 minutos y se agité suavemente y se colectaron las
esporas un tubo con tapa de rosca (Marthur y Utkhede, 2002). La concentracién de
esporas se determind con una camara de Neubauer (Rigotti et al, 2002) lo cual se puede

observar en la Figura 16.
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Figura 16. Cimara de Neubauer empleada para la cuantificacion de las esporas (A).

8.2. Infeccion de plantas de fresa cv Aromas con B. Cinerea.
8.2.1.  Forma de infeccion.

La infeccidn de las plantas de fresa en el sistema /7 vitro e invernadero fue por aspersiéon
sobre las hojas con la suspension de esporas de B. Cinerea. En el caso del sistema i vitro
las plantas se colocaron sobre una caja petrt v ahi se infectaron (Figura 17A),
posteriormente las plantas infectadas se colocaron en un frasco tapado que contenia el
medio de soporte agar-agua (Figura 17B). Por otra parte las plantas del sistema
invernadero se mantuvieron en condiciones de alta humedad con un humidificador y un
fotoperiodo de 12 h de luz (Denby et al, 2004) (Figura 17C). Las plantas fueron
infectadas con tres concentraciones de esporas diferentes de 100, 1000 y 10,000
esporas/ml. Es importante indicar que no se conocen reportes en la literatura donde se
hayan empleado suspensiones de esporas de 100 y de 1000 esporas/ml, ademéas estas
cantidades tan bajas son las que frecuentemente esperariamos encontrar en condiciones
de campo.

Se realizaron 3 repeticiones de la infeccidn y se utilizé una planta sin infectar como

control negativo y el hongo como control positivo,
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Figura 17. Forma de infeccién. Infeccién por aspersion (A). Planta in wéire infectada (B). Planta
de invernadero infectada {C).

8.2.2.  Muestreos.

Para determinar a que tiempo después de la infeccién se iban a tomar muestras de las
plantas de fresa infectadas en los sistemas iz ziiro e invernadero. Para realizar el analisis
de compuestos volatiles asi como la cuantificacidon de biomasa del hongo en la planta
fue necesario conocer el tiempo de aparicidon de sintomas de la enfermedad. Para realizar
esto, se monitoreé el progreso de la infeccidn, registrando la presencia o ausencia de

lesiones y ¢l tiempo postinfeccidn en que fueron visibles.

8.3. Anilisis de compuestos volatiles.

La técnica para el analisis de los compuestos volatiles utilizada en este estudio fue la de
Microextraccion en Fase Solida o SPME (Solid Phase Microextraction) (Figura 18). Se
utiliz6 la fibra azul con las siguientes caracteristicas: Es una fibra medianamente polar

polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS/DVB)

.

e T —

Fibra azul
(Adsorbente:
PDMS/DVB)

In vitro Invernadero
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Figura 18. Dispositivo de microextraccion en fase sdlida (SPME) para la extraccién de
compuestos volatiles de las plantas 7 witro e invernadero.

Una vez que los compuestos volatiles fueron atrapados por la fibra, éstos fueron
desorbidos térmicamente en el puerto de inyeccion de un cromatdgrafo de gases (GC)
acoplado un espectrometro de masas (MS) con las siguientes condiciones de reaccion: La
temperatura del puerto de inyeccion fue de 180 *C por un 1 min en el modo de
inyeccion splitless; la temperatura inicial del horno fue de 50 *C por 3 min y la
temperatura post-corrida fue de 230 *C por 3 min; se utilizé una columna HP-FFAP (25
cm x 0.32 mm) (Copp-Mendoza et al,, 2004) con un flujo de corrida de 1 ml/min, un
flujo de post-corrida de 1.88 ml/min y una presién de 7.6 psi.

La temperatura del detector que se utilizd fue de 250 *C; el tiempo de corrida fue de
51.33 min. Finalmente los compuestos volatiles fueron caracterizados por comparacion

de los patrones de fragmentacion con los de la libreria NIST 1998.

Es importante sefialar que en el sistema iz #éiro la muestra fue toda la planta de fresa en
su frasco sin abrir, y en el sistema invernadero la muestra fue una hoja seleccionada al
azar, la cual fue colocada en un vial para realizar el andlisis de compuestos volatiles

(Figura 18).

Para el analisis de los compuestos volatiles se deposité micelio esporulade y la
suspension de esporas de B. Cinerea en viales de SPME, en el caso de la fresa se analizo
toda la planta para el sistema iz #iiro, y se empled una hoja de la planta para el sistema

invernadero.

En el andlisis de compuestos volatiles se empled como pardmetro a la abundancia
relativa en porcentaje del area bajo la curva de cada compuesto volatil. Este valor se

obtuvo con la siguiente formula:

% Area = Area’pico x 100
¥ Area pico

8.4. Anilisis molecular: PCR y PCR en tiempo real.

En este trabajo se utilizaron los siguientes métodos de extraccidon de DNA:
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Meétodo de extraccion de DNA de Brouwer et al., 2003.

Método de extraccidn de DNA para plantas de Klimyuk et al., 1993.

Método de extraccién de DNA para plantas de Doyle y Doyle, 1990.

Meétodo de extraccidn de DNA para hongos de Chow y Kifer, 1993.

Método de extraccidn de DNA para plantas (PVP) de Malvick y Grunden, 2005.
Meétodo de extraccidon de DNA de Dellaporte, 1983,

Método de extraccion DNA para plantas y hongos con el Kit REALPURE.
Meétodo de extraccidn de DNA para plantas de Com.pers.Alpuche-Solis, 2007.
Método de extraccion de DNA para plantas con el Kit invitrogen.

Método de extraccién de DNA para hongos o plantas con el Kit Quickgene.

Los mejores resultados para extraer el DNA de las plantas de fresa se obtuvieron con el

meétodo de Doyle y Doyle, 1990 y que consiste en lo siguiente:

1)

100 mg de material vegetal se congeld en nitrdgeno liquido y se homogenizé con
el mortero hasta formar un polvo.

Ese polvo se colocd en tubos de 1.5 ml, se agregd CTAB (buffer de lisis) hasta
que el tubo se llend.

Este tubo se incub6 a 65 :C por 20 min.

El tubo se centrifugd a 5,000 rpm por 10 min v el sobrenadante se transfirié a
otro tubo.

Se agregd un volumen de cloroformorisoamilico (24:1), se mezclo en el vortex vy
se centrifugd a 10,000 rpm 15 min.

El sobrenadante se separd y se le agregaron 0.7 volumenes de isopropanol, esto se
colocé en hielo por 5 min y se centrifugd a 2,500 rpm durante 10 min.

La pastilla formada se disolvid en 400 ul de CsCl 1 M. Esto se transfirié a un
tubo de 1.5 ml y se le adiciond 80 ul de etanol al 96%.

El tubo se centrifugd a 7,000 rpm por 10 min.

El contenido del tubo se lavé con 500 ul de etanol al 70% y se centrifugd a

14,000 rpm por 2.5 min.

10) Se dio tratamiento con RNAasa 36 min a 37 *C.

11) El contenido del tubo se lavé con fenol:cloroformo 1soamilico.
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Los mejores resultados para extraer el DNA del hongo se obtuvieron con el método de
Chow y Kifer, 1993 y que consiste en lo siguiente:
1) 100 mg de micelio se colocaron en un tubo de 1.5 ml y 0.4 g de perlas de vidrio
+ 200 pl de buffer de lisis (0.2 M TrisHCI pH 7.5, 0.5 M NaCl, 0.01 M EDTA,
1% de SDS) y 200 ul de fenol:cloroformo:isoamilico.
2) El contenido del tubo se mezcld en el vortex 6 min al maximo.
3) Al tubo se le agregaron 300 ul de cloroformoiisoamilico y se mezclaron en el
vortex por 10 s.
4) El tubo se centrifugd a 14,000 rpm por 30 s.
5) Se tomé la primera fase y se agregaron 300 ul de cloroformo isoamilico que se
mezclaron en el vortex por 10 s.
6) El tubo se centrifugd a 14000 rpm por 30 s.
7) Se tomé la primera fase y se agregaron 2.5 volitmenes de etanol absoluto; este
tubo fue incubado por 30 min a -20 *C como minimo.
8) Se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min.
9) Se lavd el contenido del tubo con 500 ul de etanol al 70% y se centrifugd durante
3 min a 14,000 rpm.

10) La pastilla obtenida se seco y se resuspendi6.

La cuantificacién de B. Cinerea por la PCR en tiempo real se realizd por comparacién
con una curva estandar generada por diluciones de DNA de B. Cinerea obtenido de una
btomasa de hongo conocida. El DNA fue cuantificado con el dispositivo qubit
(invitrogen) que permite dicha cuantificacidon por medio de un fluordforo.

Graficando los logaritmos de distintas concentraciones conocidas de ADN inicial y la
muestra contra sus respectivos ciclos de cruce, se obtiene la cuantificacion del hongo en

el PCR cuantitativo (Brouwer et al., 2003).

Se probaron 4 pares distintos de oligonucledtidos, los AFP24 y AFP25 que estan
dirigidos contra una secuencia correspondiente a tubulina (Brouwer et al., 2003), los
C729+ y C729-que estan reportados como biomarcadores especificos de B. Cinerea

(Rigotti et al,, 2002), y finalmente los BCNIF y BCNIR ademas de los BCN2F y

BCN2R que fueron disefiados como parte de este trabajo.
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El PCR en tiempo real se realizé usando el reactivo SYBR®Green [ que se encuentra
combinado con dNTP’s, MgCl, y Taq polimerasa, ademas se utilizo el equipo ICycler™
iQ I (BioRad). Para cada PCR, se prepararon muestras (25 ll) en capilares sellados para
el IClycler 1Q I conteniendo 2 pl de extracto de DNA, 10 pl Lithos gPCR Mastermix
QGS y 0.5 il de cada primer, Las muestras se programaron para un anélisis con 40 ciclos
termicos.

La cuantificacion de B. Cinerea se hizo en distintas muestras y por medio de PCR en

tiempo real.

8.5. Analisis de datos.

Los datos se analizaron con el programa Stadistic 6.0, se graficaron las medias de cada
muestra con el error estindar y para analizar la validez de los resultados encontrados se

realizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA de una via) segutda por una prueba

de LSD con un alfa de 0.05.

9. RESULTADOS.

Una de las metas de este estudio fue la identificacién de biomarcadores para la deteccidn
oportuna de B. Cinerea en plantas infectadas de fresa antes de la aparicién de sintomas
visibles. Para poder cumplir con esta meta, fue necesario infectar a las plantas con tres
concentraciones de esporas diferentes con la finalidad de establecer los tiempos de
muestreo para el analisis de volatiles en etapas iniciales de la infeccion.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos tanto en el sistema iz vitro como

en el sistema invernadero.

9.1. Sistema in vitro.

En la Figura 19 se muestran los sintomas caracteristicos de la enfermedad en funcién del
tiempo post-infeccion. La aparicidon de lesiones necréticas v de cuerpos fructiferos del
hongo indicaron que en las tres concentraciones de esporas probadas se logro la
infeccion, pero la apanicidén de los sintomas visibles con la concentracion de 100
esporas/ml fue mas lenta ya que las lesiones necroticas se presentaron hasta las 48 h

post-infeccidon y los cuerpos fructiferos se apreciaron a partir de las 120 h post-infeccién
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(Figura 19A). Las plantas infectadas con 1000 esporas/ml por su parte mostraron lesiones
necroOticas a las 24 h postinfeccién y a las 72 h post-infeccién se detectaron cuerpos
fructiferos (Figura 19B). Aquellas plantas infectadas con 10,000 esporas/ml mostraron
lesiones necroticas a las 24 h y a las 48 h post-infeccion los cuerpos fructiferos (Figura
19C} y la planta sin infectar es el control (Figura 19D). De acuerdo a estos resultados, es
indudable que las plantas de fresa fueron infectadas y que la enfermedad evoluciona
rapidamente conforme pasa el tiempo post-infeccidon y dependiendo de la suspensién de
esporas. Sin embargo de todas las suspensiones de esporas empleadas, la suspensién de
100 esporas/ml nos permitié monitorear la enfermedad cuando no hay sintomas en
etapas iniciales en un periodo de tiempo mayor con respecto a las otras suspensiones,
por lo que los tiempos de muestreo para el andlisis de los compuestos volatiles fueron a

las 1, 12, 24 y 48 h post-infeccion.
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(A) 100 esporas/ml  (B) 1000 esporas/ml  (C) 10,000 esporas/ml (D) Control

24 G

" ~

Figura 19. Sintomatologia de las plantas de fresa infectadas con diferentes suspensiones de
esporas de B Cinerea a diferentes tiempo en el sistema #n vitro. (A) Plantas infectadas con 100
esporas/ml. (B) Plantas infectadas con 1000 esporas/ml. {C) Plantas infectadas con 10,000
esporas/ml, (I}) Planta sana {control). Se emplearon plantas de 42 dias de edad. Se utilizd un
Microscopio esteroscopico Leica MZ6/12 (Leica Microsystems, Wetzlar Germany). Cada planta
en el frasco representa una unidad experimental. Se utilizaron 3 plantas por tratamiento(n=3). La
flecha indica lesiones necrbticas causadas por el patégeno.
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Después de elegir la concentracidn de esporas de B. Cinerea para la infeccidn y los
tiempos de muestreo, se evalud la progresion de la enfermedad en base al registro del
nimero y longitud de lesiones necréticas de acuerdo al tiempo postinfeccién en las

plantas de fresa infectadas en el sistema in viiro.

En la Figura 20 se muestra que el niimero de lesiones necroticas se incrementd con
respecto al tiempo post-infeccién, de tal manera que a las 168 h se logrd observar hasta

30 lesiones diferentes en las plantas.
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Figura 20. Lesiones necroticas en las plantas de fresa iz woftro  infectadas con B. Cinerea a
diferentes tiempos post-infeccidn. Se emplearon plantas de 42 dias de edad (n=3). Las fotografias
se realizaron en un microscopio esteroscopico leica MZ6/12 (Leica Microsystems, Wetzlar
Germany). Se puede observar una diferencia significativa (*) del ndmero de lesiones a las 168 h
postinfeccidn con respecto a los otros tlempos postinfeccion. Se aplico un ANOVA con prueba
de LSD. La flecha indica lesiones necroticas causadas por el patbgeno.

En la Figura 21 se puede observar que existid un incremento de la longitud de las
lesiones con respecto al tiempo postinfecciébn. Esto indica que la enfermedad esti
agravandose va que las lesiones se estin expandiendo a tejido circundante que no se

encontraba infectado.
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Los sintomas de la enfermedad en las plantas de fresa del sistema 7z witro se presentaron
a partir de las 48 h postinfecciébn vy la enfermedad provocd un dafio evidente que

evoluciono ripidamente en poco tiempo.
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Figura 21. Longitud de las lesiones necréticas en plantas de fresa i vitro a diferentes tiempos
post-infeccion. Se emplearon plantas de 42 dias de edad (n=3). Se puede observar una diferencia
significativa (*) de la longitud de las lesiones a las 168 h postinfeccién con respecto a los otros
tiempos postinfeccion. Se aplicd un ANOVA con prueba de LSD.

9.1.1, Analisis de compuestos volatiles de las plantas infectadas.

El analisis de los compuestos volatiles de los controles controles (volatiles del frasco solo,
medic agar-agua, planta sana, suspension de esporas y micelio esporulado) y de la planta
infectada indicd que en total se caracterizaron 278 compuestos volatiles diferentes
(Figura 22). Debido a la complejidad de datos, se realizb una seleccidén en funcién de la
calidad del patrén de masa del compuesto en comparacion al de la libreria NIST 1998 y
al porcentaje relativo de abundancia (superior a 0.1%). Ademas el andlisis de los

controles permit16 definir la procedencia de cada compuesto volatil.
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Frasco solo

Planta sana

6.1%

3.23% Medio agar-agua

PLANTA
INFECTADA

1.79%
Micelio

esporulade

12.5%

Suspension
de esporas

Figura 22. Porcentaje de los compuestos volatiles identificados en los controles del sistema 7
itro (en cada muestra n=3).

En la Tabla 7, se enlistan algunos compuestos volatiles que fueron identificados en el
micelio esporulado y en la suspension de esporas. Los compuestos volatiles como el
fenol, 2,6bis (dimetiletil}4<1-oxopropil), feniletil alcohol y el 4metil-2-heptanona se
detectaron en muestras de micelio esporulado, asi como en la suspension de esporas. De
los compuestos volatiles del micelio esporulado el mis abundante fue el-octen-3-ol y de
la suspensién de esporas fue un derivado del 4cido pentanoico (2-Metil, 1-(1,1-dimetiletil)-2-

metil-1,3-propanodil ester, 2-metil 4cido propanoico).
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Tabla 7. Compuestos volatiles identificados en muestras de B. Cinerea (n=3).

COMPUESTO | SUSPENSION MICELIO REFERENCIA
DE ESPORAS | ESPORULADO
(%) (%)
Derivado del 4cido 60.69 - Stahl y klug, 1996
pentanoico {composicidn celular de
algunos hongos).
1-Octen-3-cl - 44.40 Chitarra et al., 2004
(Germinacién).
2-Etil-1-hexanol 32.25 - Vikram et al., 2004
(algunos hongos).
Fenol, 2,6-bis 3.58 14.33 Wu et al., 2005
(dimetiletil}4-(1- (volatiles de cuerpos
oxopropil) fructiferos).
4-Metil-2- 0.49 0.29 Ruzsanyi et al., 2002
heptanona (Antes de los sintomas).
3-Octanona - 8.06 Chitarra et al., 2004
(Germinacion).
Feniletil alcohol 0.23 2.82 Jelen et al., 2005
(Crecimiento).
3-Octanol - 2.05 Nilssona et al., 1996
(Crecimiento}.
Bencenacetaldehido - 0.94 Kulakiotu et al., 2004
(Crecimiento).
4-Heptanona - 0.82 Fiedler et al., 2001 (Aroma
de los hongos).
Derivado del acido - 0.46 Stinsen,et al,, 2003
Propanoico (Presente en infecciones
por hongos).
2-Octenal (E) - 0.29 Spilvallo et al., 2007

(Germinacion).

Derivado del 4cido pentanoico (Isobutil ester 2, 2, 4-trimetil-3-carboxi isopropil, Acido

pentanoico).

Derivado del 4cido propanoico (2-Metil, 1-(1,1-dimetiletil}-2-metil-1,3-propanodil ester, 2-metil

dcido propanoico).

Diversos reportes en la literatura indican que estos compuestos son producidos por el

hongo para su crecimiento y para poder colonizar a su hospedero. Debido a la

importancia biologica de estos compuestos para el hongo, se supuso que estarian todos

presentes en las plantas infectadas y al analizar el perfil de los compuestos se encontré lo

siguiente:
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Se puede observar que la mayoria de los compuestos del hongo se identificaron en la
primera hora post-infeccidon, de estos compuestos la 3-octanona y el 2-octenal (E) estin

directamente involucrados en la germinacidn de las esporas del hongo (Tabla 8).

Tabla & Compuestos volitiles de B.cinerea identificados en plantas infectadas en el sistema in
vitro.

COMPUESTO 1H 12H 24 H 48 H REFERENCIA
4-Heptanona 0.64 - - - Fiedler et al., 2001
(Aroma de los
hongos).
3-Octanona 0.56 - - 1.22 Chitarra et al., 2004
(Germinacibn).
2-Octenal(E) 17.19 - - - Spilvallo et al.,
2007
(Germinacion).
Derivado del - - - 4.63 Stinson,et al., 2003
icido (Presente en
propanoico infecciones por
hongos).

Derivado del 4cido propanoico (2-Metil, 1{1,1-dimetiletil}-2-metil-1,3-propanodil ester, 2-metil
4cido propanoico).

Al analizar el perfil de compuestos volatiles producidos por las plantas infectadas se
observd la presencia de otros compuestos que no se encontraron ni en la planta sana ni
en el hongo (Figura 23). Estos compuestos fueron producidos por la interaccién planta-
patogeno. En la Figura 23 podemos apreciar que la mayor diversidad y mayor

abundancia de estos compuestos se observé a las 24 h post-infeccion.
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De acuerdo a estos resultados los compuestos mds abundantes fueron el 1-etil-2,3-dimetil
benceno que inhibe el crecimiento de B. Cinerea (Peng-Ying, et al., 2008), v el preniteno
que es antifiingico (Graham, et al., 1981). Compuestos como el mirtenal (Smith y Boyko,
2007) y el 2-etil-1,3-dimetil benceno (Gramemmos, et al., 2002) aparecen dentro de las

primeras 12 h postinfeccién y tienen propiedades de defensa contra patbgenos.
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g 7]
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o
."E 7 O Mirtenal
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v 6 O 2-Exlt3dimeiil bencens
|-} 2 7
g 4- O 1-Ef)-23-dimetil bencene
"5 3 4 O Prewizens
2 7

10 ﬁﬁ
0 1 1 1 1

1 12 24 48

Tiempo post-inoculacién (h)

Figura 23. Compuestos volitiles de interaccidén planta-patogeno de plantas infectadas en el
sistema ## @itro. Se emplearon plantas de 42 dias de edad (n=3).
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9.2, Sistema invernadero.

En la Figura 24 se muestra la sintomatologia observada en las plantas de fresa después de
la infeccién con las distintas concentraciones de esporas probadas. De tal manera que se
pudo observar que la evolucién de la enfermedad es lenta y solo se cbservaron lesiones
necréticas en las hojas de la planta que se van agravando conforme transcurre el tiempo
post-infeccidon. En el caso de las plantas infectadas con la suspension de 100 esporas/ml,
se observaron lesiones necroticas hasta las 72 h post-infeccion (Figura 24A). Las plantas
infectadas con 1000 esporas/ml mostraron lesiones necrdticas a las 48 h post-infeccién
(Figura 24B). Aquellas plantas infectadas con 10,000 esporas/ml presentaron lesiones a
las 24 h post-infeccidén (Figura 24C) y la planta sin infectar representa al control (Figura
24D). Por lo tanto, las plantas infectadas con la suspensién de 100 esporas/ml nos
permiten evaluar la enfermedad en sus etapas iniciales en un periodo mas largo con
respecto a las otras suspensiones de esporas, tomando muestras a las 1, 12, 24 y 72 h

post-infeccion,

Después de elegir la concentracién de esporas de B. Cinerea para la infeccién y los
tiempos de muestreo, se evalud fa progresién de la enfermedad registrando el niimero y
longitud de las lesiones necréticas de acuerdo al tiempo post-infeccion en las plantas de

fresa infectadas en el sistema invernadero.

En la Figura 25 se aprecia un incremento de las lesiones necroticas en plantas de fresa
infectadas en el sistema invernadero con respecto al tiempo postinfeccién, También
podemos observar que las primeras lesiones se detectaron hasta las 72 h postinfeccién. A
partir de este tiempo las lesiones comenzaron a incrementar sus dimensiones conforme
pasa el tiempo, lo cual se puede observar en la Figura 26. Por lo tanto, en este sistema se
requiere mas tiempo para observar una evolucidén muy marcada de los sintomas de la
enfermedad. Con este experimentos se lograron infectar las plantas del sistema
invernadero con todas las suspensiones de esporas y se observd que la enfermedad avanza

lentamente.
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(A) 100 esporas/ml  (B) 1000 esporas/ml  (C) 10,000 esporas/ml (D) Control

P

Figura 24. Sintomatologia de las plantas de fresa infectadas con diferentes suspensiones de
esporas a diferentes tiempos en el sistema invernadero. Se emplearon plantas de 108 dias de edad
(n=3). (A) Plantas infectadas con 100 esporas/ml. (B) Plantas infectadas con 1000 esporas/ml. (C)
Plantas infectadas con 10,000 esporas/ml. (D} Planta sana {control). La flecha indica lesiones
necrdticas causadas por el patdgeno.
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Nemero de lesiones

1 12 24 72 96 144 168
Tiempo post-infeccidn (h)

Figura 25. Lesiones necrotica en las plantas de fresa invernadero a diferentes tiempos post-
infeccidon. Se emplearon plantas de 108 dias de edad. (n=3). Se puede observar una diferencia
significativa (*) en el ndmero de las lesiones a las 168 h post-infeccion con respecto a los otros
tiempos postinfeccion. Se aplicé un ANOVA con prueba de LSD. La flecha indica lesiones
necréticas causadas por el patdgeno.

Dridmeetro de foses n (mwe)

! 12 4 72 96 144 168
Tiem po post-infeccisn (b)

Figura 26. Longitud de las lesiones necréticas en plantas de fresa invernadero a diferentes
tiempos postinfeccion. Se emplearon plantas de 108 dias de edad (n=3). Se puede observar una
diferencia significativa (*) de la longitud de las lesiones a las 168 h postinfeccion con respecto a
los otros tiempos postinfeccion. Se aplicé un ANOVA con prueba de LSD.
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De igual manera que en el sistema iz viiro, cuando se realizd el analisis de compuestos
volatiles para detectar a B. Cinerea en plantas infectadas, se obtuvieron 354 compuestos
volatiles distintos, los cuales fueron clasificados, seleccionados y organizados tomando
en cuenta como criterios la calidad, porcentaje relativo de abundancia (superior a 0.2%)
y el uso de los controles (planta sana, suspensidn de esporas y micelio esporulado) de tal
forma que pudimos identificar en las muestras la procedencia de cada compuesto volatil.
Por lo tanto en la Figura 27 se muestra la cantidad total de compuestos volatiles

identificados en cada muestra.

Planta sana

m

PLANTA
INEECTADA
2.82%
Micelio
esporulado
0, /
0.56%
12.5%

Suspension de
esporas

Figura 27. Porcentaje de los compuestos volatiles identificados en los controles del sistema
invernadero (en cada muestra n=3).

Los compuestos volatiles que fueron generados por B. Cinerea y que se identificaron en

las plantas de fresa infectadas en el sistema invernadero se enlistan en la tabla 9. Hay que
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destacar que la mayor parte de los compuestos se detectaron a la 12 y 24h post-infeccidn;
el l-octen-3-0l se presenta en todos los muestreos.

9.2.1. Anilisis de compuestos volatiles de las plantas infectadas.

Como se puede observar en la Tabla 9 todos los compuestos muestran una tendencia a

incrementar su abundancia conforme transcurre el tiempo post-infeccién

Tabla 9. Compuestos volitiles de B. Cinerea identificados en plantas infectadas en el sistema
invernadero (n=3).

COMPUESTO 1H 12H 24 H 48 H REFERENCIA

4-Metil-2-heptanona 17.19 - - Ruzsanyi et al.,
2002 (Antes de
los sintomas).

3-Octanona - - - 0.34 Chitarra et al,,
2004
(Germinacibn).

3-Octanol - 0.31 0.39 2.36 Nilssona et al.,
1996

(Crecimiento).

1-Octen-3-cl 0.38 0.41 0.61 0.23 Chitarra et al.,
2004
(Germinacibn).

Bencenacetaldehido 0.16 0.31 - Kulakiotu et al.,
2004

(Crecimiento).

Derivadoe del acido 4.06 - - - Stinson et al.,
propanoico 2003
{Infecciones
fungicas).

Feniletil alcohol - 0.11 0.39 - Jelen et al., 2003
(Crecimiento).

Derivado del 4cido propanoico (Z-metil, 1-(1,1-dimetiletil)-2-metil-1,3-propanodil ester, 2-metil
dcido propanoico).

Los compuestos volitiles mostrados en la Figura 28 son producto de la interaccién
planta-patdgeno, es decir no se encontraron ni en la planta sana ni en el hongo. Esta
Figura muestra que el mayor nimero y diversidad de compuestos se identificaron a las 1
y 12h postinfeccién, por ejemplo 4-metil-2-pentanol (Franciolis et al., 1999), solo la
tetralona (Alois et al., 1999) se presentd en todos los muestreos, a las 12h se obtuvieron

los compuestos més abundantes como el 3-metil-1-butanol (Stinson et al,, 2003), y el 4-
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hexen-1-ol acetato (Aboud, 2002). Todos estos compuestos son sintetizados por la planta

infectada para defenderse del ataque del patdgenoc.

1.4 7
- 1,27
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g 1,0
E B 3-Mesit-1-bntano !
i i
v 0,8 W £ Mesil-2-peniano !
'g 0,6 O Teiralona
3 By Hexwn-T-olaetao
5 04 -
o
o
0,2
0,0 T L T 1

! 12 24 72
Tiempo post-infeccién (h)

Figura 28. Compuestos volatiles de interaccidon planta-patdgeno en el sistema invernadero. Se
emplearon plantas de 108 dias de edad (n=3).

En la Tabla 10 se muestran los compuestos volatiles comunes entre los dos sistemas: Iz
vitro e invernadero. Este resultado es muy relevante ya que a pesar de las diferencias entre
dichos sistemas, se propone que estos compuestos pueden emplearse como

biomarcadores para detectar infecciones por B. Cinerea.

Tabla 10. Compuestos volatiles como biomarcadores detectados en ambos sistemas (in zifro e
invernadero).

ORIGEN IN VITRO INVERNADERO
B. Cinerea 3-Octanona 3-Octanona
B. Cinerea Derivado del 4cido Derivado del 4cido
Propanoico Propanoico
Interaccion planta-patdgeno 0-Cimeno 0-Cimeno
Interaccion planta-patdgeno o-Xileno o-Xileno
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o-Cimeno: Muller-Ribeu et al,, 1995 (antifungico).
o-Xileno: De Lacy Costello, 1999 (fungicida).

9.3. Analisis molecular.

Los resultados del analisis molecular se muestran en tres partes. Primero se describen los
resultados de la seleccion de los oligos, utilizados para la amplificacidon de B. Cinerea,
después los resultados obtenidos de la curva estindar a partir del DNA del hongo y
finalmente se muestran los resultados de PCR normal y PCR en tiempo real para la

cuantificacién de la biomasa del hongo en la planta.

9.3.1. Amplificacién de DNA B. Cinerez por PCR y PCR en tiempo real con distintos
oligonucledtidos.

En la Tabla 11 se muestran las secuencias de los oligos AFP24 y AFP25 que fueron
descritos en los antecedentes por Brouwer y colaboradores en el 2003 y que se utilizaron
en este estudio. Estos oligos estin dirigidos contra el gen de B-tubulina de hongos.
También puede observarse que este par de oligos amplifican satisfactoriamente a B.
Cinerea por PCR tal y como muestra la Figura 29 donde se obtuvo una banda de

amplificacién de aproximadamente 250 pb en el gel de agarosa.

Tabla 11. Secuencia de los oligos AFP24 y AFP25 para la amplificacion de B. Cinerea (Brouwer et
al., 2003).

Organismo | Oligonucleotidos Secuencia(5’3’}
B. Cinerea AFP24 (F) CCGTCATGTCCGGTGTTACCAC
B. Cinerea AFP25 (R) CGACCGTTACGGAAATCGGAAG

54



< 1500pb
1018pb —p P
506pb  —» «—— 600pb
298pb —>

| <«—— 100pb

Figura 29. Amplificacion de B. Cirerea por PCR con los oligos AFP24 y AFP25. Se utilizd como
muestra el micelio de B. Cinerea. Carriles: (1) MPM 1Kb, (2) producto de PCR de B. Cinerea, (3)
MPM 100 pb. Condiciones de PCR: 1 ciclo a 94 *C 3 min; 30 ciclos a 94 *C 305, a 63* C 30 s,
a7223C 30s 1 ccloa722C 3 min; 1l cicle a 4*C . El método de extraccion de DNA
empleado fue el de Kilmyuk, et al_, 1993.

Debido a que estos oligos originan un fragmento de amplificacion pequefio, se decidid
emplearlos para PCR en tiempo real con SYBER Green como se muestra en la Figura 30.
Sin embargo, también se obtuvo un coeficiente de correlacion bajo (0.811) para la curva
estindar por PCR en tiempo real. Por tal motivo se decidié utilizar los oligos C729+ y
C729- cuya secuencia se indica en la Tabla 12. Estos oligos estdn dirigidos contra una

secuencia intergénica del ADNr,
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Figura 30. Curvas de amplificacion de B. Cirerez por PCR en tiempo real con los oligos AFP24 y
AFP25. Se utilizdé como muestra por duplicado para cada punto de la curva el micelio de B.
Cinerea. Condicicnes de PCR: 40 ciclos a 95 *C 30 s, 63 *C 30 5, 1 ciclo a 4 C . El método de
extraccibn empleado fue el de Kilmyuk, et al., 1993. Intervalo de deteccién de 0.038 ng a 0.448
ng.
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Tabla 12. Secuencia de los oligos C729+ y C729-. Generan un fragmento de 729 pb (Rigotti et
al., 2002).

Organismo | Oligonucledtidos Secuencia(5°3’)
B. Cinerea C729+ (B AGCTCGAGAGAGATCTCTGA
B. Cinerea C729- (R} CTGCAATGTTCTGCGTGGAA

En la Figura 31 se muestra como los oligos C729+ y (C729- amplificaron
satisfactoriamente al hongo originando un banda de aproximadamente 729 pb en el gel

de agarosa.

1500pb —

600ph  —» < 700pb

100pb —»

Figura 31. Amplificacidon de B. Cinerea por PCR con los oligos C729+ y C729-. Como muestra
se utilizod el micelio de B. Cinerea. Carriles: (1) MPM 1Kb, {2} producto de PCR de B. Cinerea.
Condiciones de PCR: 1 ciclo a 94 °C 3 min; 30 ciclos 2 94 *C 305, a 63°*C 30s5,2722C 305 1
ciclo a 72 *C 3 min; 1 ciclo a 4 *C «. El método de extraccion empleado fue el de Kilmyuk, et
al.,, 1993.

Aunque estos oligos son muy grandes para utilizarlos con SYBER Green, se amplificé a
B. Cinerea por PCR en tiempo real como se muestra en la Figura 32, pero el coeficiente
de correlacidén obtenido para la curva estindar por PCR en tiempo real fue bajo (0.840).
Debido a esto disefiamos dos pares de oligos nuevos, basando su disefic en la secuencia
intergénica reportada por Rigotti et al., 2002, donde se aparean los oligos C729+ y C729%-
(Tabla 13 y 14). Esto se indica en la Figura 33.
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Figura 32. Curvas de amplificacion de B. Cinerea por PCR en tiempo real con los oligos C729+ y
C729-. Se utilizb como muestra por duplicado para cada punto de la curva el micelio de B,
Cinerea. Condiciones de PCR: 40 ciclos a 95 *C 30 s, 33 *C 30 s, 1 ciclo a 4 *C . El método de
extraccion empleado fue el de Kilmyuk, et al., 1993. Intervalo de deteccion de 0.887 ng a 2.31 ng.
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Figura 33. Apareamiento de los oligos C729+ y C729, BCN1F y BCN1R, BCN2F y BCN2R en
la secuencia intergénica de B. Cineres reportada por Rigotu et al., 2002.

Tabla 13. Secuencia de los oligos BCN1F y BCN1R. Generan un fragmento de 193 pb.

Organismo | Oligonucledtidos Secuencia(5’3’)
B. Cinerea BCNI1 (F) CCTGGGTTGTTGCTATCCTTTATC
B. Cinerea BCNI1 (R) GGCGTCGTTGGTGAGTGG
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Tabla 14. Secuencia de los oligos BCN2F y BCN2R. Generzan un fragmento de 153 pb.

Organismo Oligonucleotidos Secuencia(5’3")
B. Cinerea BCN2 (F) GCTCACATCGCAATC
B. Cinerea BCN2 (R) GCCAGGTCATCTTCC

Para optimizar las condiciones de amplificaciéon con los 2 pares de oligos disefiados fue
necesario realizar gradientes de temperatura tomando en cuenta la temperatura de

alineamiento sugerida por el fabricante y por el programa de disefio de los oligos

(Beacon Desing AJ422103).

4

1018pb

o 1

154pb

Figura 34. Gradiente de temperatura con oligos BCNIF y BCN1R. Como muestra se utilizé el
micelio de B. Cinerea. Carriles: (1) MPM 1Kb, (2) producto de PCR de B. Cinerea a 53 *C, (3) 54
2C, (4) 554 *C, {5) 57.6 *C, (6) 60.7 *C, (7) 62.9 *C, {8) 64.3 *C, (9) 65 “C.

Condiciones de PCR: 1 ciclo a 94 *C 3 min; 30 ciclos a 94 *C 30 s, a temp 305, a 72 *C 30 s; 1
ciclo a 72 *C 3 min; 1 cicle a 4 *C <.

El método de extracciéon empleado fue el de Chow y Kafer, 1993.
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Figura 35. Gradiente de temperatura para oligos BCN1F y BCN1R Como muestra se utilizd el
micelio de B. Cinerea. Carriles: {1) MPM 1Kb, {2} producto de PCR de B. Cinerea a 75 *C, (3)
74.5 *C, (4) 73.3 3C, (5) 71.4 2C, {6) 68.9 *C, {7} 67.1 2C, (8) 65.8 *C, {9) 65 *C. Condiciones de
PCR: 1 ciclo a 94 *C 3 min; 30 ciclos 2 94 *C 30 s, a temp 305,272°%C 305 1 cicloa 723C 3
min; 1 ciclo a 4 *C . El método de extraccion empleado fue el de Chow y Kafer, 1993.

En las Figuras 34 y 35 se muestran los resultados obtenidos de los gradientes de
temperatura para los oligos BCNIF y BCNIR. Por lo tanto, la temperatura de
alineamiento seleccionada para estos oligos fue la de 65 *C, ya que con esta temperatura se

obtiene una banda definida y porque esta temperatura se encuentra muy cercana a la sugerida

por el fabricante y el programa de disefio de los oligos.

Como se muestra en la Figura 36 el coeficiente de correlacién obtenido para la curva
estandar fue bajo (0.860), aiin cuando se estandarizaron las condiciones de reaccion de la
PCR en tiempo real. Por lo tanto, se utilizaron los oligos BCN2EF y BCN2R con ¢l fin
de obtener un coeficiente de correlacién adecuado que nos proporcionara la confianza

requerida para cuantificar la carga fingica de B. Cinerea.
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Figura 36. Curvas de amplificacién de B. Cinerea con oligos BCN1 por PCR en tiempo real. Se
empleo como muestra el micelio de B. Cinerea y por duplicado para cada punto de la curva.
Condiciones de PCR: 40 ciclos a 95 2C 30 s, 65 2C 30 s, 1 cicle a 4 2C oc, El método de
extraccién empleado fue el de Kilmyuk, et al., 1993, Intervalo de deteccién de 0.0001 ng a 0.1 ng.

En la Figura 37 se muestra un gradiente de temperatura para los oligos BCNZF y
BCN2R. De acuerdo a la reaccibn de PCR se selecciondé como temperatura de
alineamiento a 58 *C, ya que generd la banda mas definida y se encuentra muy cercana a

la temperatura sugerida por el fabricante y por el programa de disefio.

1018p —

506pb—»>

298ph>
- 193pb

Figura 37. Gradiente de temperatura con oligos BCN2F y BN2R. Como muestra se empleo
micelio de B. Cinerea. Carriles: (1) MPM 1Kb, {2} producto de PCR de B. Cinerea a 4% ¢
49.9 *C, (4) 51.4 *C, (5) 53.4 *C, (6) 56.7 *C, (7} 58.9 *C, (8) 60.3 *C, (%) 61 “C.
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Condiciones de PCR: 1 ciclo a 94 *C 3 min; 30 ciclos a 94 *C 30 5, a temp 305,24 72*C 30 5; 1
ciclo a 72 *C 3 min; 1 ciclo 2 4 *C 2. El método de extraccion empleado fue el de Chow y
Kafer, 1993.

Al utilizar a los oligos BCN2F y BCN2R para amplificar a B. Cénerea con el método de

PCR en tiempo real, se obtuvo un coeficiente de correlacién muy satisfactorio para la

curva estdndar como se puede observar en la Figura 38.

L)
=

; -2

Ll
oo
e = ]

\

2 -l 0 ! Z
Lo Starting Quantity, nanagrams

Threshal
oo -0 oo
—_r0 e

Figura 38. Curvas de amplificacién con oligos BCN2F y BCN2R por PCR en tiempo real. Se
utilizaron muestras por duplicado para cada punto de la curva y se empleo como muestra el
micelio de B, Cinerea. Condiciones de PCR: 40 ciclos 2 95 *C 30 s, 58 2C 30 s, 1 ciclo a 4 *C .
El método de extraccion empleado fue el de Chow y Kafer, 1993. Intervalo de deteccién de 0.032
ng a 20 ng.

Se realizd otro PCR en tiempo real para B. Cinerea para asegurar que los oligos BCNZF y
BCN2R realmente amplificaran al patdgeno como lo muestra la Figura 39, ademas se
realizd el anilisis de disociacidén o melting, que esta indicado en la Figura 40 y de
acuerdo a estos resultados, dichos oligos no generan dimeros de amplificacidon ni

productos inespecificos.

Log Starting Quantity, nanograms
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Figura 39. Curvas de amplificacién con oligos BCN2F y BCN2R por PCR en tiempo real
Como muestra se utilizd el micelio de B. Cinerea. y por duplicado para cada punto de la curva.
Condiciones de PCR: 40 ciclos a 95 *C 305, 58 2C 30 s, 1 ciclo a 4 *C <,

El método de extraccidon empleado fue el de Chow y Kafer, 1993.

Intervalo de deteccion de 0.035 ng a 4 ng.
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Figura 40. Curva de disociacion con oligos BCN2F y BCN2R para amplificados de B. Cinerea. La
linea roja indica la temperatura en la cual se disocian los productos de amplificacion. Las
muestras se colocaron por duplicado. Condiciones de PCR: 1 ciclos a 95 *C 1 min, 2 cicle a 51
*C 1 min, 45 ciclos a 51 *C 10 s. El método de extraccidn empleado fue el de Chow y Kafer,
1993; el de Doyle y Doyle, 1990.

En la Tabla 15 se muestran los coeficientes de correlacion obtenidos en la curva estindar
para PCR en tiempo real al utilizar los distintos pares de oligos, ademds también
mostramos el intervalo de deteccion. De acuerdo a todas las pruebas de amplificacion
realizadas con los distintos pares de oligos se llegd a la conclusién de que al emplear los
oligos BCN2F y BCN2R se obtienen los mejores resultados para ¢l andlisis de PCR en

tiempo real en nuestras condiciones.

Tabla 15. Resumen de los resultados obtenidos por PCR en tiempo real.

OLIGOS CORRELACION | INTERVALO REFERENCIA
(%) DE
DETECCION
AFP24 y AFP25 0.811 0.03%9 2 0418 ng | Brouwer et al,,
2003.
C729+y C729- 0.840 0.882 a 2.31 ng | Rigotti et al., 2002.
BCNIF y BCNI1R 0.860 0.120 a 0.59 ng | Creados para este
estudio.
BCN2F y BCNZR 0.992 0.032 a 20 ng Creados para este
estudio.
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3.2 Amplificacién por PCR y PCR en tiempo real de distintas combinaciones de
DNA de B. Cinerea combinado con DNA de fresa cv Aromas.

En los experimentos anteriores solo se emplearon muestras del hongo B. Cirerea, pero
debido a que la finalidad es cuantificar al patbgeno presente en plantas infectadas, se
realizaron pruebas de PCR y PCR en tiempo real adicionando DNA de la fresa a la
muestra de DNA de hongo en distintas proporciones en cuanto a peso de micelio y
hoja. El protocolo para extraer DNA del hongo (Chow y Kifer, 1993) que fue usado
difiere del protocolo empleado para obtener DNA de plantas (Doyle y Doyle, 1990).

De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 41 se observa que el DNA de la
planta no afecta el proceso de amplificacién de B. Cinerea por medio de PCR, sin
embargo la proporcién més baja de estas combinaciones de DNA no se observo en el gel
de azarosa tefido con bromuro de etidio. Esto puede deberse a la baja cantidad de

amplificado del hongo y al limite de deteccion de la PCR.

L B I | a @
1018pb —»
506pb —>
298pb—> == 193pb

Figura 41. Amplificaciébn con oligos BCN2F y BCN2R por PCR combinando el DNA de B.
Cinerea con el DNA de la fresa. Carriles: {1} MPM 1Kb, (2} 0% hongo y 100% planta , (3) 20%
hongo y 80% planta, (4} 40% hongo y 60% planta, (5) 80% hongo vy 20% planta, (6) 60% hongo
y 40% planta, (7) 100% hongo y 0% planta. Condiciones de PCR: 1 ciclo a 94 *C 3 min; 30
ciclos a 94 *C 305s,a 58*C 305, a722C 305s; 1 ciclo 2 72 *C 3 min; 1 ciclo a 4 *C <. El método
de extraccion empleado fue el de Chow y Kafer, 1993, el de Doyle y Doyle, 1990.
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El siguiente paso fue realizar el PCR en tiempo real con las mismas proporciones de

DNA v los resultados se muestran en la Figura 42.
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Figura 42. Amplificacion con oligos BCN2F y BCN2ZR por PCR en tiempo real combinando el
DNA de B. Cinerea con el DNA de la fresa Se utilizaron muestras por duplicado para cada punto
de la curva. Condiciones de PCR: 40 ciclos a 95 *C 30 s, 58 2C 30 s, 1 ciclo a 4 *C . El método
de extraccidn empleado fue el de Chow vy Kafer, 1993; el de Doyle y Doyle, 1990. Intervalo de
deteccion de 0.032 ng a 20 ng.

Para realizar ensayos con el PCR en tiempo real se realizaron extracciones de DNA de
muestras que contenia distintas combinaciones, partiendo de 20 ng como 100% v todas
las combinaciones suman 20 ng; posteriormente estas muestras se utilizaron para realizar
su amplificacién. Todos los resultados de este proceso de amplificacidn se muestran en
la Tabla 16, en ella se indican la cantidad de muestra colocada inicialmente, el ciclo
umbral obtenido y la cantidad de DNA inicial detectada por el equipo de PCR en
tiempo real. De tal manera que se logrd detectar y cuantificar a B. Cinerea hasta la

propoicion de 40% hongo con 60% de planta.

Tabla 16. Resultados obtenidos por PCR en tiempo real con los oligos BCN2F y BCN2R en
muestras donde se combina el DNA de B. Cinerea con el DNA de la fresa.
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CANTIDAD DE DNA | CICLO UMBRAL CANTIDAD DE DNA

COLOCADA POR (CT) REPORTADA POR
MUESTRA ICYCLER (NG)

100%{20 ng} de hongo 17.6 8.49
100%{20 ng} de hongo 17.6 8.55

80%(16 ng) de hongo + 18.4 4.89
20%(4 ng) de planta

80%(16 ng) de hongo + 19.3 2.58
20%(4 ng) de planta

60%(12 ng) de hongo + 19.1 3.15
40%(8 ng) de planta

60%(12 ng) de hongo + 18.9 3.55
40%(8 ng) de planta

40%(8 ng) de hongo + 23.6 1.37E-1
60%(12 ng) de planta

40%(8 ng) de hongo + 35.5 3.5E-5
60%(12 ng) de planta

20%(4 ng) de hongo + NA -
80%(16 ng) de planta

20%(4 ng) de hongo + NA -
80%(16 ng) de planta

100%{20 ng) de planta NA -
100%{20 ng) de planta NA -

9.3.3. Amplificaciones por PCR de muestras que contienen distintas combinaciones de
micelio de B. Cinerea y tejido de fresa cv Aromas.

Posteriormente se realizaron experimentos para amplificar a B. Cinerea por PCR
utilizando muestras donde se combina micelio del hongo con hoja de fresa. De tal
forma que se probaron diversos métodos de extraccidén de DNA. Esto se efectud con la
finalidad de aplicarlo a muestras de fresa infectada con B. Cinerez v si se obtenian
resultados satisfactortos con el PCR, el siguiente paso seria la cuantificacién del

patogeno en esas muestras utilizando el PCR en tiempo real.
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Figura 43. Amplificacién de B. Cinerea con oligos BCN2F y BCN2R por PCR en muestras de
micelia del hongo con tejido de fresa. Carriles: (1) MPM 1Kb, (2) 100% hongo, (3) 100% hongo,
(4) 20% hongo v 80% planta, (5} 20% hongo y 80% planta, (6} 20% hongo y 80% planta, (7)
20% hongo y 80% planta. Condiciones de PCR: 1 ciclo a 94 *C 3 min; 30 ciclos 2 94 *C 30, a
58 *C 30s,a72%C 305s; 1ciclo a 72 *C 3 min; 1 cicle a 4 2C . Se utilizaron los métodos de
extraccidbn de DNA del kit REALPURE incubando con liticasa 1 h a 30 *C y con el protocolo de
Doyle y Doyle, 1990.

Por ejemplo en la Figura 43 se realizdé un PCR con muestras que tenian una proporcién
de 20% hongo y 80% planta, estos resultados nos indicaron que el proceso de
amplificacién se vid afectado por la presencia del tejido de la planta, es decir existe
interferencia que nos impide detectar claramente a B. Cinerea, por lo tanto es necesario

optimizar el método de extraccién de DNA para este tipo de muestras.
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10. DISCUSION.

Como se mostrd en los resultados, los sintomas de la enfermedad de las plantas de fresa
infectadas en el sistema iz witro se presentaron en poco tiempo y de acuerdo a la
cantidad de esporas con la cual se realizd la infeccidn, ademis esto se vio favorecido por
el gran contenido de humedad dentro del frasco de vidrio. De acuerdo a la tendencia del
incremento en el nimero de lesiones en las hojas de las plantas infectadas y de la
longitud de estas lesiones se pudo apreciar un deterioro cada vez mayor en el estado de
la planta conforme transcurri6 el tiempo post-infeccion, esto indicd que la enfermedad

fue evolucionando.

Después de identificar cada compuesto volatil generado por los controles (frasco solo,
frasco con medio agar-agua, planta sana, micelio esporulado y suspensidén de esporas) v
por la planta infectada en el sistema iz witre fue posible realizar la bisqueda de los
biomarcadores quimicos (compuestos volatiles generados por el hongo en la planta
infectada y volétiles producto de la interacciébn planta-patégenc. Es importante hacer
notar que solo algunos y no todos los compuestos volatiles detectados en micelio
esporulado y en suspensién de esporas se pudieron detectar en la planta de fresa
infectada, esto se podria deber a que la fuente de nutrientes para el hongo son distintas,
en el caso del micelio esporulado el hongo crece y se desarrolla en medio PDA, las
esporas se encuentran suspendidas en agua en el caso de la suspension de esporas y en la
planta infectada el hongo tiene que obtener nutrientes de su hospedero. Sin embargo a
pesar de este resultado en las Figuras 27 y 28 se logrd obtener compuestos en comiin en

los diferentes sistemas.

En las plantas de fresa infectadas en el sistema 7z vitro solo se pudieron detectar cuatro
compuestos volatiles generados por B. Cinerea, dichos compuestos fueron 4-heptanona, 3-
octanona, Z-octenal (E) y 2-Metil, 141,1-dimetiletil}2-metil-1,3-propanodil ester, 2-metil
4cido propanoico. El compuesto 3-octanona probablemente no se detectd a las 12 y 24h
post-infeccidon debido a la accién de los metabolitos secundarios de la planta producto
de la interaccion planta-patogeno o debido a que estos compuestos se encuentran en
cantidades traza de tal forma que la fibra del SPME no los absorba. Estos compuestos

volatiles generados por B. Crnerez en la fresa i witro son compuestos de ataque, los cuales
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forman parte de una gran variedad de mecanismos de patogenicidad, ademis de

favorecer el crecimiento y desarrollo del pat6geno.

En el caso de los compuestos volitiles generados por la planta en respuesta a la
interaccién planta-patdgeno, podemos observar que estos compuestos siguen una
tendencia a incrementarse conforme pasa el tiempo, lo cual sugiere que inicialmente la
planta reconoce a su agresor y posteriormente trata de eliminarlo con estos metabolitos,
por lo tanto son compuestos muy importantes para la defensa de la planta. El
compuesto mirtenal es un compuesto de aparicidn temprana, el 2-etil-1,3-dimetil
benceno es un compuesto de aparicién intermedia, el 1-etil-2,3-dimetil benceno y el

preniteno son compuestos de aparicién tardia durante el proceso de infeccton.

En la Figura 44 se muestra un modelo basado en los resultados obtenidos por GCG-MS en
las plantas infectadas con B. Cinerez en el sistema iz wiiro. Cuando las esporas son
asperjadas sobre la planta a la 1 h post-infeccidén, el hongo genera compuestos volatiles
que facilitan su fijacién al hospedero y su germinacién, sin embargo la planta genera un
compuesto de alerta como el mirtenal. Durante las 12 y 24 h postinfeccioén la planta
sigue produciendo compuestos de defensa con propiedades antifiingicas, pero a las 48 h
el hongo ya ha invadido al hospedero y ha causado lesiones necréticas. Por lo tanto estos
datos nos indican que el hongo al inicio de la infeccidbn genera una buena cantidad de
compuestos volatiles de atague para lograr su colonizacidn pero la planta responde
generando compuestos de defensa contra el patdgeno que se van incrementado conforme
transcurre el tiempo post-infeccién. De acuerdo a lo anterior, los compuestos volatiles
generados por el patdgeno y aquellos que son producto de la interaccién planta-patégeno
{compuestos de defensa de la planta) nos indican que B. Cinerea se encuentra en plantas
de fresa in wviiro en etapas iniciales de la infeccidn vy que [a planta se defiende con sus
metabolitos secundarios. Por lo tanto dichos compuestos pueden ser empleados como
biomarcadores de la presencia B. Cinerea durante la interaccidbn Fragaria x ananassa-B.

Cinerea.
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Figura 44. Modelo en el cual se muestran los compuestos volatiles identificados a los distintos
tiempos postinfeccion en las plantas de fresa infectadas por B. Cinerea en sistema in wvitro
durante el desarrollo de la infecci6n. Los compuestos en color azul son originados por el hongo
en la planta infectada. Los compuestos en color negro se producen por la interaccién planta-

patGgeno en la planta infectada
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En el sistema invernadero la aparicién de los sintomas de la enfermedad también
dependi6 de la cantidad de esporas con la cual se infecté a la planta de fresa, sin
embargo estos sintomas tardaron mds tiempo en aparecer que en el caso del sistema iz
vitro. Esto se probablemente se debid a que la planta de invernadero tiene una madurez
mayor vy sus mecamismos de defensa mas desarrollados. De tal forma que solo se
pudieron apreciar lesiones necrdticas que se fueron deteriorando conforme trascurrié el
tiempo post-infeccidn, lo cual nos indicd que la enfermedad fue avanzando. Las plantas
de fresa infectadas en este sistema se mantuvieron en condiciones himedas para

favorecer la aparicidén de sintomas de la enfermedad.

En las plantas del sistema invernadero se encontrd al l-octen-3-ol el cual se presentd en
todos los tiempos. Este compuesto es referido en la literatura como el aroma de los
hongos, también en plantas infectadas se detectaron compuestos volatiles generados por
las esporas como el 4metil-2-heptanona (el compuesto volatil de B. Cinerea mas
abundante detectado en este sistema) y el feniletil alcohol. El compuesto 3-octanol se
identificd en todos los muestreos excepto a lh postinfeccién y se va incrementado
conforme pasa el tiempo. Estos compuestos permiten al hongo favorecer la germinacidon
y el crecimiento en algunos medios de cultivo y en el hospedero. Esto quiere decir que
son compuestos que continuamente son generados por B. Cinerea como uno de tantos

factores de patogenicidad para contrarrestar los mecanismos de defensa de la planta.

Los compuestos volatiles producto de la interaccién planta-patdgeno y que identificamos
en este estudio tienen propiedades de defensa y dentro de las primeras horas post-
infeccién son generados para contrarrestar al patdgeno, lo cual se ve reflejado por la
lenta progresidon de la enfermedad, es decir, aunque se presentan lesiones necréticas en
las hojas de fresa no se llegan a visualizar otros sintomas como cuerpos fructiferos o
micelio de B. Cinerea. Los compuestos 3-metil-1-butanol 4-metil-2-pentanol y 4-hexen-1-0l-
acetato son volatiles de aparicidon temprana y la tetralona es un compuesto sintetizado de

forma inducible mientras el patdgeno se encuentre presente en la planta infectada.
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En la Figura 45 se muestra un modelo basado en los resultados obtenidos por GC-MS en
las plantas infectadas con B. Crnerez en el sistema invernadero. A la 1 h después de la
aspersidbn de 100 esporas/ml la planta de fresa genera compuestos volatiles como
respuesta a la invasidn, por su parte B. Cinerea produce metabolitos claves para la
germinacion de sus esporas. A las 12h postinfeccion los compuestos generados por la
planta incrementan sus niveles y B. Cinerea genera compuestos como el 3-octanol,
bencenacetaldehido y el feniletil alcohol, los cuales no se encontraron a la 1 h post-
infeccién, hasta aqui todavia no se observan lesiones necréticas. A las 24 h post-infeccién
B. Cinerea sigue produciendo los mismos compuestos volatiles que generd a las 12 h
post-infeccidon, pero la planta ha cedido a la infeccién ya que solo genera la tetralona
como respuesta. De acuerdo a lo anterior se propone que el hongo ya germind y penetrd
en su hospedero. Sin embargo a las 72 h postinfeccibn ya se observan lesiones
necréticas, lo cual indica que B. Cinerea ya se encuentra en fase de crecimiento, ademas
en este tiempo de muestreo se detectd a la 3-octanona que no se habia detectado en los
tiempos de muestreo anteriores. Por lo tanto, los compuestos volatiles generados por el
patdgeno y aquellos que son producto de la interaccidén planta-patégeno (compuestos de
defensa de la planta) nos indican que B. Cinerea se encuentra en plantas de fresa de
invernadero en etapas iniciales de la infeccibn y que la planta se defiende con sus
metabolitos secundarios. Por lo tanto dichos compuestos pueden ser empleados como
biomarcadores de la presencia B. Cinerea durante la interaccion Fragaria x ananassa-B.

Cinerea.
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Figura 45. Modelo en el cual se muestran los compuestos volatiles identificades a los distintos
tiempos postinfeccién en las plantas de fresa infectadas por B. Cinerear en sistema invernadero
durante el desarrollo de la infeccién. Los compuestos en color azul son originades por el hongo

en la planta infectada. Los compuestos en color negro se producen por la interaccién planta-
patdgeno en la planta infectada
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Finalmente, cabe resaltar que aunque la finalidad de este estudio era identificar un
biomarcador quimico que indicara la presencia del patdgeno en las plantas, lo que
nosotros observamos fue que en realidad es un perfil de compuestos lo que podria
indicar la presencia del hongo en la planta como si fuera un cédigo de barras donde no

solo la presencia del compuesto es importante sino también la abundancia del mismo.

Debido a que las plantas de fresa en nuestro pais se generan a partir de la
micropropagacion de plantas importadas, estas plantas aunque estin certificadas
pudieran estar infectadas con B. Cinerea v para detectar a este patdgeno puede buscarse el
perfil de compuestos volatiles que se identificaron en el sistema iz wvitro. En cambio
aquellos compuestos que nosotros identificamos en el sistema invernadero pueden

buscarse en plantas de campo para detectar infecciones por B. Cinerea.

En la parte de andlisis molecular por medio de la PCR se confirma la capacidad de los
oligos AFP24 y AFP25, C729+ y C729- para amplificar el DNA de B. Cinerea, a su vez
para este estudio se disefiaron y probaron los oligos BCNIF y BCN2R, BCNZF y
BCN2R. Después de realizar ensayos con los dos pares de oligos disefiados, se eligieron a
los oligos BCN2 porque resultaron ser buenos para amplificar al hongo B. Cinerea, estos
oligos no originan dimeros de amplificacién, lo cual se corrobord con la curva de

disociacién o andlisis de melting.

Debido a que el método de PCR en tiempo real es una metodologia reciente, fue
necesario estandarizar su funcionamiento y obtener una curva estindar para la

cuantificacion del patbgeno.

Por lo tanto, después de diversos ensayos se obtuvo una curva estindar con un intervalo
de deteccion que va de 0.032 ng a 20 ng de DNA empleando los oligos BCN2. También
se establecieron las condiciones de amplificacién para el método de PCR en tiempo real

(ciclos, temperatura, tiempos).
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Se tuvieron que realizar diversos ensayos con PCR y PCR en tiempo real con muestras
que simulan a una planta infectada para realizar la cuantificacidon del patdgeno, sin
embargo durante los procesos de extraccién de DNA se presentaron problemas para
obtener resultados satisfactorios con este tipo de muestra y en caso del proceso de
amplificacién también se presentaron dificultades. Por lo tanto por medio de Ia PCR en
tiempo real se logrd detectar a B. Cinerea en una proporcion de biomasa 60% planta y

40% hongo empleando los oligos BCN2.

Con los resultados de compuestos volatiles generados en este estudio se generaron una

serie de Interrogantes que seria interesante investigar Como:

» (Habra diferencias en el perfil de compuestos volatiles de otros cultivares de
fresa?

> :Se podran establecer diferencias entre varias especies de Botrytis que infectan a la
fresa en base al perfil de compuestos volatiles?

> ¢Se obtendrian buenos resultados al aplicar el estudio de compuestos volatiles a
muestras de fresas infectadas en campo?

> ¢Seria posible distinguir entre diversas cepas de B. Cinerea, diversas especies de
Botrytis y otros fitopatdgenos al evaluar la capacidad de amplificacién de los
oligos BCN2?

» ¢La cuantificacién de B. Cinerea en plantas infectadas por medio de PCR en
tiempo real con los oligos BCN2 nos indicaria el grado de infeccibn en la

planta?

11. CONCLUSION.

Se identifico un perfil de compuestos volatiles (3-octanona, derivado del 4cido
propanoico, ocimeno y o-xileno) como marcadores quimicos que son capaces de detectar
a B. Cinerea en fases tempranas de infecciébn y un par de oligos como marcadores

moleculares (BCN1 y BCN2) capaces de detectar concentraciones de DNA de 32 pg.
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