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RESUMEN

El péptido PaDef de aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia)
esta clasificado dentro de la familia de las defensinas de plantas tipo 1, ya que
presenta un péptido sefial de 31 aminoécidos y un dominio defensina formado por
47 aminoacidos. Este péptido tiene efecto contra bacterias Gram positivas y
negativas y presenta efecto antifingico contra algunas especies de Candida sp. las
cuales son patégenos en humanos. Otra caracteristica de las defensinas de plantas
es su expresion constitutiva e inducible en respuesta a estrés. Ambos tipos de
expresion favorecen el desarrollo de la planta ya que la protegen del ataque de
patdgenos, asi como de diversos factores bidticos y abioticos. Ademas, se tienen
reportes en los que las defensinas presentan efecto antifingico contra cepas
fitopatdgenas, asi como de su intervencién en el desarrollo de tejidos de plantas lo
cual hace de interés conocer su funcion en la planta. En este trabajo se realiz6 el
analisis de la expresion de la defensina PaDef por ensayos tipo Western blot y PCR
semicuantitativo, encontrando que el péptido se expresa de manera constitutiva
durante el desarrollo y maduracion del fruto, en tejidos como semilla, pulpa y
cascara de P. americana var. drymifolia. La expresion también se observé en los
tejidos como raiz, tallo, hoja y flor de esta variedad de aguacate. Ademas, se
encontrd expresion del péptido en frutos de aguacate del cultivar Hass y de la
variedad americana en madurez de consumo. La induccion de PaDef también fue
analizada por dos tipos de estrés, por infeccién con Colletotrichum gloeosporioides
y por dafio por herida, encontrandose que la expresion de la defensina PaDef no se
induce en respuesta a ninguno de estos tipos de estrés en pulpa tanto de aguacate

nativo mexicano como del cv. Hass.

Palabras clave: Aguacate, Colletotrichum gloesporioides, Herida, Péptidos Antimicrobianos.



ABSTRACT

The PaDef peptide from Mexican native avocado (Persea americana var. drymifolia)
is classified within the defensins of plants family type 1, since it has a signal peptide
of 31 amino acids and a defensin domain formed by 47 amino acids. It is known that
this peptide has effect against Gram positive and negative bacteria and has an
antifungal effect against some species of Candida sp. which are pathogenic in
humans. Another characteristic of plant defensins is their constitutive and inducible
expression in response to stress. Both types of expression favor the development of
the plant since they protect it of the attack of pathogens, as well as various biotic
and abiotic factors. In addition, there are reports in which defensins have antifungal
effect against phytopathogenic strains, as well as its role in the development of plant
tissues, which makes it interesting to know their function in the plant. In this work,
the expression of PaDef defensin was performed by Western blot assays and
semiquantitative PCR. It was found that the peptide is constitutively expressed
during the development, ripening and in tissues such as seed, pulp and peel of P.
americana var. drymifolia. Expression was also observed in tissues such as root,
stem, leaf and flower of this variety of avocado. In addition, the peptide expression
was found in fruits of avocado cultivar Hass and the american variety at eating stage.
Induction of PaDef was also analyzed by two types of stress, infection with
Colletotrichum gloeosporioides and wounding, founding that the defensin PaDef
expression was not induced in response to any of these kinds of stress in pulp of

Mexican native avocado and the cultivar Hass.

Palabras clave: Antimicrobial peptides, Avocado, Colletotrichum gloesporioides, Woundig.



1. INTRODUCCION

Las plantas han desarrollado mecanismos de defensa altamente especializados
contra el ataque de patdégenos, insectos y algunos tipos de estrés como son las
heridas, sequia, salinidad, entre otros. Estos mecanismos de defensa se agrupan
en dos grandes grupos, la defensa constitutiva y la defensa inducible. En la primera
estan involucradas las barreras estructurales y quimicas preexistentes, como la
pared celular, la cuticula, los estomas y los metabolitos secundarios como las
fitoalexinas de diferente naturaleza quimica y otros como los &cidos fendlicos,

polifenoles y los terpenoides, entre otros (Agrios, 2005).

La defensa inducible se origina cuando la planta percibe la presencia de un
patdgeno, que desencadena mecanismos moleculares que se dividen
principalmente en los de inmunidad activada por PAMP’s (Patrones Moleculares
Asociados a Patdgenos), mediante receptores que reconocen estos patrones
(PRRs, del inglés: Pattern Recognition Receptors) y que se encuentran en la
superficie de las células vegetales, denominada inmunidad activada por patrones o
PTI (Pattern Trigger Immunity). Sin embargo, hay patégenos que producen
efectores que inhiben la PTI, los cuales son reconocidos por las plantas mediante
receptores adicionales, proteina NB-LRR (del inglés: Nucleotidebinding Leucine-
Rich Repeat), que desencadenan respuestas efectoras contra éstos, que
constituyen la segunda forma de actuacién de la inmunidad innata y se denomina
ETI (del inglés: Effector Trigger Immunity), antiguamente denominada como
resistencia gen por gen (Jones y Dangl 2006; Boller y He 2009).

Estos mecanismos llevan en muchos de los casos a la generacién de una respuesta
de muerte celular programada en los sitios de infeccién, denominada respuesta
hipersensible (HR), la que es localizada y restringe el crecimiento y la diseminacién
del patégeno. La ETI como segundo frente de defensa, es capaz de percibir los
efectores que inhiben la PTI a través de receptores adicionales (Cullis 2004; Boller
y He 2009; Postel y Kemmerling 2009; Zipfel 2009).

Las plantas cuando detectan a los patdgenos a través de la percepcion de los

PAMPs mediante sus PRRs situados en la superficie celular, se inducen respuestas
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intracelulares asociadas a la PTI que incluyen una rapida difusién de iones a través
de la membrana plasmaética, la activacion de la cascada de proteinas MAPK (del
inglés: Mitogen-Activated Protein Kinase), la produccion de especies reactivas del
oxigeno, rapidos cambios en la expresion de genes y un reforzamiento de la pared
celular (He et al. 2007; Zipfel 2008).

Los PAMP’s son definidos como epitopes invariantes dentro de moléculas
conservadas, indispensables para los microorganismos patdégenos, ausentes en
plantas y reconocidos por un gran nimero de hospedantes potenciales. Los PAMP’s
son de diversa naturaleza (péptidos, lectinas, glicanos, quitina, lipopolisacaridos,
peptidoglicanos, oligosacéridos, y han sido identificados en bacterias, hongos y
oomicetos) y son reconocidos por los PRRs, los que tienen gran afinidad y
especificidad, capaces de reconocer un PAMP especifico a concentraciones por
debajo de los nanomoles (Schwessinger y Zipfel, 2008; Boller y He 2009).

Ademas, entre los mecanismos de defensa de las plantas, se conocen diversas
moléculas de sefalizacién relacionadas con la induccién de los genes relacionados
con la defensa, entre las que se encuentran el etileno, acido salicilico (AS), metil
jasmonato (MeJA), acido abscisico (ABA) y peréxido de hidrogeno (H202) (Hong y
Hwang 2002; Lee et al., 2001; Penninckx et al., 1996). El MeJA ha mostrado un rol
crucial en la activacion de la induccién de genes relacionados con la defensa en
respuesta a herida y patégenos y el ABA interviene en la maduracion de la semilla,
su germinacion y la adaptacion al estrés abiético, ademas de la induccion de genes
relacionados con la defensa en respuesta a herida (Grant y Loake 2000; Guan et
al., 2000; Lamb y Dixon 1997; Orozco-Cardenas y Ryan 1999: Orozco-Cardenas et
al., 2001). La acumulacion de H202 es observada en hojas en respuesta a
patdgenos, herida y estrés osmotico, ademas segun lo descrito por Orozco-
Cardenas et al., (2001) es un segundo mensajero para la induccion de genes
relacionados con la defensa. Mientras que el benzotiazol (BTH) y el acido -amino-
n-butirico (BABA) son elicitores abibticos de la respuesta de defensa de las plantas
(Gorlach et al., 1996; Sunwoo et al., 1996).



Entre los genes relacionados con la defensa se encuentran las proteinas
relacionadas con patogénesis (PRP o Proteinas PR) entre las cuales se encuentran
los péptidos antimicrobianos (PAMs’) ricos en cisteina, los que ademas de inducirse
(durante la respuesta inmune), pueden ser constitutivos durante el desarrollo de la
planta y el fruto, y se clasifican en 12 familias. Estos péptidos pueden ser
clasificados de acuerdo con su conformacion estructural y la ubicacién de sus

puentes disulfuro (de Souza et al. 2011).

Las defensinas y las tioninas constituyen uno de los tipos de PAM'’s mas estudiados
en plantas y pueden ser inducidas por moléculas o efectores propias de patégenos.
En los dltimos afios se han identificado defensinas en diversas especies vegetales,
las que se relacionan con la defensa inmune vegetal (Lay et al. 2012). Este tipo de
PAM’'s han mostrado una diversa actividad biolégica, con importancia como
compuestos antibacterianos, antifingicos, citotoxicos y efectores en el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Lay et al. 2012; Picart et al. 2012; Seo et al. 2014;
Dracatos et al. 2016; Lacerda et al. 2016).

Las defensinas de plantas presentan expresion constitutiva e inducible en respuesta
a la infeccion por patégenos, dafios por herida y a estrés abiético. Se ha mostrado
gue algunas de ellas se expresan durante el desarrollo de la planta (raices, tallos,
hojas y frutos) o durante procesos de infeccién. En frutos de aguacate nativo
mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia), recientemente se identifico la
defensina PaDef, que presenta tanto actividad antibacteriana como antifingica
(Guzméan-Rodriguez et al. 2013; Meng et al. 2017) pero se desconoce su funcion y
el patron de expresion en la planta. En la presente investigacion se estudian los
mecanismos de expresion de esta defensina (PaDef) en plantas y frutos de Persea
americana, asi como su expresion durante la respuesta a Colletotrichum

gloeosporioides y dafio por herida.



2. MARCO TEORICO
2.1 Péptidos antimicrobianos

Los organismos cuentan con la capacidad de sintetizar moléculas de defensa para
mejorar su supervivencia, entre algunas de estas moléculas se encuentran los
péptidos antimicrobianos (PAMs), que pueden o no ser sintetizados en el ribosoma
por lo cual se clasifican en NRAMPs y RAMPSs, por sus siglas en ingles “Non-
Ribosomally Synthesized Peptide” (Péptidos no sintetizados en el ribosoma) y
“‘Ribosomally synthesized peptides” (péptidos sintetizados en el ribosoma)
(Papagianni 2003). La sintesis de los NRAMPs es catalizada en el citosol de
bacterias y hongos, y entre estos péptidos se encuentran la polimixina B, la
bacitracina y la vancomicina, mientras que los RAMPs son sintetizados en los

ribosomas de las células eucariotas (Griinewald y Marahiel 2006).

Se conoce un gran numero de PAMs que se expresan en diversos organismos ya
gue estos compuestos cuentan con diversas funciones, entre las cuales destacan
su actividad antibacteriana, antifiUngica, antiviral, antiparasitica, antineoplasica,
citotéxica e inmunomoduladores, ademas de la inhibicibn enzimatica (Andreu y
Rivas, 1998).

Los PAMs se caracterizan por ser moléculas anfipaticas mayoritariamente
catidnicas las cuales presentan entre 12 y 100 aminoacidos (Zasloff 2002), por lo
que su peso molecular oscila entre 2 y 10 kDa; ademas presenta 4, 6, 8 0 12
cisteinas conservadas, las cuales le proporcionan estabilidad estructural al péptido,
asi como, también se le atribuye el favorecimiento de las funciones biologicas del
mismo. Los PAMs presentan estructuras variadas, las cuales dependeran de los
aminoacidos presentes en su estructura, se pueden encontrar a- hélices anfipaticas
e hidrofébicas, pequefas proteinas con estructuras secundarias como 3-laminas,

péptidos ciclicos y proteinas macrociclicas (Epand et al., 1999).

La expresion de algunos de estos péptidos es constitutiva, ademas de que se puede
inducir en respuesta a distintos tipos de estrés. Herrera-Diaz et al., (2016) reportan



la expresion de los péptidos antimicrobianos en bacterias, arqueas, protozoarios,
hongos, plantas y animales.

2.2 Mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos

Se han reportado diversos mecanismos de accion de los PAMs, el mayormente
descrito es sobre la lisis celular causada por la despolarizacién de la membrana al
interactuar el péptido con la membrana plasmatica del patébgeno. Se han descrito
tres modelos conocidos como: 1, Modelo de poro toroidal; 2, Modelo de barril; y 3,
Modelo de alfombra (Le et al., 2017).

El modelo del poro toroidal se genera al interactuar el PAM con la membrana
plasmatica del patégeno, seguida de la agregacion de las unidades monoméricas
entrantes del péptido, haciendo que las fracciones lipidicas de las membranas
interna y externa se plieguen por lo cual se genera un canal continuo revestido por
algunas unidades peptidicas y la asociacion de los fosfolipidos de la membrana con
el péptido (Figura 1-A). En el modelo de barril, los monémeros peptidicos estan
dispuestos de forma paralela a los fosfolipidos de membrana, el lumen del canal
transmembrana se reviste por la zona hidréfila de los péptidos, mientras que el lado
hidrofobo se orienta hacia afuera en asociacién con el nucleo lipidico de las bicapas
(Figura 1-B). El modelo de alfombra consiste en la acumulacion de los péptidos que
interactian con la membrana externa, lo que induce debilidades locales que
desintegran la estructura de la membrana, dando una apariencia de alfombra como

se muestra en la Figura 1-C (Le et al., 2017).

En la Tabla 1 se enlistan algunos PAM'’s que ejercen los mecanismos de accion en
los cuales el péptido interactda con la membrana plasméatica, como la piscidina de
Morone saxatilis (modelo de poro toroidal), ceratotoxina de Ceratitis capitata
(modelo de barril) y la ovispirina de Ovis aries (modelo de alfombra).
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Figura 1. Mecanismo de accion de los PAM’s en interaccién con la membrana
plasmética. A. Modelo de Poro toroidal, B. Modelo de barril y C. Modelo de alfombra
(Le et al., 2017).

Tabla 1. Ejemplos de PAM’s que interactian con la membrana plasmaética.
Rahnamaeian 2011

Mecanismo de accion Péptido Organismo que la expresa

Mastoparan X | Vespa xanthoptera
Magainina 2 Xenopus laevis

Modelo de Poro toroidal [ 37 Homo sapiens
Melittin Xenopus laevis
Piscidin Morone saxatilis
Pardaxina Pardarchirus marmoratus

Modelo de barril Alamethicina Trichoderma viride

Amfotricina B

Streptomyces nodosus

Ceratotoxina

Ceratitis capitata

Cecropinas Hyalophora cecropia
PGLa Xenopus laevis
Modelo de alfombra Dermaseptinas | Phyllomedusa spp.
Ovispirina Ovis aries
Latarcinas Lachesana tarabaevi
RL-37 Macaca mulatta

Ademas, los PAMs también presentan diversos mecanismos de accion los cuales

se encuentran la inhibicion de:

e Biosintesis y el metabolismo del ADN




e Sintesis de proteinas (causado por el mal funcionamiento de los ribosomas)
e Plegamiento de proteinas (generado por el bloqueo de chaperonas)

e Enzimas

e Division celular

e Biosintesis de pared celular

e Péptidos de unién a lipopolisacaridos

e Respiracion celular

También se induce la formacion de ERO y la disrupcion de la mitocondria, que
afecta el flujo de ATP y NADH, asi como el bloqueo de la sintesis de ARN. Estos
mecanismos de accion de los PAM’s se muestra de forma resumida en la Figura 2
(Le et al., 2017; Peters et al., 2010).

()

M fof28 (@
ROS | “4°& | = ATP
/.5 / = NADH

Figura 2. Mecanismos de accion de los PAM’s. A. Interaccién con la membrana
plasmética (1, 2 y 3), B. Inhibicién de la sintesis de ADN, C. Bloqueo de la sintesis
de ARN, D. Inhibicién de enzimas necesarias para la union de proteinas a la pared
celular, E. Inhibicion de la funcion de los ribosomas y la sintesis de proteinas, F.
Bloqueo de proteinas chaperonas necesarias para el plegamiento de proteinas, G.
Blancos en mitocondria: 1) Inhibicién de la respiracion celular y la induccion de la
formacion de ROS y 2) disrupcion de la integridad de la membrana mitocondrial y el
flujo de ATP y NADH. (Peters et al., 2010)



2.3 Clasificacion de péptidos antimicrobianos de plantas

Los PAM’s de plantas fueron clasificados basandose en el nimero de aminoacidos
gue presenta el péptido, el numero de enlaces disulfuro o cisteinas conservadas en
la misma, asi como en la similitud que presenta el péptido con las familias de
péptidos expresados y caracterizados en otros organismos (ejemplo: mamiferos,
insectos, anfibios, etc.). Los PAM’s de plantas se clasificaron en 12 familias las que
se muestran en la Tabla 2 (de Souza et al., 2011; Garcia et al., 2001; Marcus et al.,
1997).

Tabla 2. Clasificacion de los PAM’s de plantas (de Souza et al., 2011; Garcia et al.,
2001; Marcus et al., 1997).

Familia No. de aa. | Enlaces Actividad biolégica
(P.M. kDa) | disulfuro

LTP 90-95 (10) 3-4 Bacterias y Hongos
Snakina 60-70 (7) 6 Bacterias y Hongos
Defensina 45-54 (5) 4 Bacterias, Hongos y Citotoxico
Tioninas 45-47(5) 3-4 Bacterias, Hongos y Citotéxico
Tipo Heveinas 43 (5) 4 Bacterias Gram positivas y Hongos
Tipo Knottinas | 36-37 (4) 3 Bacterias Gram positivas y Hongos
Shepperinas 28-38 (4) | 0O (lineal) | Bacterias y Hongos
MBP-1 33 (4) 2 Bacterias y Hongos
Ciclétidos 29-31 (3) 3 Bacterias, Virus, Hongos y Citotoxico
Ib-AMP 20 (2) 2 Bacterias Gram positivas y Hongos
B-Barrelinas 6 Hongos
2S Albuminas (4-9) 2 Bacterias y Hongos

Una de las funciones mayormente estudiadas de los PAM’s de plantas es el efecto
antimicrobiano, a pesar de esto, se ha encontrado que los PAM’s cuentan con la
capacidad de inhibir enzimas, asi como, intervenir en el desarrollo de algunos tejidos
de las plantas (Colilla et al., 1990; Méndez et al., 1990; Stotz et al., 2009).

2.4 Defensinas de plantas

Las defensinas de plantas presentan un peso molecular aproximado de 5 kDa al
estar conformadas por entre 45 y 54 aminoacidos, ademas, presentan 13

aminoacidos altamente conservados entre los cuales se encuentran las ocho
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cisteinas conservadas caracteristicas de este grupo de péptidos (Lacerda et al.,
2016), ademas de dos glicinas, un aminoacido aromético, un acido glutdmico y una
serina (Thevissen et al., 2004).

Las defensinas inicialmente fueron clasificadas como y-tioninas debido a las
similitudes estructurales con las a y 3-tioninas, tanto en el peso molecular como en
el nidmero de enlaces disulfuro. Posteriormente al analizar su estructura
tridimensional se encontré que las a y B-tioninas presentan 2 a-hélices y una [3-
lamina, mientras que las y-tioninas cuentan con 1 a-hélices y 3 laminas 3. Al
realizarse andlisis estructurales se encontrdé una mayor similitud de estos péptidos
con las defensinas de insectos y herbivoros por lo cual se los clasifico como

defensinas (Cornet et al., 1995).

Un ejemplo de esto son las primeras defensinas aisladas a partir de endospermo de
trigo (Triticum aestivum) y cebada (Hordeum vulgare) (Colilla et al.,1990; Méndez et
al., 1990). Estos péptidos presentan un peso molecular de entre 5.15 y 5.25 kDa,
ademas de presentar 47 aminoacidos, de los cuales 8 son cisteinas conservadas
dentro de las familias de péptidos antimicrobianos. A pesar de que estos péptidos
presentaban 8 cisteinas conservadas, se encontré que la ubicacién de éstas era
distinta a las de las presentadas en las a y [ tioninas, ya que esta familia de PAM’s
presentan las cisteinas muy cercanas al extremo C-terminal, mientas que las
cisteinas de las y-tioninas aisladas de trigo y cebada, se ubican a lo largo de la
estructura lo que confiere una estructura tridimensional distinta por lo cual fueron

reclasificadas a la familia de las defensinas.

2.4.1 Estructura de las defensinas
Segun lo descrito por Cornet et al., (1995), Goyal y Mattoo, (2016) y Lay y Anderson,
(2005) la estructura tridimensional de estos péptidos esta formada por una a-hélice
y tres B-laminas antiparalelas, que estan ordenas en una configuracion Bapp,
también conocida como motivo a3 estabilizado por cisteinas (motivo CSaf3). Hasta
el 2002 se conocian solo defensinas monoméricas, pero en ese afio, Melo et al.,
(2002) y Song et al., (2005) encontraron que las defensinas Cp-tionina (Cowpea

thionin) de Vigna unguiculata y SPE10 de Pachyrrhisus erosus fueron capaces de
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formar dimeros. Lay et al., (2012) encontraron que la defensina NaD1 de Nicotiana

alata a altas concentraciones, estaba formada por dimeros, trimetos y tetrametos.

2.4.2 Clasificacion de las defensinas

Las defensinas de plantas también presentan una clasificacion basada en la
estructura del prepéptido, siendo las defensinas del tipo 1 las que presentan un
péptido sefial de entre 27 y 33 aminoacidos, que se encuentra unido al extremo N-
terminal del dominio defensina, mientras que, las defensinas del tipo 2 presentan
ademas un prodominio C-terminal, con un numero de aminoacidos similar al

presente en el péptido sefal (Figura 3) (Lay y Anderson, 2005).

Prodominio
Péptidosefial  Dominio defensina Péptidosefial  Dominio defensina C-terminal
A I B L
e ______ I
I

Figura 3. Clasificacion de las defensinas. A. Defensinas tipo 1 y B. Defensinas tipo
2.

Se sabe que la ubicacion subcelular depende del tipo de defensina, siendo las
defensinas del tipo 1 las encontradas en el apoplasto como es la defensina Rs-AFP1
de Raphanus sativus, mientras que las defensinas del tipo 2 se encuentran
asociadas a la vacuola como es el caso de la defensina NaD1 de Nicotiana alata
(Lay et al., 2014) (Figura 4). Las diferencias encontradas en las ubicaciones
subcelulares son atribuidas al péptido sefial (transporta el prepéptido al apoplasto)

y el prodominio C-terminal (asocia el prepéptido a la vacuola).
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Figura 4. Localizacion subcelular de NaDl1l una defensina de tipo 2. A.
Inmunolocalizacion de la defensina NaD1 en las vacuolas de los mesofilos de
plantas transgénicas de Gossypium hirsutum L. cv. Coker (Con C-terminal). B.
Inmunolocalizacion de la defensina NaD1 en la periferia de la célula de plantas
transgénicas de Gossypium hirsutum L. cv. Coker (Péptido maduro).

Es importante resaltar que el prepéptido no cuenta con actividad bioldgica, para
activarse es necesario que, por medio de proteasas, el dominio defensina sea
liberado en su sitio de accion. Para las defensinas de tipo 2, las proteasas eliminan
inicialmente el prodominio C-Terminal, lo que permite que el péptido sefial ejerza su
accion y posteriormente llegue a su sitio de accion. Otras proteasas desprenden el
péptido sefial permitiendo al dominio defensina ejercer su efecto.

2.4.3 Actividad de las defensinas

Las defensinas de plantas presentan variadas actividades entre las cuales se
encuentran el efecto antibacteriano y el antifingico, también puede inhibir el efecto
de algunas enzimas como la a-amilasa. Otro efecto de las defensinas ampliamente
estudiado es el citotoéxico, asi como el efecto producido durante el desarrollo de las

plantas.

Entre las defensinas con efecto antifungico se encuentran: PgD5 de Picea glauca
(Picart et al., 2012), la defensina NaD1 de Nicotiana alata (Dracatos et al., 2016;
Lay et al., 2012), la DRR230-a de Pisum sativum (Lacerda et al., 2016), la J1-1 de
Capsicum annuum (Seo et al., 2014). Dentro de las defensinas que inhiben el efecto
de la a-amilasa se encuentran la y-hordotionina de Triticum aestivum y la y-
purotionina de Hordeum vulgare, y la defensina de Sorghum bicolor (Bloch y
Richardson 1991; Colilla et al., 1990; Méndez et al., 1990).
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Entre las defensinas con efecto citotéxico se encuentra la defensina NaD1 de
Nicotiana alata, que como se muestra en la Figura 5, reduce el porcentaje de

células viables de las lineas celulares cancerigenas analizadas (Baxter et al., 2017).

90 A —6— Hela
80 —4— MM170
—8— Jurkat

—— U537

Células viables (%)

0 1.25 2.5 3.75 5 6.25 25 875 10

NaD1 (uM), 24 h tratamiento

Figura 5. Efecto citotoxico de la defensina NaD1 en distintas lineas celulares
cancerigenas (Baxter et al., 2017).

Asi mismo, Stotz et al., (2009) encontraron que el crecimiento de las plantulas de
plantas transgénicas de Solanum lycopersicon cv. VF36 y cv. Zhongshu 5, a etapas
tempranas se ve disminuido, ya que sobreexpresan la defensina DEF2, ademas de
reducir la viabilidad del polen como se observa en la Figura 6.

=

120 100
100 o S8 -

80

(o]
o
>
[

khk%k

60

40 ok

) i

0 5 10 15 20 Wt Transgénica Transgénica

Tiempo (dias) $8 A2
Figura 6. Efecto de la sobreexpresion de la defensina DEF2 en el desarrollo de
plantulas de tomate (A). Efecto de la sobreexpresion de la defensina DEF2 en la
viabilidad de polen de jitomate (B) (Stotz et al., 2009).
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2.5 Expresién de las defensinas de plantas
2.5.1 Expresion constitutiva de defensinas

Como se menciond anteriormente los PAM’s cuentan con la capacidad de
expresarse de forma constitutiva en diversos tejidos, lo cual protege a la planta del
ataque de patdégenos y de factores ambientales, que pueden disminuir la

supervivencia de la planta.

Asi mismo, las defensinas se pueden expresar durante el desarrollo y maduracion
de los frutos, lo cual las previene igualmente del ataque de patdgenos, mejorando
la integridad del fruto y favoreciendo la maduracion de la semilla (Meneguetti et al.,
2017). Algunas defensinas de expresion constitutiva, asi como 6rgano especificas

se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 3. Defensinas constitutivas de algunas plantas.

Defensina Planta Organo Referencia
CDefl Capsicum annuum Fruto (Madurez | Maarof et al., 2011
fisiol6gica a
completa 0-100%)
NbDef1.1, Nicotiana benthamiana | Raiz, tallo, hojas y | Bahramneja et al.,
1.2,1.3, 1.4, flores 2009
15,16
NbDef2.1y | Nicotiana benthamiana | Flores Bahramnejad et al.,
2.2 2009
Hc-AFP1 Heliophila coronofolia | Tallos, hojas, | De Beer y Vivier,
flores, silicuas y | 2011
semillas
Hc-AFP2y | Heliophila coronofolia | Silicuas y semillas | De Beer y Vivier,
4 2011
Hc-AFP3 Heliophila coronofolia | Tallos, hojas, flores | De Beer y Vivier,
y silicuas 2011

Otro ejemplo de defensina de expresion constitutiva es la defensina CADEF1 de
Capsicum annuum cv. Hanbyul, la cual, segun lo encontrado por Do et al., (2004)
muestra distintos niveles de expresion en tallo, raiz y fruto verde, mientras que no
se encontré la presencia del transcrito en hojas, flores y frutos rojos, demostrando

la 6rgano especificidad de este péptido (Figura 7).
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Figura 7. Analisis de la expresion 6rgano-especifica de la defensina CADEF1 de
Capsicum annuum mediante Northern blot. Tejidos analizados: H: Hoja, T: Tallo, R:
Raiz, F: Flor, FV: Fruto verde y FR: Fruto rojo.

Ademas, el transcrito de la defensina J1 de Capsicum annuum var. Yolo Wonder se
encuentra presente en fruto naranja y frutos rojos, mientras que el transcrito no se
presenta en hojas y fruto verde (Figura 8-A), posteriormente se realiz6 una
inmunodeteccion en los mismos tejidos, encontrandose la presencia del péptido J1

en frutos rojos como se observa en la Figura 8-B (Meyer et al., 1995).

A H FV FN FR

Figura 8. Andlisis de la expresion 6rgano-especifica de la defensina J1 de Capsicum
annuum mediante Northern blot (A). Analisis de la expresion 6rgano-especifica de
la defensina J1 de Capsicum annuum mediante Western blot (B). Tejidos
analizados: H: Hoja, FV: Fruto verde, FN: Fruto naranja y FR: Fruto rojo.

2.5.2 Expresion inducible de defensinas bajo estrés

Algunas plantas, ademas, cuentan con la capacidad de inducir la expresion de
defensinas en respuesta a algunos tipos de estrés como son la infeccion por
patdgenos, dafios por herida, salinidad, sequia, bajas y altas temperaturas, entre
otros. Existen diversos estudios que demuestras la induccion de algunas defensinas

de plantas en respuesta a estrés las cuales se encuentran enlistadas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Defensinas inducibles bajo estrés ( Lay y Anderson, 2005).

Estrés Defensina Planta Organo
- DRR230-a, DRR230-b | Pisum sativum Vainas
Infeccion  "Rs_AFP3, Rs-AFP4 Raphanus sativus Hojas
por DRR230-c Pisum sativum Hojas
patogenos "pppy Arabidopsis thaliana Hojas
PDF1.3 Arabidopsis thaliana Hojas

FST Nicotiana tabacum Sépalos
Herida DRR230-c Pisum sativum Hojas

Sequia Dhn8 Glycine max Hojas y raices

Salinidad | NeThiol, NeThio2 Nicotiana excelsior Hojas
Np-Thiol Nicotiana paniculata Hojas

Frio Tadl Triticum aestivum Plantulas

Entre otros ejemplos se encuentra la defensina J1-1 de Capsicum annuum cv.
Nokkwang, constitutiva en fruto maduro, asi mismo, se puede inducir en respuesta
a infeccion por el patégeno Colletotrichum gloeosporioides, que genera antracnosis
en fruto inmaduro y maduro, por lo cual fue de interés conocer la expresion de este
péptido durante la infeccion. Con este hongo fueron infectados tanto frutos
inmaduros como maduros, encontrando que en el fruto inmaduro no se presenta la
induccion del péptido, mientas que en el fruto maduro se observa un aumento en la

expresion del mismo, durante los tiempos analizados (Figura 9) (Seo et al., 2014).

0 3 24 48 72(h)

Inmaduro

Maduro L —

Figura 9. Analisis de la expresion inducible de la defensina J1-1 en Capsicum
annuum en respuesta a infeccién por Colletotrichum gloeosporioides mediante
Western blot. Tejidos analizados: Fruto Inmaduro y Fruto maduro.

Al igual que las anteriores defensinas, se han realizado estudios con el fin de
determinar el patron de expresion con la induccion por distintos tipos de estrés como

en respuesta a infecciones, herida y algunos elicitores abioticos. Do et al., (2004)
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sometieron hojas de Capsicum annuum cv. Hanbyul a diversos tipos de estrés,
inicialmente a la infeccion con la bacteria Xanthomonas campestris cepas Ds-1 y
Bv4-5a, virulenta y avirulenta, respectivamente. Con el analisis del transcrito por
medio de Northern blot se observé que el gen CADEF1 en las hojas control no
presentaron expresion, mientas que al producirse la infeccion se pudieron observar
dos comportamientos distintos: el primero fue el observado en la infeccién
compatible, generada con la cepa virulenta, presentandose una induccion del
péptido a partir de las dos horas posteriores a la inoculacién del patégeno, y un
aumento durante los tiempos analizados como se muestra en la Figura 10-A; el
segundo comportamiento se observé en la infeccién incompatible (cepa avirulenta),
presentandose una mayor induccion del transcrito a las dos horas posteriores a la
inoculacién, en comparacion con la infeccion compatible, pero a partir de las 18
horas no se observd la presencia del transcrito, debido a la necrosis del tejido

causada por una reaccion hipersensible.

También se analizé la expresion de este gen en respuesta a herida, al igual que en
el analisis anterior, se usaron hojas de Capsicum annuum, observando que en la
muestra control no se mostré la presencia del transcrito, mientras que, en las hojas
con dafio mecanico, la induccién de la defensina se presentd a partir de los 30
minutos posteriores al dafio y un aumento de la expresion durante los tiempos

analizados (Figura 10-B).

Al exponer plantas a inductores abioticos se encontré que como se muestra en la
Figura 10-C, el gen se induce ampliamente en hojas de Capsicum annuum tratadas
con &cido salicilico, metil jasmonato, &cido butirico, peréxido de hidrogeno y acido
abscisico, y en mucho menor proporcién se induce en respuesta a benzotiazol,
mientras que las hojas expuestas a etileno no presentaron la expresion del gen
CADEF1.
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Figura 10. Analisis de la expresion inducible de la defensina CADEF1 en Capsicum
annuum en respuesta a infeccion por Xanthomonas campestris cepas Ds-1 y Bv4-
5a (virulenta y avirulenta) (A). Analisis de la expresion inducible de la defensina
CADEF1 en Capsicum annuum en respuesta a dafio por herida (B). Analisis de la
expresion inducible de la defensina CADEF1 en Capsicum annuum en respuesta a
elicitores abioticos (C). Tratamientos analizados en hojas: C: Control, AS: Acido
salicilico, Et: Etileno, MJ: Metil jasmonato, BT: Benzotiazol, AB: Acido butirico, PH:
Peroxido de hidrogeno y AA: Acido abscisico.

Otras defensinas analizadas bajo diversos tipos de estrés son las defensinas de
Nicotiana benthamiana, la cual expresa ocho defensinas, seis pertenecen a las
defensinas de tipo 1 (NbDefl.1 a 1.6) y las dos defensinas restantes se clasifican
dentro de las defensinas de tipo 2 (NbDef2.1 y 2.2). Las defensinas de tipo 1
presentan una expresion constitutiva en raiz, tallo, hojas, flores y semillas, mientras
qgue las defensinas de tipo 2 son expresadas Unicamente en flores. Las plantas
fueron sometidas a distintos tipos de estrés entre los que se encontraron la infeccion
fungica, infeccion bacteriana compatible e incompatible, herida, etileno y
benzotiazol para conocer si alguna de las defensinas se puede inducir

(Bahramnejad et al., 2009).
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Las plantas sometidas a infeccion fangica fueron inoculadas con Colletotrichum
destructivum y Colletotrichum orbiculare (generaron necrosis a las 60 y 72 horas
posteriores a la inoculacion, respectivamente). En la infeccidn bacteriana
compatible las plantas fueron inoculadas con la bacteria hemibiotrofa Pseudomona
syringae pv. tabaci (generé necrosis a las 72 horas después de la inoculacién). En
la infeccion incompatible se utilizé la cepa hemibiotrofa de Pseudomona syringae
pv. tabaci (avrPto) (se observé cambio en la dureza y flexibilidad a las 12 horas
posteriores a la inoculacién, mientras que entre las 15 y 18 horas posteriores a la

inoculacién se genero la necrosis del tejido).

Se encontrd que las defensinas NbDefl.1 y NbDefl.4 se inducen en respuesta a
infeccion incompatible, herida, etileno y BTH, la defensina NbDef1.2 en respuesta a
la necrosis generada en la infeccién compatible, en infeccidén incompatible, asi como
herida. La defensina NbDef1.3 se induce Unicamente en respuesta a BTH, asi como
la defensina NbDef1.6 se induce al tratarla con etileno. La defensina NbDef2.2 se
indujo en respuesta a la necrosis generada durante la infeccion compatible, en
infeccién incompatible, herida, etileno y BTH. Por otro lado, el transcrito de las
defensinas NbDefl.5 y NbDef2.1 no se detecté en los tratamientos analizados.
También se encontro que las defensinas NbDef1.1, NbDefl1.3, NbDefl1.4 y NbDef1.6
presentan una disminucidén en su expresion a tiempos tardios (48 horas posteriores
a la inoculacion del patégeno). Estos datos se resumen en la Tabla 5 (Bahramnejad
et al., 2009).

Estos resultados muestran que algunas defensinas se inducen solo bajo algunos
tipos de estrés, asi mismo se puede generar la induccién en respuesta a la necrosis

del tejido causada por algunos patdgenos lo que indica una probable especificidad.
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Tabla 5. Patrén de expresion de las defensinas de Nicotiana benthamiana

(Bahramnejad et al., 2009).

C. P. P. Herida Etileno BTH
destructivum, | syringae | syringae
C. orbiculare (avrPto)
NbDefl.1 S.C. ! 1 (BHPT), | 1 (3HPT) 1 1
(48HPT) !
NbDef1.2 S.C. 1 1 (BHPT), | 1 (3HPT) S.C. S.C.
(72HPT) !
NbDef1.3 S.C. ! S.C. S.C. S.C. 1 (24HPT),
(48HPT) !
NbDefl.4 S.C. ! 1 (BHPT), | 1 (3HPT) 1 1
(48HPT) !
NbDef1.5 S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D.
NbDef1.6 S.C. ! S.C. S.C. 1 S.C.
(48HPT)
NbDef2.1 S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D.
NbDef2.2 S.D. 1 1 1 (BHPT) | 1 (6HPT), 1
(72HPT) | (12HPT), !
l

S.C.: Sin Cambios significativos, S.D.: Sin Deteccion del transcrito, 1: Aumento en
la expresion, |: Disminucion en la expresion, HPT: Horas Posteriores a Tratamiento.

2.6 Aguacate (Persea americana Mill)

El aguacate (Persea americana Mill) pertenece a la familia Lauraceae que se

caracterizan por ser arboles de gran tamafio, que producen frutos de diversos

tamafios y formas. Se han clasificado tres variedades botanicas de aguacate:

Persea americana var. americana (aguacate antillano), Persea americana var.

guatemalensis (aguacate guatemalteco) y Persea americana var. drymifolia

(aguacate criollo o nativo mexicano), cuyos frutos se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Frutos de Persea americana. Persea americana var. americana, var.
guatemalensis y var. drymifolia lo cuales se observan de izquierda a derecha.

Cada variedad presenta diferencias entre las cuales se encuentran: el clima de
crecimiento de los arboles, las altitudes en que se desarrolla, asi como
caracteristicas especificas del fruto. Persea americana var. americana se desarrolla
en la zona de las Antillas, Persea americana var. guatemalensis en la zona sur de
México y en Centroamérica, mientras que Persea americana var. drymifolia se
desarrolla en la zona centro y oeste de nuestro pais. Las principales diferencias
entre sus frutos se describen en la Tabla 6. Una caracteristica mas de Persea
americana var. drymifolia es un distintivo aroma anisado en las hojas el cual no se

presenta en las otras variedades.

Los frutos de la variedad comercial Persea americana cv. Hass presentan una
mayor importancia econdmica en el pais debido a que las caracteristicas del fruto
favorecen el almacenamiento y transporte. Lo que beneficia su exportacion a nivel
mundial. Entre algunas caracteristicas de este cultivar se encuentran el tamafio del
fruto, una cascara gruesa y rugosa ademas que el tiempo de maduracion es mas
extendido que en las variedades de P. americana. A pesar de todo lo anterior, es de
interés el estudio de las variedades de P. americana, ya que las variedades de esta

especie sirven como portainjerto para un gran numero de cultivares.
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Tabla 6. Caracteristicas entre variedades de Persea americana (Barrientos y Lépez,

1?:2?2)1lcter|’stica Persea Persea americana | Persea
americana var. | var. americana var.
americana guatemalensis drymifolia
Clima Tropical Subtropical Semitropical a
Frio
Altitud Menos de 1,000 | 1,000-2,000 Mas de 2,000
m.s.n.m. m.s.n.m. m.s.n.m.

Tamafo y | Grande en forma | Pequefio y | Pequefio a

forma de pera. redondo. grande, presenta

diversas formas.

Céscara Delgada vy lisa, | Gruesa y rugosa, | Delgada vy lisa,
color verde al|color negro al| color negro-
madurar, se | madurar, se | morado al
desprende facil de | desprende facil de | madurar, no se

Fruto la pulpa. la pulpa. desprende de la
pulpa.

Semilla Pequefia, Pequefia, adherida | Grande, adherida
desprendida de la|a la pulpa con |o desprendida de
pulpa con | cotiledones lisos. la  pulpa con
cotiledones cotiledones lisos
rugosos 0 rugosos.

Tiempo Entre 5y 9 meses |Entre 10 y 16 | Entre 6y 9 meses

de a partir de antesis. | meses a partir de | a partir de

desarrollo antesis. antesis.

2.7 Enfermedades del aguacate

Las tres variedades de aguacate, asi como, los cultivares pueden presentar
enfermedades comunes, entre las cuales destaca la antracnosis causada por

diversas especies del hongo patdgeno Colletotrichum, que genera dafios en tallos,
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hojas, flores y frutos. La antracnosis es una de las enfermedades mas importantes
del fruto de aguacate en la etapa de postcosecha (Nelson, 2008).

2.7.1 Antracnosis

La antracnosis es una enfermedad que se puede presentar en frutos que se
desarrollan en zonas de clima tropical. Entre los frutos que pueden presentar esta
enfermedad se encuentran el aguacate, el jitomate, la zarzamora, la fresa, el mango,
la papaya, entre otros. La antracnosis es causada por diversas especies del
patdogeno Colletotrichum como Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum
lindemuthianum y Colletotrichum acutatum, por mencionar algunos (Nelson, 2008;
Vidales et al., 2005).

Colletotrichum se caracteriza por ser un hongo hemibiétrofo, que puede infectar por
medio de germinacion de esporas, formacion de apresorios y penetracion. En
particular, el crecimiento in vitro de C. gloeosporioides en medio PDA se caracteriza
por presentar un micelio blanco y algodonoso, el cual ademas presenta una
coloracion naranja en la superficie del medio de cultivo, debido a la acumulacién de
conidios. En la naturaleza su desarrollo es favorecidos en ambientes con una
humedad relativa alta, ademas de que la dispersion de esporas se ve aumentada
cuando se presentan altas corrientes de aire lo que, ademas, puede generar heridas

en el fruto, facilitando la entrada del patdogeno (Nelson, 2008; Vidales et al., 2005).

Este patégeno puede permanecer en el fruto en forma de apresorios sin mostrar
dafios en el tejido desde estadios tempranos de desarrollo. Posterior al corte y
durante la maduracion del fruto se generan los primeros dafios en el tejido, los
cuales indican la presencia del patdégeno; ademas de las lesiones generadas en el
fruto, el patbgeno genera modificaciones en las caracteristicas organolépticas del
fruto. La antracnosis de frutos de aguacate Hass puede generar pedidas
postcosecha de entre 20 y 30% de la produccion anual, ademas, a esto se le debe
sumar los dafios generados en flores, de los cuales se estima una perdida
aproximada de 15 a 20% de la floracion anual por arbol. Segun lo descrito por
Nelson, (2008) la susceptibilidad a C. gloeosporioides varia entre los cultivares de

Persea americana.
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Los dafios observados en el aguacate se presentan en el pericarpio (cascara) del
fruto, en la que se presentan lesiones corchosas, ligeramente hundidas, de color
café, que pueden llegar a presentar zonas de color naranja, lo cual se debe a la
acumulacion de conidios del patdégeno; ademas, en la pulpa del fruto se presentan
lesiones de color café claro en estadios tempranos de la infeccién, los que
posteriormente se tornan a color café obscuro (Figura 12) (Nelson, 2008; Vidales
et al., 2005).

Figura 12. Lesiones causadas por C. gloeosporioides en aguacate Hass. A.
Lesiones en cascara. B. Lesiones en cascara con masas de esporas color naranja.
C. Lesiones en pulpa.

De acuerdo con Xoca-Orozco et al., (2017), los frutos de P. americana cv. Hass
fueron clasificados de acuerdo con su madurez en base a la coloracion de la
cascara, clasificAndose para los frutos de hasta cinco dias postcosecha como frutos
en madurez fisiologica, frutos de seis a nueve dias en madurez intermedia y frutos
de diez dias postcosecha en madurez de consumo. Los frutos en madurez
fisiol6égica no presentan sintomas causados por C. gloeosporioides en los tiempos
analizados, como se observa en la Figura 13-A. En la Figura 13-B se observan las
lesiones causadas en fruto en madurez intermedia, los cuales presentan lesiones a
partir de las nueve horas posteriores a la inoculacion del patégeno, mientras que en
el fruto en madurez de consumo se observan dafios en el tejido a las dos horas
posteriores a la inoculacion de C. gloeosporioides (Figura 13-C).

Asi mismo, Nelson (2008) afirma que los sintomas causados por C. gloeosporioides

pueden aparecer de uno a dos dias después de la cosecha en frutos que parecian

25



estar sanos. Asi mismo, reporta que la susceptibilidad al patdbgeno varia entre
cultivares y variedades por lo que los tiempos de infeccibn en cada variedad y

cultivar son distintos.

Figura 13. Cinética de infeccidén de C. gloeosporioides en P. americana cv. Hass.
A) Frutos en madurez fisiol6gica, B) Madurez intermedia y C) Madurez de consumo
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3. ANTECEDENTES

3.1 Defensina PaDef de aguacate nativo mexicano

Lopez-Gomez et al., (2016), realizaron un trabajo sobre el transcriptoma del fruto de
aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) reportando los ESTs
(del inglés: Expressed Sequence Tag) de frutos pre-climatéricos, climatéricos y
post-climatéricos. Entre los mensajeros mas abundantes de la pulpa preclimatérica
se encontro el que codifica para una defensina. El transcrito no se encontré en el
pericarpio y mesocarpio (pulpa) de los frutos climatéricos y post-climatéricos como
se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Genes mayormente expresados en el mesocarpo de P. americana var.
drymifolia durante la maduracion (Lopez-Gomez et al., 2016).

Abundancia de ARNm en fruto (etapas de maduracion):

Genes Pre-climatérica Climatérica Post-climatérica

Pulpa Céscara | Pulpa | Céascara | Pulpa
Quitinasas 106 371 566 7 114
Metalotioneinas 755 56 54 5 52
Defensinas 185

3.1.1 Caracteristicas generales de PaDef
De acuerdo con lo descrito por Guzméan-Rodriguez et al., 2013, este transcrito
presenta 249pb, que genera un péptido de 78 aminoacidos con un peso molecular
calculado de 5.2kDa, el cual mostré6 una homologia mayor al 80% con otras
defensinas de plantas previamente descritas como la defensina NaD1 de Nicotiana
alata y la defensina Rs-AFP1 de Raphanus sativus. Al realizarse un analisis
bioinforméatico se encontrd que el péptido presenta un péptido sefial conformado por
31 aminoacidos, y los 47 aminoacidos restantes forman el dominio defensina. Al
realizarse un alineamiento con las defensinas RS-AFP1 de Raphanus sativus y
NaD1 de Nicotiana alata, defensinas de tipo 1 y 2, respectivamente, se encontro
que este péptido pertenece a las defensinas de tipo 1. Asi mismo se encontré que
el péptido presento las 8 cisteinas conservadas de esta familia de péptidos como
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se muestra en la Figura 14-A, los cuales forman 4 enlaces disulfuro (Figura 14-B),
ademas de presentar el motivo a-f3 estabilizado por cisteinas (motivo CSaf3) como
se muestra en la Figura 14-C, también se puede observar que el péptido presenta
3 laminas [3, las cuales se muestran como flechas de color rojo y una hélice a

representada como un espiral azul.

A 10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110
SRR INGNS] ST (Pop SR (e Dupare [ AP SRS T P U (R e AP RSN (R (R S P DO SR o —
PaDef  wp1yKKSPIFYLLLLCFLVIVSEIAVTRVEAAT-CETPSKHFNGLCIRSSNCASVCHG ~EHF TDGRCOGVR--RRCMCLKPC-======m=mmm—mm e e e e
Rs-AFP1 --MAKFASIIALLFAALVLF AAFEAPTMVEAQKLCERPSGTWSGVCGNNNACKNQCINLEKARHGS CHYVFPAHKCICYFPC === === = s m e e e
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Figura 14. Caracteristicas de la defensina PaDef de P. americana var. drymifolia.
A) Alineamiento de la defensina PaDef con defensinas tipo 1 y 2 (Rs-AFP1 de
Raphanus sativus y NaD1 de Nicotiana alata). B) Prediccion de enlaces disulfuro de
la defensina PaDef. C) Organizacion estructural de la defensina PaDef.

3.1.2 Actividad bioldgica de PaDef

Guzman-Rodriguez et al., (2013), reportaron que el péptido PaDef presenta un
efecto antibacteriano in vitro ya que inhibio el crecimiento de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli a distintas concentraciones. En S. aureus se encontré que el
efecto del péptido es dependiente de la concentracion, mientras que en E. coli se
encontré que a concentraciones de 100ug de proteina total, generan la inhibicion

del patégeno.
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Meng et al., (2017) purificaron el péptido recombinante PaDef el cual fue usado para
conocer el efecto antibacteriano contra diversas bacterias Gram positivas y Gram
negativas a distintas concentraciones, los resultados encontrados se muestran en
la Tabla 8, en donde se puede observar que el péptido recombinante PaDef
presenta efecto antibacteriano contra diversas cepas de ambos tipos de bacterias.

Tabla 8. Efecto antibacteriano de PaDef recombinante purificado contra bacterias
Meng et al., (2017).

Rango de inhibicién (%)
Cepas analizadas PaDef
recombinante 20 | 40 | 60 | 90 | 120
purificado (ng/ml)

Gram Positivas
Listeria monocytogenes (ATCC 21633) 36.1|40.3|91.7|97.5| 99.0
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0.0 | 0.0 |64.9|955]| 99.1
Bacillus subtitlis 151-1 25.8 | 45.6 | 46.3|54.9| 97.4
Bacillus subtilis L300-1 0.0 | 26 |125]98.8| 99.5
Bacillus subtilis Lzz-133 14.2 | 31.7 | 45.2 | 99.6 | 99.7
Enterococcus faecalis 9.8 |83.0|94.2|99.7| 99.8
Gram Negativas
Escherichia coli (ATCC 35150) 0.0 | 85 |97.7]99.3| 99.9
Salmonella (ATCC 10467) 0.0 | 0.0 |225|97.0| 995
Enterobacter aerogenes 8.4 |33.5]97.0|99.2| 99.7
Enterobacter sakazakii 58 |97.0]98.699.3| 994
Escherichia coli (ATCC 10305) 10.7 | 98.598.7 | 99.0 | 99.2

Asi mismo, Lopez-Gomez et al., (2016), realizaron estudios para conocer el efecto
antifangico que presenta el péptido sintético a distintas concentraciones y se
encontré6 que disminuye la viabilidad de Candida glabrata hasta un 70.4% a
concentraciones entre 100 y 200 pg/mL del péptido PaDef y Candida albicans a
concentraciones de 100 y 200ug/mL del péptido disminuye la viabilidad hasta un

25% como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Actividad antifingica de PaDef contra Candida spp. Efecto antifingico
de la defensina PaDef sintética con Candida glabrata y Candida albicans (L6pez-

Gomez et al., 2016).
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4. JUSTIFICACION

Se sabe que la expresion de los péptidos antimicrobianos puede ser constitutiva e
inducible. Ademas, se ha demostrado que algunos péptidos de la familia de las
defensinas se pueden expresar en diversos organos de las plantas, asi como
durante el desarrollo y la maduracion del fruto e inducirse en respuesta a algunos
tipos de estrés como son la infeccién por patégenos, herida, sequia, salinidad, entre

otros.

A pesar de que se ha demostrado actividad antimicrobiana de la defensina PaDef,
aislada de P. americana var drymifolia, se desconoce su patron de expresion en
plantas y frutos de aguacate, asi como en respuesta a estrés. Por lo anterior, es de
interés realizar estudios sobre el patrén de expresion de esta defensina en plantas
y frutos de Persea americana, asi como su expresion durante la respuesta a

Colletotrichum gloeosporioides y por el dafio por herida.
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5. HIPOTESIS

La expresion de la defensina PaDef de aguacate nativo mexicano (Persea
americana var. drymifolia) es constitutiva en la planta y durante el desarrollo del

fruto, ademas es inducible durante la respuesta a estrés.
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6. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la expresion de la defensina PaDef en aguacate nativo mexicano
(Persea americana var. drymifolia) durante el desarrollo del fruto, en la planta, asi
como en respuesta a herida y durante la infeccion por Colletotrichum

gloeosporioides.

6.1 Objetivos especificos

1. Determinar la expresion de la defensina PaDef en diferentes tejidos y estadios de
desarrollo del fruto de aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia),
asi como en frutos de la variedad americana (P. americana var. americana) y el

cultivar Hass (P. americana Cv. Hass) en madurez de consumo.

2. Determinar la expresion de la defensina PaDef en diferentes tejidos de la planta

de P. americana var. drymifolia.

3. Analizar la expresion de la defensina PaDef en respuesta a infeccién por C.
gloeosporioides y dafio por herida en frutos de P. americana var. drymifolia y de

P. americana Cv. Hass.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo especificos 1, 2 y 4: Determinar la expresién por ensayos tipo Western

blot de la defensina PaDef.

Muestras de Extraccion de %uantlflcguon EIectroIfor%ss
tejido vegetal proteinas e proteinas en gees de
totales poliacrilamida
T|r;c2:|3|ndceon Transferencia a Analisis
membrana Western Blot

Coomassie y/o densitométrico

nitrato de plata PVDF

Infeccién de frutos y dafio por herida.

Infeccion con Lavado y

. Inoculacion de Toma de
C. fragmentacion
gloeosporioides de frutos frutos muestra a Oh
Incubacioén Incubaciéon en
25°C en ambiente
obscuridad por humedo por
4,8,12y 24h 24h
Lavado y Incubacion a
o . - Toma de 25°C en
Dafio por herida frag?ferﬂtt%cslon muestra a Oh oscuridad por 4,
8,12, 24y 48h

Material adicional: Analisis de la expresion del gen PaDef en respuesta a estrés.

Muestras . Electroforesis
sometidas a ExtraAclgllgl)n de en gel de Cuantificacion
estrés Agarosa
Sintesis de PCR punto Analisis
ADNCc final densitométrico
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Material bioldgico

Frutos de Persea americana var. drymifolia (Cham. & Schitdl.) S.F.Blake fueron
colectados en una huerta ubicada en Uruapan Mich. de dos arboles de mas de 50
afos, los cuales presentan un aroma caracteristico anisado en sus hojas, ademas
de que los frutos presentan una cascara lisa y delgada de coloracion negra a
morada al madurar, la que dificilmente se desprende de la pulpa, ademas de una
semilla de gran tamafo. Los frutos seleccionados no presentaban dafios en la
cascara. Los frutos fueron colectados aproximadamente a los 4 meses (inmaduros),
a los 8 meses (madurez fisioldgica), asi como a los 3 dias posteriores al corte
(madurez de consumo), de acuerdo a lo descrito por Ibarra-Laclette et al., (2015).
Su peso oscilé entre 18 a 959 en peso fresco. También se obtuvieron hojas y flores

a partir del &rbol productor de estos frutos.

Para realizar las pruebas de expresién de PaDef en los diferentes tejidos de la
planta, fueron utilizadas plantulas germinadas a partir de la siembra de semillas de

frutos en estudio.

Los frutos de P. americana cv. Hass se colectaron en el mismo sitio de muestreo.
Los frutos seleccionados fueron frutos en madurez fisiolégica los cuales se
mantenian unidos al pedunculo y no presentaban dafios en la cascara, los frutos se
analizaron al alcanzar su madurez de consumo (aproximadamente 8 dias
posteriores al corte). Estos frutos se caracterizaron por presentar una cascara
gruesay rugosa de color negro al madurar, que se desprende facilmente de la pulpa.

Su peso oscilé entre 125 y 225¢g de peso fresco.

Los frutos de P. americana var. americana fueron adquiridos en un mercado local
en Mérida Yucatan. Los frutos presentaban una céscara lisa de color verde al
madurar, la cual se desprende facilmente de la pulpa. Los frutos usados no

mostraban dafios en la cascara y su peso oscilé entre 290 y 420g en peso fresco.

Los tejidos obtenidos se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70°C

hasta su uso.
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8.2 Extraccién de proteinas totales

La extraccion de proteinas totales se realiz6 por el método de Saravanan y Rose
(2004), que se basa en una extraccion realizada con fenol y posteriormente la
precipitacion de las proteinas con acetato de amonio en metanol. Para obtener el
extracto proteico se realizo lo siguiente: Muestras de 100mg de tejido congelado y
pulverizado se mezclaron con 500 pL de Buffer de extraccion (0.5M Tris HCI pH 7.5,
0.5M EDTA, 0.1M KCI, 0.7M Sacarosa y 1% Polivinilpolipirrolidona), 10 yL de -
Mercaptoetanol y 5 yL de PMSF, y se mantuvieron en agitacion en hielo durante 30
minutos, posteriormente se les adiciond 500 pyL de Fenol, se homogeneizaron y se
mantuvieron en agitacion 30 minutos, las mezclas se centrifugaron a 12,000 g
durante 30 minutos. La fase fendlica se separé y se mezclé con 5 volumenes de
Acetato de amonio en metanol al 8% y se dejaron precipitar durante la noche a -
20°C. Las muestras se centrifugaron a 12,000 g durante 30 minutos, se desecho el
liquido y la pastilla se lavo con 300 pL de Metanol absoluto frio y centrifugadas a
12,000 g por 5 minutos, se desechd el metanol y las pastillas se secaron a
temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 50 uL de Buffer de
Resuspensién (0.05M Tris HCI pH 7.4, 0.2M NacCl, 0.02M NaHCOs3, 0.02M MgSOa,
0.01M EDTA y 10% Gilicerol) y 2 yL de SDS al 10% y se mezclaron hasta la
disolucién de la pastilla, se adicionaron 2 uL de B-Mercaptoetanol y 5 uL de PMSF
y se mezclé nuevamente para posteriormente centrifugar y separar el sobrenadante.

Al terminar las muestras fueron almacenadas a -20°C.

8.3 Cuantificacion de proteinas totales por curva de Bradford

Para la realizacion de la curva de calibracion de Bradford se usé como proteina
standard la albumina sérica bovina (BSA). Las concentraciones del estandar
proteico fueron 100, 250, 500, 700 y 1000ug/mL. A partir de estas concentraciones
se mezclaron 5pl con 500uL de reactivo de Bradford y se dejaron reaccionar por 15

minutos a temperatura ambiente para su posterior cuantificacién (Bradford 1976).
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Los estdndares para la curva de calibracion fueron cuantificados en un Eppendorf
Biophotometer 6131 UV/Vis Spectrophotometer en el cual las muestras se medieron

en la funcion Bradford (595nm) en celdas de plastico.

Para la cuantificacion de las muestras se mezclaron 1ul de la muestra de proteina
total o 1uL de Buffer de Resuspension (Blanco) con 500uL de Reactivo de Bradford
y se dejaron reaccionar por 15 minutos para posteriormente cuantificar. Las

muestras usadas presentaron una concentracion igual o mayor a 700 ug/mL.

Asi mismo, las muestras fueron cuantificadas en Thermo Scientific NanoDrop
2000/2000c¢c Spectrophotometers usando la funcion de Protein A280 para lo cual
fueron usados 2ul buffer de resuspension como blanco el cual fue medido en
pedestal, para las muestras cuantificadas se utilizé, asi mismo, 2 yL de cada
muestra, las muestras usadas presentaron una concentracion igual o mayor a
700ug/mL.

8.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Los geles de poliacrilamida fueron elaborados segun lo descrito por Laemmliy Favre
(1973). El gel de poliacrilamida esta formado por 2 partes: el gel de separacion y el
concentrador. Estos geles fueron preparados al 13 y 4% respectivamente con los
componentes que se indican en la Tabla 9.

Tabla 9. Preparacion de los geles de poliacrilamida.
Reactivos y volumenes empleados

Reactivo Gel de separacion (13%) | Gel concentrador (4%)
Agua destilada estéril 2.4 mL 0.8 mL
Tris-HCI 1.5M pH 8.8 1.25 mL -
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 | - 0.39 mL
Acrilamida (49.5% T, 1% C) 1.3 mL 0.26 mL
SDS 10% 50 uL 15.6 pL
Persulfato de amonio 10% 25 uL 11.7 yL
TEMED 5uL 1.15 uL

Se utilizaron muestras de 10 ug de proteina total para cargar los geles de
poliacrilamida y separar las proteinas de los diferentes tejidos. Las muestras fueron
mezcladas con Buffer de carga (0.06M Tris HCI pH 6.8, 12.5% Glicerol, 2% SDS,
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0.0144M B-Mercaptoetanol y 0.1% de Azul de Bromofenol) a una relaciéon de 4:1,

posteriormente se desnaturalizaron a 65°C durante 15 minutos.

Las muestras fueron cargadas en los geles de poliacrilamida los cuales fueron
corridos a 60 Volts por 15-25 minutos y a 120 Volts por 45-55 minutos usando Buffer
de Glicina (0.025M Tris, 0.192M Gilicina, 0.1% SDS a pH 8.3).

Los geles se realizaron por duplicado para posteriormente llevar uno a tincion y otro

a transferencia.

8.5 Tincidn de proteinas con azul de Coomassie

Después de correr el gel, éste fue fijado durante 15 minutos en solucién fijadora
(50% Metanol, 10% Acido acético glacial y 40% Agua destilada). Transcurrido este
tiempo se desechd la solucién y se adiciono la solucion de tincion durante 20
minutos (10% acido acético glacial, 0.05% azul de Coomassie y 89.95% agua
destilada). Posteriormente se deseché la solucion y se enjuagd el gel con agua
destilada para después adicionar la solucion de destincion (7% &acido acético glacial,
5% metanol y 88% agua destilada) hasta la completa eliminacion del colorante en
el gel (Laemmliy Favre 1973). Las proteinas se observaron en un fotodocumentador
Hoefer MacroVue UVis-20.

8.6 Tincidn de proteinas con nitrato de plata

Después de correr, el gel fue fijado durante 1 hora en solucion de fijacion (50%
metanol, 10% acido acético glacial y 40% agua desionizada). Después se desechd
la solucién y se le adiciondé agua desionizada para rehidratar el gel durante 30
minutos, para posteriormente adicionar la solucién sensibilizadora (0.02% tiosulfato
de sodio) con la cual se incubé durante 1 minuto. Transcurrido este tiempo se
enjuago tres veces durante 20 segundos con agua desionizada para posteriormente
incubarse durante 20 minutos en la solucion de nitrato de plata fria (0.15% nitrato
de plata y 0.02% formaldehido). Se realizaron tres enjuagues de 20 segundos con
agua desionizada y se cambi6 de recipiente, enjuagandose durante 1 minuto con
agua. Posteriormente se adiciono la solucion de revelado (3% carbonato de sodio y
0.05% formaldehido) durante 3-5 minutos, se enjuagd con agua desionizada
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durante 20 segundos y se le adiciond la solucion terminadora (5% acido acético)
durante 5 minutos (Schagger, 2006).

8.7 Electrotransferencia de proteinas a membranas PVDF

Se realizaron transferencias semisecas, para esto el gel de poliacrilamida se
equilibré con buffer Blotting o Bjerrum y Schafer-Nielsen (0.048M Tris, 0.039M
glicina, 20% metanol a pH 9.2) durante 15 minutos. La membrana de PVDF fue
permeabilizada durante 15 segundos en metanol y 2 minutos en agua destilada.
Posteriormente se equilibré con Buffer Blotting durante 20 minutos. Se equilibraron
6 papeles filtro de mayor tamafio que la membrana en buffer Blotting por 10 minutos.

Se coloco sobre el catodo del Transblot 3 de los papeles filtro equilibrados, seguida
de la membrana PVDF y el gel para después colocar los 3 papeles filtro restantes.
Se coloc6 el &nodo y se conectd el Transblot a la fuente de energia. La transferencia
se realiz6 a un amperaje constante de 0.07Amperes durante 60 minutos.

Transcurrido este tiempo se retiré la membrana para realizar el Western Blot.

8.8 Anticuerpo Anti-PaDef

El anticuerpo Anti-PaDef es un anticuerpo policlonal, el cual fue sintetizado por la
empresa BIOMATIK al inocular la defensina PaDef de aguacate nativo mexicano (P.
americana var. drymifolia) en conejos hasta obtener una respuesta inmune, para

posteriormente ser purificado mediante cromatografia de afinidad.

8.9 Western blot con anticuerpos primarios Anti-PaDef y Anti-Actina

El Western Blot se realiz6 con TBS (0.1M Tris-HCI pH 7.2 y 0.15M NacCl); la
membrana se incubé durante 1 hora con TBST (0.1M Tris-HCI pH 7.2, 0.15M NaCl,
0.05% Tween 20 y 1% albumina de huevo) con los anticuerpos primarios Anti-Actina
y Anti-PaDef con titulos de 1:5000, transcurrido este tiempo se enjuagd 2 veces con
TBS durante 10 segundos. Posteriormente se incubd durante 30 minutos con TBST
con el anticuerpo secundario Anti-Rabit con titulos de 1:2000 y se enjuagé 2 veces
por 10 segundos con TBS. Posterior a esto se realizdé un enjuague de 1 minuto con

la solucion | (0.1M Tris pH 7.2 y 0.15M NaCl) seguido de otro enjuague de 3 minutos
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con la solucion Il (0.1M Tris pH 7.2, 0.05M MgCl2 y 0.1M NaCl). Después la
membrana se colocé en una caja Petri cubierta con papel aluminio para su posterior

revelado.

Para la solucion de revelado se mezclaron 2.5 ml de NBT (Cloruro de nitroblue
tetrazolium), 2.5 ml de BCIP (Sal de la p-Toluidina de fosfato 5-Bromo-4-Cloro-3-
Indolilo) y 20 ml de agua destilada. Esta solucion se adiciond en la caja Petri con la
membrana y se agitdo durante 15 minutos o hasta la aparicion de las bandas, la

membrana es enjuagada en agua y secada.

8.10 Analisis densitométrico

Para realizar el andlisis de imagenes se uso el software ImageJ a partir del cual se
obtuvieron las areas por carril en el gel de poliacrilamida tefiido, a partir de estos
datos se realiz6 el calculo de las concentraciones aproximadas por carril, las cuales
sirvieron para hacer correcciones en las imagenes de las membranas. Para las
membranas asi mismo fue calculada el area por banda presente en cada carril
(Actina y PaDef) y se realiz6 el ajuste de concentracion correspondiente a cada
carril del gel tefiido. A partir de estos datos se obtuvo la expresion de los péptidos

antes mencionados en cada tejido.

8.11 Infeccidn de frutos con C. gloeosporioides

El hongo C. gloeosporioides se inoculdé en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa
(PDA) y se incub6 durante 7 dias a 25°C en oscuridad. Transcurrido este tiempo de
incubacion, se tomd una pequefia cantidad de micelio y se colocé en un
portaobjetos, donde se mezclé con agua estéril para visualizar las esporas en

microscopio optico.

A patrtir del micelio de C. gloeosporioides se obtuvo una suspensién de esporas en
una concentracion de 1x108 esporas/mL. Las esporas fueron obtenidas del micelio
mediante la adicion de 5 mL de agua estéril y raspado del mismo, evitando la
presencia del micelio. Posteriormente se determind el nimero de esporas en una

camara de Neubauer para ajustar la concentracion indicada de esporas.
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8.11.1 Estrés por infeccién fungica

Los frutos de P. americana var. drymifolia y P. americana cv. Hass en madurez de
consumo fueron lavados con agua estéril y se dejaron secar para posteriormente
realizar los cortes necesarios en cada fruto para obtener fragmentos de entre 3y 5
g de peso fresco. Los fragmentos restantes se colocaron en recipientes de plastico
y se inocularon con 2 L de la suspension de esporas de C. gloeosporioides (1x10°8
esporas/mL) y 2 uL de agua estéril para la muestra control, se tomé la muestra a
las 0 horas y posteriormente se cerraron los recipientes los que se colocaron en
oscuridad a 25°C e incubados por 4, 8, 12 y 24 horas, tiempos a los que se
analizaron las muestras. Transcurridas las 24 horas, se incubé otro fragmento en
ambiente humedo para favorecer el desarrollo del patégeno por 24 horas mas (48
horas), lo cual se realizé con la finalidad de observar el avance de la infeccion y/o

el crecimiento del micelio en el tejido.

Las muestras de tejido se tomaron en los diferentes tiempos, congeladas en

nitrégeno liquido y almacenadas a -70C hasta su procesamiento.

8.11.2 Estrés por dafo por herida

Para realizar la cinética de dafio por herida, los frutos se lavaron con agua estéril y
se dejaron secar para posteriormente realizar los cortes necesarios a cada fruto
para obtener fragmentos de entre 3-5 g de peso fresco. A partir de estas muestras
se tomd la muestra a tiempo 0 (0 horas) y las muestras restantes se colocaron en
recipientes de plastico y se incubaron en oscuridad a 25°C por 4, 8, 12 y 24 horas,
tiempos en los que se analizaron las muestras. Transcurridas las 24 horas se coloco
otro fragmento de fruto en ambiente humedo por 24 horas mas (48hrs) con la
finalidad de observar si el fruto presentaba crecimiento de patdgenos lo que
indicaria la contaminacién de la muestra, lo que a su vez podria arrojar resultados

erréneos en pruebas posteriores.

Las muestras se sometieron a ensayos tipo western blot siguiendo la metodologia

descrita en las secciones 8.2 a 8.8.
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8.12 Andlisis de la expresion de PaDef por PCR semicuantitativo

La expresion del gen PaDef fue analizada bajo estrés por infeccion fangica y dafio

por herida en frutos de P. americana var. drymifolia y P. americana cv. Hass.

a) Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN se uso el método descrito por Lépez-Gomez, Gomez-
Lim (1992). 100 mg de muestra se mezclaron con 600 uL de Buffer de lisis (0.15M
Tris-Borato pH 7.5, 0.05M EDTA y 2% SDS) a 65°C y 2 uL de B-mercaptoetanol y
se calentaron por 15 minutos a 65°C, se mezclé el homogenizado con 16.6 pL
acetato de potasio 5M y 275 pL de etanol 100% frio y se mezclé durante 1 minuto,
para después centrifugar muestras a 10,000 g por 10 minutos de las que fue
recuperada la fase acuosa, la que se mezcl6 con un volumen igual de PCI (fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico 50:49:1) y se centrifugd a 10,000 g por 10 minutos
para recuperar la fase acuosa, a la que se le adicion6 1/3 del volumen de cloruro de
litio 9M y se precipitdé durante la noche a -20°C. Posteriormente se centrifugo a
13,000 RPM durante 20 minutos, se desechd el liquido y la pastilla se dejé secar
para posteriormente resuspender en 30 uL de agua destilada estéril. Las muestras

fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.

b) Electroforesis en gel de Agarosa

Con la finalidad de visualizar la integridad de las muestras de ARN, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tefiida con bromuro de etidio a un voltaje
de 90 volts por aproximadamente 30 minutos.

c) Cuantificacién de ARN

Las muestras se cuantificaron en Thermo Scientific NanoDrop 2000/2000c
Spectrophotometers usando la funcién de &cidos nucleicos para lo cual fueron
usados 2uL de agua estéril como blanco, el que fue medido en pedestal. Para las
muestras cuantificadas se utilizd, asi mismo, 2 yL de cada muestra y se obtuvieron

concentraciones en ng/pL.
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d) Eliminacién de ADN

Para la digestion de ADN se mezclaron las muestras de RNA con 1 uL de Buffer de
Reaccion de DNasa | (10X), 1 yL de DNasa |, asi como, agua inyectable para
completar 10 yL. Esta mezcla fue incubada a temperatura ambiente durante 15
minutos para posteriormente desactivarse con la adicion de 1 yL de EDTA (0.025M)

y calentando a 65°C por 10 minutos.

e) Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para la sintesis de ADNc se prepararon mezclas de reaccion con un volumen final
de 20 pL, para lo que se mezclaron 1ug de ARN total, 1 yL de Primer Random y el
volumen restante para completar 12.5 uL se adicioné de agua libre de nucleasas.
Se adicionaron 4 uL de Buffer de Reaccion 5X, 0.5 uL de RNasa out, 2 uL de mezcla
de dNTP’s (0.010M), 0.5 uL de Enzima Reverso Transcriptasa. Completar 20 pL de
mezcla con agua libre de nucleasas (0.5 pL).

Las mezclas se incubaron a 42°C por 60 minutos para posteriormente calentarse a
70°C por 10 minutos. Para comprobar la calidad de ADNc se corrié un gel agarosa.
Los ADNCc fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

f) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final

Se realiz6 un PCR punto final para lo cual se emplearon: 0.2 yL de dNTP’s 2mM,
1.0 pL de Buffer Taq 10X, 0.3 yL de MgCl225mM, 1 uL de Taq Polimerasa 10uM,
4.3 uL de Agua, 0.2 uL de Oligo Fw 10mM, 0.2uL de Oligo Rv 10mM y 1 uL ADNc
100ng/uL, se obtuvieron mezclas de reaccién con un volumen final de 10 pL.

Los oligonucleétidos empleados son PaDef como gen problema y 60S y SUMO

como genes enddgenos.
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El programa para los PCRs fue el siguiente:

Gen problema: PaDef

30 ciclos
J! y
| '1
94°C | 94°C 72°C 1 72°C
: ; ! _
10 min @ 45 seg \\ / 60seg | 7min \\
! 65°C / ! .40
! \\ }_/ : \
30 seg 00
Genes endbdgenos: 60S y SUMO
30 ciclos
)
| .\
94°C | 94°C 72°C | 72°C
10 min | 45 seg 60 seg ! 7 min
: 60°C : 4°C
| 30 seqg ' o0

Los productos de amplificacion fueron detectados por electroforesis en gel de
Agarosa al 1.2%, tefida con Bromuro de Etidio a un Voltaje de 90 por

aproximadamente 30 minutos.

g) Andlisis Densitométrico

Para el andlisis de imagenes se empleo el programa ImageJ a partir del cual se
obtuvieron las areas aproximadas por banda obtenida en cada muestra analizada.

h) Analisis estadistico

Para la realizacion del andlisis estadistico se utilizo el software Statistics en el cual
se realizaron pruebas de ANOVA de 1y 2 vias para las pruebas cuantitativas, asi

como la prueba t de student para las pruebas cualitativas.
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9. RESULTADOS
9.1 Proporcion de tejidos por fruto

Los frutos obtenidos durante las colectas se pesaron y separados en semilla, pulpa
y cascara, y a partir de los datos obtenidos se calculé el porcentaje promedio por
tejido en peso fresco, los resultados fueron analizados usando la prueba de ANOVA
de 2 vias con un valor de p<0.05. Los resultados mostraron que la semilla P.
americana var. drymifolia representa aproximadamente el doble que en los frutos
de P. americana var. americanay de P. americana cv. Hass, asi mismo el porcentaje
de pulpa es menor al 60% en P. americana var. drymifolia, mientras que el
porcentaje en P. americana var. americana y P. americana cv. Hass, es mayor al
70%. En relacién a la cascara los 3 frutos muestran un porcentaje similar (10% *2)

como se muestra en la Figura 16.

Porcentaje de tejido en frutos de aguacate

d

Porcentaje en peso fresco

Var. drymifolia Var. drymifolia Var.drymifolia Cv.Hass M.C. Var. americana
Inm. M.F. M.C. M.C.

Fruto

W Cascara "Pulpa mSemilla

Figura 16. Porcentaje por tejido en Persea americana. Porcentaje de cascara, pulpa
y semilla en P. americana var. drymifolia, P. americana var. americana y P.
americana cv. Hass en diversos estadios de maduracion. Inm: Inmaduro, M.F.:
Madurez Fisiolégica y M.C.: Madurez de Consumo. Los datos representan el valor
promedio +D.E. de una muestra minima de 5 frutos. Las letras indican diferencias
significativas con un valor de p<0.05.
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Estos datos muestran que los frutos seleccionados de P. americana var. drymifolia
presentan una semilla de gran tamafio, lo que ha sido reportado para esta variedad
por Barrientos y Lopez, en 1998, una caracteristica distintiva de los frutos de esta

variedad.

9.2 Extraccion de proteinas totales y electroforesis en condiciones

desnaturalizantes

Se realiz0 la extraccion de proteinas por el método descrito y se usaron muestras a
una concentracion final de 10ug de proteina total, las cuales se corrieron en geles
de poliacrilamida al 13% en donde se pudo observar concentraciones similares
entre las muestras usadas como se muestra en la Figura 17, ademas se observé la
presencia de bandas de un peso molecular aproximado al de PaDef (5.2kDa), como

se muestra en la Figura 17 (recuadro rojo).

Inmaduro Madurez Madurez de
I fisiologica = coniumo\
M s P ¢c's P ¢c'‘s P ¢

kDa

26.6

16.9
14.4
6.5

3.4 5.2kDa

Figura 17. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 13%. Muestras
de 10ug de proteina total tefiido con nitrato de plata. Tejidos analizados de frutos
de P. americana var. drymifolia: S: Semilla, P: Pulpa y C: Céascara de frutos
Inmaduros, en Madurez fisiolégica y Madurez de consumo.

9.3 Ensayo tipo Western blot

Como pruebas iniciales con el anticuerpo Anti-PaDef se realizaron pruebas con el
péptido sintético PaDef y con muestras de proteina total de pulpa de P. americana
var. drymifolia en madurez de consumo. Se encontré que el anticuerpo muestra una

solo banda en la muestra de pulpa de aguacate. Ademas de que reconoce el péptido
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desde concentraciones de 1lug/uL del péptido sintético PaDef (Sintetizado por
BIOMATIK a partir de la secuencia reportada en el NCBI) como se muestra en la
Figura 18.

Dot blot con
PaDef sintético

PaDef en
pulpaen M.C.

Figura 18. Ensayo tipo Western blot. Péptido sintético PaDef (1ug/uL), Pulpa en
madurez de consumo (25 ug de proteina total).

9.4 Expresion del péptido PaDef durante el desarrollo del fruto

Para conocer la expresion de la defensina PaDef durante el desarrollo del fruto se
analizaron los siguientes tejidos: Semilla, Pulpa y Cascara de frutos inmaduros, en
madurez fisiolégica y en madurez de consumo. Las muestras analizadas contenian
10 uyg de proteina total, con la finalidad de conocer si las concentraciones
empleadas de muestra eran comparables, se realiz6 la tincion de un gel de
poliacrilamida con azul de Coomassie, con el que se mostraron concentraciones
similares, ademas se realiz6 una tincion con nitrato de plata la cual mostrod
concentraciones similares en las muestras analizadas. Posteriormente se realizo un
Western blot con los anticuerpos Anti-PaDef (péptido problema) y Anti-Actina
(proteina endodgena), observando que el péptido muestra distintos niveles de
expresion en todos los tejidos analizados. Como se muestra en la Figura 19, los
tejidos que muestran una menor expresion del péptido son los provenientes de
semillas en los estadios analizados, seguidos de los de pulpa y mostrando una

mayor expresion del péptido en la cascara de los frutos analizados.
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Figura 19. Western Blot de muestras de P. americana var. drymifolia durante la
maduracion del fruto. Tejidos analizados: cascara, pulpa y semilla de frutos
inmaduros, en madurez fisiolégica y en madurez de consumo.

Con el analisis densitométrico se normalizo la expresion del péptido problema entre
la proteina enddgena (PaDef/Actina), obteniendo los niveles de expresion relativa
de PaDef. Con el analisis estadistico (prueba de t de student con un valor
establecido de p<0.05), los datos fueron graficados usandose los promedios de la

expresion en cada tejido analizado.

Al realizar una comparativa entre los niveles de expresion presentes en los tejidos,
se asigno al tejido con el nivel de expresion mas bajo un valor arbitrario (1.0, semilla
de fruto en madurez fisioldgica). En la Figura 20 se puede observar que los niveles
de expresion en semilla no presentan diferencias estadisticamente significativas en
los frutos inmaduros y en madurez fisiolégica, mientras que, en la semilla de los
frutos en madurez de consumo se observa un aumento altamente significativo en la
expresion del péptido PaDef. En la pulpa se observa un comportamiento similar al
presente en semilla, para la cascara se observan distintos niveles de expresion,
presentandose una mayor expresion en el fruto en madurez fisiolégica, sin

diferencias estadisticamente significativas.

48



Expresiéon Relativa de PaDef durante la maduracion del
fruto
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Figura 20. Expresion relativa de PaDef en P. americana var. drymifolia durante la
maduracion del fruto. Estadio de maduracion de los frutos analizados: Inmaduro,
Madurez fisiolégica y Madurez de consumo. Los datos representan el valor
promedio +D.E. de 2 experimentos independientes. Las letras indican diferencias
significativas con un valor de p<0.05.

9.5 Expresién del péptido PaDef en diferentes frutos de P. americana

Al igual que en el apartado anterior se analizo la expresion del péptido PaDef en P.
americana var. drymifolia, P. americana cv. Hass y P. americana var. americana en
madurez de consumo, separandose los tejidos de cada fruto para los analisis de
expresion. Al realizarse el Western blot de estos tejidos se encontré que la menor
expresion del péptido PaDef se presenta en semilla y visualmente se observa una
expresion similar en las pulpas y cascaras analizadas como se muestra en la Figura
21.
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Figura 21. Expresion de PaDef en frutos de P. americana en madurez de consumo.
Muestras de P. americana var. drymifolia, P. americana cv. Hass y P. americana
var. americana. Tejidos analizados: cascara, pulpa y semilla.

Para conocer los niveles de expresion entre los tejidos de los frutos analizados se
le asignd un valor arbitrario (1.0) al tejido con menor nivel de expresion (semilla de
P. americana var. americana) y se realizo el ajuste de los datos basandose en este
nivel minimo de expresién. Los resultados se muestran en la Figura 22 en la cual
se observa que en semilla la menor expresion del péptido PaDef esta presente en
P. americana var. americana, mientras que, la mayor expresion se presenta en P.
americana cv. Hass, al ser mas de tres veces mayor que en P. americana var.
americana, en el caso de P. americana var. drymifolia se encontré que la expresion
es ligeramente menor a la presente en P. americana cv. Hass, sin presentar

diferencias estadisticamente significativas.

En pulpa, la mayor expresion se presenta en P. americana var. americana, mientras
qgue la expresion en P. americana var. drymifolia y en el cultivar Hass, son casi
iguales, sin diferencias estadisticamente significativas. Para cascara se encontr
que P. americana cv. Hass presenta la menor expresion, seguida de P. americana
var. drymifolia, con una mayor expresion en P. americana var. americana, Sin

mostrar diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 22. Expresion relativa de PaDef en P. americana. Frutos analizados: P.
americana var. drymifolia, P. americana cv. Hass y P. americana var. americana.
Los datos representan el valor promedio +D.E. de 2 experimentos independientes.
Las letras indican diferencias significativas con un valor de p<0.05.

9.6 Expresién del péptido PaDef en tejidos de P. americana var. drymifolia

Se analizaron los tejidos de raiz, tallo, hoja y flor encontrandose diversos niveles de
expresion en todos los tejidos analizados; la menor expresion se observo en raiz,
seguida de la flor, la expresion de PaDef en tallo y hoja se muestra en la Figura 23

es similar.

PaDef .

Actina

Figura 23. Analisis de la expresion de PaDef en plantas de P. americana var.
drymifolia. Tejidos analizados: R: Raiz, T: Tallo, H: Hojay F: Flor.

Al igual que en los casos anteriores se realizo el analisis densitométrico del péptido
problema y la proteina enddgena, para posteriormente normalizar los datos
obtenidos (PaDef/Actina). Al tejido que presentaba una menor expresion (raiz) se le
asigno el valor arbitrario de 1.0 y posteriormente se escalaron los demas datos; esto

mostré que como se mencion0 anteriormente, la expresion es menor en raiz,
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mientras que en flor la expresiéon de PaDef es mas del doble y la del tallo y hoja es
mas del triple de la presentada en raiz. En estos valores no se encontraron
diferencias significativas en la expresion relativa de PaDef en tallo y hoja, pero si en

raiz y flor (Figura 24).

Expresion Relativa de PaDef en tejidos de planta
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Figura 24. Expresion relativa de PaDef en plantas de P. americana var. drymifolia.
Tejidos analizados: Raiz, Tallo, Hojay Flor. Los datos representan el valor promedio
+tD.E. de 2 experimentos independientes. Las letras indican diferencias
significativas con un valor de p<0.05.

9.7 Infeccion de frutos de P. americana con C. gloeosporioides

En la Figura 25-A se presenta el cultivo de 7 dias de C. gloeosporioides el que
presenta una coloraciébn naranja claro en la base del medio de cultivo,
correspondiente a la acumulacion de conidios en el medio, ademas de presentar
esporas como se muestra en la Figura 25-B. La concentracion de esporas
presentes en la suspensiéon (Figura 25-C), fue ajustada a una concentracion final
de 1x108 esporas/mL.
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Figura 25. Cultivo de C. gloeosporioides por 7 dias en medio PDA (A); Esporas
visualizadas en microscopio 6ptico con objetivo 40x (B); Cuantificacién de esporas
visualizada en microscopio éptico con objetivo 20x (C).

Con la suspension de esporas de C. gloeosporioides obtenida se realizé la infeccién
de los frutos en madurez de consumo (3 dias posteriores al corte para P. americana
var. drymifolia y entre 5, y 6 dias posteriores al corte para P. americana cv. Hass),
para lo cual fueron inoculados 2uL de la suspensién de esporas a 1x10°
esporas/mL, siendo inoculadas alrededor de 2000 esporas en cada fragmento de
fruto, mientas que el fragmento del fruto control fue inoculado con 2 yL de agua

estéril.

En los tiempos analizados se encontré que en P. americana var. drymifolia, los
frutos no presentaron dafios visibles durante las 12 horas posteriores a la
inoculacion del patégeno (Figura 26-B, C y D), mientras que los de P. americana
cv. Hass presentaron dafio en el tejido a partir de las 4 horas posteriores a la
inoculacion (Figura 27-B, C, D). Después de 14 horas de exposicion al patégeno,
se observo el crecimiento de las zonas de dafio en P. americana cv. Hass y a las
16 horas en P. americana var. drymifolia se observé un ligero oscurecimiento de la
zona de inoculacion el cual fue aumentando, mostrando que, a las 24 horas, las
zonas de inoculacién ademas de la modificacion en la coloracién presentaron un
ligero hundimiento en el centro de la lesion (Figura 26-E). A las 24 horas, los frutos
de P. americana cv. Hass mostraron lesiones en los sitios de inoculacién del
patégeno, asi como en la zona radial. Cuando éstos se sometieron a un ambiente

hamedo, se favorecié el crecimiento del patégeno, encontrando mayores zonas de
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dafio en el fruto de P. americana var. drymifolia, mientras que los frutos del cultivar
Hass, mostré ademas el crecimiento del micelio (Figura 27-E). Los frutos no
tratados mostraron una ligera oxidacion del tejido a las 24 horas de inoculacion
(Figuras 26-Ay 27-A). Es importante destacar que la apariencia de los frutos se vio

modificada a partir de las 8 horas posteriores al tratamiento en los frutos analizados.

Figura 26. Fragmentos de frutos de P. americana var. drymifolia inoculados con 2uL
de suspension de esporas de C. gloeosporioides a concentracion de 1X10°
esporas/mL e incubados a 25°C en oscuridad. A) Control B) Fruto 4h post-
inoculacion, C) Fruto 8h post-inoculacion, D) Fruto 12h post-inoculacion, E) Fruto
24h post-inoculacién y F) Fruto 48h post-inoculacion.

¥

Figura 27. Fragmentos de frutos de P. americana cv. Hass inoculados con 2uL de
suspensioén de esporas de C. gloeosporioides a concentracion de 1X10¢ esporas/mL
e incubados a 25°C en oscuridad. A) Control B) 4h C) 8h D) 12h E) 24h y F) 48h
post-inoculacion.
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9.8 Cinética de dafio por herida en frutos de P. americana

Para la cinética de dafio por herida no se observaron modificaciones considerables
en los frutos analizados, solo una ligera oxidacion en el tejido durante los tiempos

analizados como se muestra en las Figuras 28 y 29.

Figura 28. Fragmentos de frutos de P. americana var. drymifolia. Cortado e
incubado a 25°C en oscuridad. A) Control, B) 4h, C) 8h, D) 12h, E) 24h y F) 48h
posterior a herida.

Y

Figura 29. Fragmentos de fruto de P. americana cv. Hass. Cortado e incubado a
25°C en oscuridad. A) Control B) Fruto 4h posterior a herida, C) Fruto 8h posterior
a herida, D) Fruto 12h posterior a herida, E) Fruto 24h posterior a herida, F) Fruto
48h posterior a herida.
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9.9 Expresién del péptido PaDef en respuesta a estrés

Para conocer la expresion del péptido PaDef en respuesta a estés, se analizaron
muestras sometidas a la infeccion por C. gloeosporioides y dafio por herida durante
0, 4, 8, 12 y 24 horas, posterior al tratamiento. Al realizar el Western blot se
observaron distintos niveles de expresion en los tiempos analizados, asi como en

los tratamientos de estrés empleados, como se muestra en las Figuras 30 y 31.

Infeccion Herida
&. |
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Figura 30. Analisis de la expresion por ensayo de Western blot de PaDef de P.
americana var. drymifolia en respuesta a estrés. Western Blot de muestras de P.
americana var. drymifolia infectadas con C. gloeosporioides (0, 4, 8, 12 y 24 horas
posteriores a inoculacion) y bajo dafio por herida (0, 4, 8, 12 y 24 horas posteriores
a dano).
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Figura 31. Andlisis de la expresioén por ensayo de Western blot de PaDef de P.
americana cv. Hass en respuesta a estrés. Western Blot de muestras de P.
americana cv. Hass infectadas con C. gloeosporioides (0, 4, 8, 12 y 24 horas
posteriores a inoculacion) y bajo dafio por herida a (0, 4, 8, 12 y 24 horas posteriores
a dafio).

Como se observa en la Figura 32, los frutos de Persea americana var. drymifolia
tratados con el patbgeno mostraron una expresion relativa del péptido PaDef con
un aumento de mas de 4 veces a las 4 horas posteriores a la inoculacion del
patogeno, resultado que muestra diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con la expresiéon mostradas a las 0, 8, 12 y 24 horas analizadas.

Después la expresion disminuyé a niveles menores a los presentes a las 0 horas,
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observandose ademas un aumento en la expresion del péptido a las 12 horas, sin
diferencias significativas en comparacion con la expresion mostradas a las 0, 8, 12
y 24 horas analizadas. Para el tratamiento de dafio por herida, se encontré que la
expresion del péptido disminuye ligeramente en los tiempos analizados sin mostrar

diferencias estadisticamente significativas.

Expresion Relativa de PaDef en respuesta a estrés
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Figura 32. Andlisis de la expresion relativa de PaDef en P. americana var. drymifolia
en respuesta a estrés mediante Western blot. Las muestras analizadas
corresponden a tiempos de 0, 4, 8, 12 y 24 horas posteriores al tratamiento. Los
datos representan el valor promedio +D.E. de 2 experimentos independientes. Las
letras indican diferencias significativas con un valor de p<0.05 en una prueba de
ANOVA de una via.

En los frutos de P. americana cv. Hass sometidos a infeccion, los niveles de
expresion presentan una disminucion a las 4 horas posteriores a la inoculacion del
patdgeno, mientras que en los tiempos posteriores (8 y 12 horas) se presenta un
aumento en est4, mayor a los niveles presentes a las 0 horas, seguido de una ligera
disminucién en la expresién del péptido PaDef, sin observar diferencias
estadisticamente significativas. La expresion relativa de PaDef en los frutos
sometidos a dafio por herida se encontré que, a las 4 y 8 horas posteriores al dafio,
se presentd un ligero aumento en la expresion del péptido PaDef, para
posteriormente mostrar una disminucion de la expresion, al igual que en la expresion
mostrada en los frutos tratados con el patdgeno, las diferencias no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (Figura 33).
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Figura 33. Analisis de la expresion relativa de PaDef en P. americana cv. Hass en
respuesta a estrés mediante Western blot. Las muestras analizadas corresponden
atiempos de 0, 4, 8, 12 y 24 horas posteriores al tratamiento. Los datos representan
el valor promedio +D.E. de 2 experimentos independientes. Las letras indican
diferencias significativas con un valor de p<0.05 en una prueba de ANOVA de una
via.

9.10 Material adicional

Expresion de PaDef en respuesta a estrés por ensayo PCR-semicuantitativo

Dado que los datos hasta este punto no eran totalmente concluyentes se procedio
a realizar el analisis de la expresion por PCR semicuantitativo del gen PaDef en las
muestras de frutos de P. americana var. drymifolia y del cultivar Hass, sometidas a
estrés, con la finalidad de tener una mejor perspectiva del comportamiento de la
expresion de este gen durante la respuesta a estrés. Los niveles de expresion del
gen PaDef se normalizaron con la expresién del gen enddgeno 60S, este gen fue
seleccionado ya que presentaba un comportamiento mas estable en comparacién
con SUMO.

En los frutos de P. americana var. drymifolia sometidos a infeccion y herida se
encontré que la expresion relativa del gen, en ambos tratamientos, muestra un
comportamiento similar durante los tiempos analizados, como se muestra en la
Figura 34, sin observar variaciones estadisticamente significativas en la expresién

del gen a las 0, 4, 8 y 12 horas posteriores a la infeccion. Sin embargo, a las 24
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horas posteriores al tratamiento se observo un aumento en la expresion de PaDef
con un valor altamente significativo, que coincide con la presencia de necrosis del
tejido en el tratamiento de la infeccion, asi como un ablandamiento del tejido en
ambos tratamientos. En respuesta a herida, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas a las 0, 4 y 8 horas posteriores al dafio generado,
mientras que a las 12 horas se presenta una diminucion en la expresion, la cual al
completarse las 24 horas, alcanza niveles similares a los presentados a las 0 horas

de tratamiento.

Expresion Relativa de PaDef en respuesta a estrés
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Figura 34. Analisis de la expresion relativa de PaDef en mesocarpo de P. americana
var. drymifolia en respuesta a estrés por PCR semicuantitativo. Las muestras
analizadas corresponden a tiempos de 0, 4, 8, 12 y 24 horas posteriores al
tratamiento. Los datos representan el valor promedio #D.E. de 3 experimentos
independientes. Las letras indican diferencias significativas con un valor de p<0.05
en una prueba de ANOVA de una via.

En los frutos de P. americana cv. Hass tratados con el patégeno no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas hasta las 8 horas posteriores a la
inoculacion como se muestra en la Figura 35, mientras que a las 12 horas se
presentd un aumento en la expresion del gen PaDef, la cual es altamente
significativa. Este aumento coincide con el aumento de tamafio en las lesiones
observadas en el tejido, al completarse las 24 horas posteriores a la inoculacion del
patogeno, en la que la expresion del gen mostré un nivel menor al presentado a las

0 horas de tratamiento. El fruto tratado por dafio por herida mostré6 un aumento en
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la expresién del gen a las 8 y 12 horas posteriores al dafio, seguido de la
disminucién a las 24 horas a un nivel de expresion similar al presentado a las 0

horas.

Expresion Relativa de PaDef en respuesta a estrés

6 [0

Expresion Relativa
w

Tiempo posterior al tratamiento (h)

—— Infecciéon —@—— Herida

Figura 35. Analisis de la expresion relativa de PaDef en mesocarpo de P. americana
cv. Hass en respuesta a estrés por PCR semicuantitativo. Las muestras analizadas
corresponden a tiempos de 0, 4, 8, 12 y 24 horas posteriores al tratamiento. Los
datos representan el valor promedio £D.E. de 3 experimentos independientes. Las
letras indican diferencias significativas con un valor de p<0.05 en una prueba de
ANOVA de una via.
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10. DISCUSION

Barrientos y Lopez, (1998) describieron algunas caracteristicas especificas de las
tres variedades de Persea americana (P. americana var. americana, P. americana
var. guatemalensis y P. americana var. drymifolia), entre las cuales se encuentran
las altitudes y climas 6ptimos de crecimiento, asi como las caracteristicas distintivas
que presentan los frutos de estas variedades, destacando para esta investigacion

que los frutos de P. americana var. drymifolia presenta una semilla de gran tamafio.

De acuerdo con los datos obtenidos se encontré6 que la semilla de los frutos
seleccionados de P. americana var. drymifolia presentan una diferencia de
porcentaje altamente significativa si se compara con las semillas de los frutos de P.
americana var. americana y del cultivar Hass como se puede observar en la Figura
16.

Lopez-Gomez et al., (2016) encontraron una abundante expresion de un transcrito
relacionado con la defensa (PaDef) en pulpa de fruto preclimatérico de P. americana
var. drymifolia, mientras que en la pulpa y céscara de frutos climatéricos y
postclimatéricos no se encontro la presencia de éste. Sin embargo, se desconoce
el patron de expresion de este péptido en diferentes tipos de fruto de aguacate, asi
como en la planta y en estrés de plantas, como por infeccion fungica y por dafio por

herida, de aguacate nativo mexicano.

Al conocerse las funciones del péptido PaDef, fue de interés conocer el patron de
expresion en diferentes estructuras de las plantas y durante la maduracién de los
frutos de P. americana var. drymifolia, para los que se realizaron ensayos de
Western blot en los cuales se analizaron frutos inmaduros, en madurez fisioldgica y
en madurez de consumo, encontrandose distintos niveles de expresion en los
tejidos analizados (semilla, pulpa y céscara), asi como en los estadios de
maduracion analizados, siendo la menor expresion la presente en la semilla de los

tres estadios, seguido de pulpa y cascara (Figura 19).

Al realizarse los analisis densitométrico y estadistico se encontro que la expresion

del péptido PaDef mostraron una expresion relativa similar en las semillas de fruto
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inmaduro y en madurez fisiolégica, mientras que en madurez de consumo se
observé un aumento significativo en la expresion. En pulpa se observo un aumento
similar en el mismo estadio de maduracion, mientras que en cascara los niveles de
expresion relativa no presentan diferencias significativas (Figura 20). De acuerdo a
lo planteado por Meneguetti et al., (2017) este aumento en la expresion se puede
deber a que con esto el fruto presenta una mayor proteccion al ataque de
patdgenos, que aumenta la integridad del fruto y favorece la maduracion de la

semilla.

Estos datos indican que la defensina PaDef es constitutiva durante el desarrollo y
maduracion del fruto de P. americana var. drymifolia al igual que las defensinas
CDefl y J1 de Capsicum annuum los cuales se expresan durante la maduracién del
fruto (Maarof et al., 2011; Meyer et al., 1995).

También se ha demostrado la expresion de diversas defensinas durante el
desarrollo y maduracion de fruto entre variedades y cultivares de algunos frutos
como son la defensina CADEF1 de Capsicum annuum cv. Hanbyul, CDefl de
Capsicum annuum var. MC11 y la defensina J1 de Capsicum annuum var. Yolo
Wonder y la defensina J1-1 de Capsicum annuum cv. Nokkwang (Do et al., 2004,
Maarof et al., 2011; Meyer et al., 1995; Seo et al., 2014).

Debido a esto se realizaron andlisis de la expresion de PaDef en frutos de P.
americana var. drymifolia, P. americana cv. Hass y P. americana var. americana en
madurez de consumo, lo cual nos ayudara a correlacionar si este péptido interviene
en la resistencia al ataque de patdgenos. Se encontr6 que la defensina PaDef
presenta distintos niveles de expresion en semilla, pulpa y cascara en los frutos
analizados como se muestra en la Figura 21, siendo la menor expresioén de PaDef

en las semillas.

Asi mismo, se encontr6 que el péptido PaDef muestra una menor expresion en
semilla de P. americana var. americana, la expresion en P. americana var. drymifolia
y del cultivar Hass presentan una expresion estadisticamente similar, por otro lado,
la expresion de PaDef en pulpa y cascara no muestra diferencias estadisticamente

significativas (Figura 22).
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Esto muestra que la defensina PaDef tiene una expresion constitutiva en los frutos
en madurez de consumo de P. americana var. drymifolia, P. americana cv. Hass y

P. americana var. americana.

Diversos estudios demuestran que las defensinas son constitutivas en tejidos de
planta como es el caso de la defensina NbDefl.1, 1.2, 1.3, 1.4 y 1.6 de Nicotiana
benthamiana las cuales son constitutivas en raiz, tallo, hoja, flores y semilla o las
defensinas Hc-AFP1, 2, 3 y 4 de Heliophila coronofolia quienes se expresan en
tallos, hojas, flores, semillas y silicuas (Bahramnejad et al., 2009; De Beer y Vivier,
2011).

Al analizar la expresion de PaDef en tejidos de planta de P. americana var.
drymifolia se encontré que este péptido se expresa en raiz, tallo, hoja y flores,
presentando una menor expresion en raiz, seguida de flor, tallo y hojas (Figura 23).
Posterior al analisis densitométrico, se encontré que la raiz muestra el menor nivel
de expresion, en la flor, la expresion es mas del doble de la expresion presentada
en raiz, mientras que en tallo y hoja la expresion es mas de 3 veces mayor a la

presentada en raiz (Figura 24).

Con esto se demuestra que la defensina PaDef es constitutiva en tejidos de plantas

de P. americana var. drymifolia (raiz, tallo, hoja y flor).

Tomando en cuenta que las defensinas cuentan con la capacidad de inducirse en
respuesta a estrés como es el caso de la defensina CADEF1 de Capsicum annuum
la cual se induce en respuesta al patdgeno Xanthomonas campestris, dafio por
herida y elicitores abioticos, asi como las defensinas enlistadas en la Tabla 4 (Do
et al., 2004; Lay y Anderson, 2005), es de interés conocer si la defensina PaDef se
induce en respuesta a patdgenos y herida. Para esto se realizd la cinética de
infeccion en mesocarpo de frutos de P. americana var. drymifolia y cv. Hass en

madurez de consumo con el patdgeno C. gloeosporioides y dafio por herida.

Al infectarse los frutos se encontré que P. americana cv. Hass presenta una mayor
susceptibilidad al patégeno al presentar lesiones desde las 4 horas posteriores a la

inoculacion, mientras que P. americana var. drymifolia presenta lesiones visibles a
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partir de las 16 horas posteriores a la inoculacién. Ademas, al completarse 48 horas
de inoculacién, en ambos frutos se pudo observar el crecimiento de micelio en P.
americana cv. Hass mientras que en P. americana var. drymifolia solo se observa

un aumento en el area de las lesiones (Figuras 26 y 27).

En el ensayo de dafio por herida se observé un comportamiento similar en los frutos

analizados (Figuras 28 y 29).

De acuerdo a lo descrito por Nelson, (2008) la susceptibilidad de P. americana a C.
gloeosporioides presenta diferencias entre variedades y cultivares de este fruto lo
gue se demuestra al observarse una mayor susceptibilidad en P. americana cv.
Hass al mostrar lesiones causadas por el patégeno en tiempos mas cortos en

comparacion con P. americana var. drymifolia.

Al realizarse los andlisis de expresion del péptido PaDef en respuesta a estrés, se
encontr6 que la expresion varia durante los tiempos analizados en ambos

tratamientos, asi como en los frutos analizados (Figura 30 y 31).

Los andlisis densitométrico y estadistico mostraron que en P. americana var.
drymifolia infectada con C. gloeosporioides presenta un aumento en la expresion
durante las primeras 4 horas posteriores a la inoculacion del patégeno, mientras
gue a las 8 horas se observo una expresion similar a la presentada a las 0 horas,
mientras que a las 12 y 24 horas de tratamiento se observé un ligero incremento, el
cual no muestra diferencias estadisticamente significativas con la expresion
presentada a las 0 horas. Segun lo descrito por Bahramnejad et al., (2009) el
aumento de expresion a tiempos tardios se puede atribuir a una participacion del
huésped a la necrosis causada por el patégeno. En P. americana var. drymifolia se
observd una ligera modificacion de la apariencia del tejido aproximadamente a las
8 horas posteriores a la inoculacion, asi como a la aparicion de lesiones a las 16
horas posteriores a inoculacion de C. gloeosporioides. Se sabe que la induccion de
defensinas no siempre se ve estimulada por el ataque de patégenos como es el
caso de la defensina PDF2.3 de Arabidopsis thaliana, la cual no muestra cambios
en su expresion después de la infeccion con Alternaria brassicicola y en la defensina

TC85327 de Medicago truncatula no se observan cambios en la expresion al
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infectarse con Glomus versiforme (Hanks et al., 2005; Thomma y Broekaert 1998).
En respuesta a herida no se observaron modificaciones en la expresion durante los
tiempos analizados (Figura 32), existen reportes en los que se muestra que algunas
defensinas no se inducen en respuesta a herida como es la defensina PDF1.2 de

Arabodopsis thaliana (Manners et al., 1998).

En P. americana cv. Hass se observd una ligera disminucion en la expresion a las
4 horas posteriores a la inoculacion del patégeno lo que, segun Hann y Rathjen
(2007), se puede atribuir a que algunos efectores pueden suprimir la resistencia
basal del hospedero, por lo cual se puede ver favorecido el desarrollo de lesiones
desde las 4 horas posteriores a la inoculacién del patogeno. Posteriormente se
observdé un ligero aumento en la expresion sin diferencias estadisticamente
significativas, que puede estar relacionado con el aumento de las zonas que
presentan necrosis (Figura 33). En respuesta a herida se observd una ligera
disminucién en la expresion de PaDef a las 12 y 24 horas posteriores al dafio
mecanico lo cual coincide con la modificacion de la apariencia del tejido (a partir de

las 8 horas posteriores al tratamiento).

Ya que los resultados hasta este punto no eran concluyentes, se realizé el analisis
de la expresién del gen PaDef mediante PCR-semicuantitativo. Se encontrd que en
frutos de P. americana var. drymifolia el comportamiento es similar en ambos
tratamientos, ya que la expresibn muestra ligeras modificaciones que no son
estadisticamente significativas hasta las 12 horas en los frutos infectados y hasta
las 8 horas en frutos con herida, mientras que a las 24 horas posteriores al
tratamiento se observa un incremento en la expresion del gen, la cual coincide con
la necrosis en los frutos infectados. En el caso del fruto con dafio por herida se
encontré que la expresion a las 24 horas es similar a la presentada a las 0 horas del

tratamiento (Figura 34).

Estos datos muestran que la defensina PaDef no se induce en respuesta a estrés

en frutos de P. americana var. drymifolia.

Por otro lado, los frutos de P. americana cv. Hass muestra una disminucién a las 4

y 8 horas posteriores a la inoculacién lo que coincide con lo observado en la
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expresion del péptido, mientras que la expresion del gen PaDef muestra un aumento
altamente significativo a las 12 horas posteriores a la inoculacion del patégeno,
(aumento del area de las lesiones), mientras que a las 24 horas de tratamiento la
expresion es similar a la observada a las 0 horas de tratamiento. Por otro lado, en
el tratamiento de herida se encontréd que la expresion de PaDef muestra un aumento
alas 8 y 12 horas posteriores al dafio mecanico lo que coincide con la modificacion
de la apariencia del fruto para posteriormente mostrar a las 24 horas una expresion

similar a la observada a las 0 horas de tratamiento (Figura 35).

Estos datos indican que la defensina PaDef no se induce en respuesta a estrés en

frutos de P. americana cv. Hass.

Tomando en cuenta que se tienen reportes de que algunas defensinas influyen en
el desarrollo de las plantas como es el caso de la defensina DEF2 la cual al
sobreexpresarse en plantas de Solanum lycopersicon, reducen la viabilidad del
polen y disminuyen el crecimiento de las plantulas en etapas tempranas (Stotz et
al., 2009), se puede sugerir que la defensina PaDef podria desempefiar algun papel
en la fisiologia de la planta de aguacate, diferente a la respuesta a estrés para lo
gue es necesario realizar mas estudios con respecto a la funcion que desempefia

PaDef en P. americana var. drymifolia.
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11. CONCLUSION

La defensina PaDef presenta una expresion constitutiva durante el desarrollo del
fruto de Persea americana var. drymifolia, asi como en tejidos de planta, y no se
induce mesocarpo de Persea americana var. drymifolia y Persea americana cv.

Hass en respuesta a estrés.
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