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1. RESUMEN

Actualmente el Ecuador es el tercer exportador de flores y el primer exportador de
rosas a nivel mundial. Sin embargo, su produccion se ve afectada por varias plagas siendo
el hongo necrotrofico, Botrytis cinerea, uno de los patogenos que mas pérdidas
econdmicas ocasiona en la poscosecha y durante la comercializacion. Esta investigacion
constituye un trabajo pionero en el estudio de la activacion del mecanismo de defensa en
rosa ante el ataque de este patdogeno. A partir de 51 aislados de B. cinerea obtenidos en
cultivos de rosas en dos localidades en el Ecuador, se determind la presencia de cuatro
patotipos mediante la deteccion de los retrotransposones “Flipper” y “Boty ”. Mediante la
observacion de sintomas morfologicos resultantes de bioensayos, en los cuales se inocul6 a
diez genotipos de rosa con un patotipo de B. cinerea, se identificaron dos genotipos
resistentes a este hongo. Los resultados del andlisis de expresion relativa temporal de dos
genes de proteinas relacionados con la patogénesis (quitinasa y glucanasa), mediante RT-
PCR semicuantitativa en un genotipo de rosa resistente versus uno susceptible,
demostraron que hay un patrén de expresion diferente en dependencia del genotipo. En el
susceptible hubo una induccion tardia de la quitinasa y temprana de la glucanasa, mientras
que en el resistente la expresion fue contraria, la quitinasa temprana y la glucanasa tardia.
Esto sugiere que la activacion temprana del gen de la quitinasa puede representar el inicio
de la cascada de induccion de genes para una defensa efectiva contra B. cinerea en Rosa.
La identificacion y confirmacion de los genotipos resistentes a B. cinerea a través de
técnicas tradicionales y moleculares facilitard la seleccion de genotipos resistentes para
implementar programas de mejoramiento genético en rosas, proceso que se inicia con la
evaluacion del recurso y la identificacion de los posibles mecanismos de defensa de Rosa
spp. los cuales han sido poco estudiados. A la vez, al seleccionar material resistente se
podra disminuir el uso de agroquimicos nocivos para la salud e impulsar un cultivo

ambientalmente amigable.



Palabras clave: Botrytis cinerea, genes de proteinas relacionados con la patogénesis,

patotipos, Rosa, RT-PCR semicuantitativo.



2. ABSTRACT

Currently, Ecuador is the third largest exporter of flowers, particularly of roses,
worldwide. Nonetheless, its production is being affected by various pests, such as the
necrotrophic fungus, Botrytis cinerea, which is one of the most important pathogens that
causes economic loss during post-harvest and marketing. This research is pioneer work in
the study of the activation of the defense mechanism in roses against the attack of this
pathogen. We determined the presence of four pathotypes by detecting the
retrotransposons “Flipper” and “Boty”. within 51 isolates of B. cinerea obtained in rose
greenhouses from two localities in Ecuador. We identified two resistant genotypes to this
fungus by observing the resulting morphological symptoms from bioassays, in which ten
rose genotypes were inoculated with a pathotype of B. cinerea. The results of the analysis
of the temporal relative gene expression of two pathogenesis related protein genes
(chitinase and glucanase) by semiquantitative RT-PCR in a resistant rose genotype versus
a susceptible one, showed that there is a different expression pattern which depends on the
genotype. The susceptible genotype showed a late induction of chitinase and an early
induction of glucanase, while in the resistant genotype the expression pattern was the
opposite: early chitinase induction and glucanase late induction. This suggests that early
activation of the chitinase gene may represent the beginning of the gene induction cascade
for an effective defense against B. cinerea. The identification and confirmation of resistant
genotypes to B. cinerea through traditional and molecular techniques will make the
selection of resistant genotypes easier in order to implement breeding programs in roses, a
process which begins with resource assessment and identification of potential defense
mechanisms in Rosa spp., which are not well-known to science. At the same time, this will
reduce the use of harmful chemicals and encourage environmentally friendly crop

management.

Key words: Botrytis cinerea, pathogenesis related protein genes, pathotypes, Rosa,

semiquantitative RT-PCR.



3. INTRODUCCION

La situacion geogréfica del pais ha permitido contar con micro climas y una
excelente luminosidad que proporcionan caracteristicas Unicas a las flores (Corpei, 2009),
de tal manera que las flores ecuatorianas se encuentran entre las mejores del mundo.
Actualmente el Ecuador es el tercer exportador de flores y el primer exportador de rosas a
nivel mundial. El pais es privilegiado para la obtencion de variedades de rosas debido a
que mantiene condiciones climatolégicas Optimas para una produccion constante durante
todo el afio. La floricultura de rosas en el Ecuador ocupa el segundo lugar entre los
principales productos de exportacion del pais (Corpei, 2009; Ministerio de Agricultura y
Ganaderia del Ecuador, 2010) y constituye una de las actividades que més ingresos genera
por exportaciones no tradicionales en el pais; ademads, ofrece cerca de 76.758 empleos
directos. Las exportaciones de flores han tenido un crecimiento del 59,36% en el periodo
comprendido entre el afio 2004 y el 2008, pasaron de USD 354 millones en el afio 2004 a
USD 565 millones en el afio 2008 (Expoflores, 2010). Uno de sus mayores mercados lo
compone la flor cortada, seguido de la planta en maceta como rosal mini y el de la
jardineria en el resto de sus aplicaciones (Ministerio de Agricultura y Ganaderia del
Ecuador, 2005; Cabrera et al., 2006). En el afio 2008, Estados Unidos fue el mercado
destinatario del 74% del total de exportaciones de rosas, seguido de Rusia con el 10%,
Holanda (Paises Bajos) con el 6%, y el 10% restante se exportd al resto del mundo

(Ministerio de Agricultura y Ganaderia del Ecuador, 2010).

La produccién de rosas se puede realizar mediante varias técnicas siendo algunas
de ellas la reproduccion por semillas, estacas, cultivo in vitro, injertos de ramas e injertos

de yema, siendo este ultimo el método mas empleado a nivel comercial (Fainstein, 1991).



El cultivo de rosa se lo realiza bajo invernadero con el cual se consigue producir flor en
épocas y lugares en los que de otra forma no seria posible ya que estos proporcionan
condiciones ambientales estables para el crecimiento de los rosales. Una vez que las flores
han alcanzado las caracteristicas deseadas, tallo largo, follaje verde, apertura del boton, se
procede a la cosecha, que en el pais se realiza manualmente seleccionando las mejores
flores. A continuacion, durante la poscosecha se acostumbra realizar controles de calidad
del producto, recorte de tallos, clasificacion, tratamientos quimicos para prevenir
enfermedades y finalmente el empaquetamiento para que sean transportadas a su destino
final (Heussler, 1991). Las flores deben entrar al cuarto frio lo mas pronto posible y
mantenerse a una temperatura promedio de 2°C. Se trata de mantener la cadena de frio para
prevenir la activacion de agentes patogenos y asegurarse de que las rosas lleguen en las
mejores condiciones al consumidor. Durante el transporte para su comercializacion, que
por lo general se realiza en avion y puede durar varios dias, se procura mantener las
condiciones de temperatura y humedad relativa estables; sin embargo, esto no siempre es
posible y ocurren fluctuaciones ambientales severas que causan el deterioro de las flores al
propiciar el desarrollo de enfermedades causadas por patogenos preexistentes en los tejidos

(Fainstein, 1991; Heussler, 1991).

La principal caracteristica comercial es la buena calidad de las rosas que se ve
reflejada en su integridad fisica, las que si sufrieren alguna alteracion pierden su valor, por
lo que el aspecto fitosanitario de los cultivos condiciona su produccion y comercializacion
(Cabrera et al., 2006). Las rosas se ven afectadas por una gran variedad de plagas y
patdégenos que perjudican la produccién y la calidad de las flores (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia del Ecuador, 2005) lo cual representa pérdidas econémicas para
los productores. Estas enfermedades pueden ser de origen bacteriano, viral y fungico,

siendo los hongos los patdégenos que provocan mayores pérdidas econdmicas en el cultivo



de rosas (Agrios, 2005). Los hongos patdégenos mas frecuentes en rosa son Botrytis sp.,
Diplocarpon sp., Phragmidium sp. y Sphaerotheca sp, los cuales provocan graves dafios en

el cultivo (Cabrera et al., 2006).

Botrytis cinerea, el hongo causante de la enfermedad conocida como “podredumbre
gris” o “moho gris”, es el que causa mayor pérdida econdmica para la industria de rosa a
nivel mundial; puede afectar ademds a mas de 200 especies vegetales distintas,
determinando serias pérdidas econdmicas antes y después de la recoleccion (Benito et
al.,2000). La enfermedad se presenta en una amplia gama de sintomas, los cuales no
pueden ser generalizados para los organos y tejidos de las plantas. Los sintomas mas
tipicos en hojas y frutos son lesiones hlimedas, la putrefaccion, acompafiada por el colapso
de tejidos parenquimaticos y la rapida aparicion de masas de conidias de color gris, que le
da un aspecto de moho de color gris. Las lesiones en hojas cominmente se inician a partir

de los margenes (Williamson et al., 2007).

En el caso de las rosas el hongo puede atacar en cualquier estado de desarrollo de la
planta y puede infectar cualquier parte de la misma. Esta enfermedad puede dafiar
rapidamente los capullos y las flores lo cual implica una pérdida en la produccion de las
floricultoras. La humedad elevada y temperaturas templadas (20 a 25°C) son los factores
favorables para su aparicion. Bajo estas condiciones ambientales, B. cinerea puede causar
la muerte de la planta infectada (Cabrera et al., 2006). El principal problema en rosas
ocasionado por B. cinerea se encuentra en la poscosecha cuando se observa que los pétalos
de las rosas toman una coloraciéon marrén y se incentiva la descomposicion de los tejidos
(Cabrera et al., 2006). Hay pocas descripciones disponibles que detallan el proceso de
infeccion por este hongo en especies ornamentales, mas aun, la informacion disponible en

rosas es escasa por lo cual es importante realizar una descripcion de este proceso, asi como



contar con herramientas que permitan detectar la presencia del patégeno aun cuando no se

presenten sintomas.

3.1 DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD “PODREDUMBRE GRIS” Y

PREVENCION

3.1.1 DESCRIPCION DE Botrytis cinerea

Los fitopatogenos a menudo son clasificados segun su estilo de vida en bidtrofos y
necrotrofos. La diferencia principal es que los biotrofos se alimentan del tejido vivo del
huésped, mientras que los necrétrofos provocan la muerte del tejido y se alimentan del
tejido descompuesto (Glazebrook, 2005). Botrytis cinerea Pers.: Fr [teleomorfo:
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel] es un ejemplo de un patégeno con un tipo de
vida necrotrofico que pertenece al phylum Ascomicota, subphylum Pezizomycotina, clase

Leotiomycetes, orden Helotiales y familia Sclerotiniaceae (Williamson et al., 2007).

Este hongo puede existir en diferentes habitats como micelio, micro y macro-
conidios, clamidiosporas, esclerotia y ascosporas. Las esclerotias son estructuras altamente
resistentes a ambientes extremos, mientras que las clamidiosporas son células hialinas de
tamafio y forma sumamente variable (Holz ef al., 2007). Es capaz de afectar cultivos en
zonas temperadas y subtropicales. B. cinerea produce un gran rango de enzimas
degradadoras de pared celular, toxinas y otros compuestos de bajo peso molecular como el
acido oxalico, las cuales juegan un rol importante en su capacidad de colonizar tejidos

vegetales (Williamson et al., 2007).



Se ha propuesto que B. cinerea es un complejo de especies (Giraud et al., 1997;
Giraud et al., 1999; Albertini et al., 2002, Munoz et al., 2002; Fournier et al., 2003).
Inicialmente se describieron dos patotipos basados en la presencia o ausencia de
retrotransposones: 1) “Transposa” que presenta dos retrotransposones “Boty” y “Flipper” y
2) “Vacuma” la cual no presenta retrotransposones (Diolez et al., 1995; Levis et al., 1997).
En 2005, Fournier y colaboradores mostraron que la diferenciacion genética determinada
mediante multiples secuencias de genes no era concordante con los patotipos previamente
descritos. Es por esto que estos autores proponen dividir a B. cinerea en Grupo I y Grupo
I1, los cuales se muestran como especies filogenéticamente cripticas. Se ha demostrado que
estas especies cripticas muestran diferente resistencia al fungicida fenhexamida, por lo cual
se las conoce sindbnimamente como FenR (resistente) Grupo I y FenS (Sensible) Grupo II.
En el Grupo I se han detectado los patotipos “Vacuma”, solo “Flipper” o solo “Boty”,
mientras que en el Grupo II se han detectado todos los tipos de transposones (Isenegger et
al., 2008). En investigaciones de patologia en uva se ha observado que los patotipos de
“Transposa” son mas virulentos que los aislados de “Vacuma” y que la frecuencia de los
tipos de transposones cambia durante el desarrollo del cultivo, posiblemente por
diferencias en su desempeio saprotrofico y patogénico (Martinez et al., 2003; Martinez et
al., 2005). La virulencia de los patotipos de B. cinerea ha sido ampliamente estudiada en
uva; sin embargo, en Rosa spp. no se han encontrado estudios al respecto en la literatura

consultada.

En Fragaria chiloensis (Rosaceae) solamente se ha detectado el patotipo “Flipper”
(Gonzélez et al., 2009). En Rosa spp., Giraud y colaboradores (1999) reportan que el 40 %
de los aislados obtenidos fueron “Transposa”. Chamorro (2005) reporta la unica
investigacion realizada en Ecuador sobre la deteccion de patotipos de B. cinerea en rosa;

en este estudio se encontrd una prevalencia del 90 % para el patotipo “Transposa” y el 10



% restante para el patotipo “Vacuma”, de un total de 21 aislados obtenidos en las
provincias de Cayambe y Cotopaxi. La virulencia de los patotipos de B. cinerea ha sido
ampliamente estudiada en uva (Martinez et al., 2005, Martinez et al., 2003); sin embargo,

en Rosa spp. no se han encontrado estudios al respecto en la literatura consultada.

Debido a la falta de estudios, no se tiene certeza en cudnto a la prevalencia de los
patotipos de B. cinerea en cultivos de rosa, esta informacion es de gran utilidad para

desarrollar planes de control y manejo mejor encaminados.

3.1.2 PROCESO DE INFECCION

Los patdgenos presentes sobre una hoja deben penetrar o evadir barreras fisicas de
proteccion de la planta, entre las cuales estd la cuticula del hospedero, la cual se compone
de cutina cubierta por cera. El proceso infeccioso de B. cinerea se describe por los
siguientes pasos: union del conidio, germinacion, formacion del apresorio, penetracion de
la superficie, muerte del tejido del hospedero y formacion de la lesion primaria, expansion
de la lesion, maceracion del tejido y esporulacion (Van Kan, 2006; Choquer et al., 2007).
La estructura que se desarrolla sobre la superficie vegetal es considerada un apresorio, el
cual es una estructura que posiblemente secreta enzimas, cutinasa y lipasa, para romper y
asi penetrar en el tejido. Una vez dentro del tejido provocan la muerte celular mediante
moléculas toxicas y enzimas liticas; a pesar de que el objetivo no es llevar a la muerte del
hospedero sino descomponer la biomasa de la planta y convertirla en parte de su biomasa
(Van Kan, 2006). Se distinguen dos procesos generales de infeccion de B. cinerea, el
primero es llamado agresivo cuando las lesiones se expanden, y el segundo es conocido
como latente, en el cual puede permanecer por periodos de tiempo variables (Elad et al.,

2007a).
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3.1.3 MANEJO

La prevencion es crucial en el control y manejo de esta patologia. La mayoria de las
estrategias de control utilizadas hasta el momento se han basado en el empleo de agentes
quimicos, los cuales se agrupan en cinco categorias dependiendo de su modo de accion:
fungicidas que inhiben la respiracion, inhibidores del ensamblaje del microtubulo, los que
bloquean la osmoregulacion, inhibidores de la biosintesis de esteroles y aquellos cuya
toxicidad es revertida mediante aminodcidos (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). Entre ellos,
el Fenhexamida es un fungicida inhibidor de la biosintesis de esteroles y es uno de los mas

usados para el control de este patdgeno.

Sin embargo, cada vez es menos recomendable y mas restringida la utilizacién de
fungicidas debido a los problemas de contaminacién ambiental y a la toxicidad a la salud
humana. Ademas, frecuentemente se ha dado la aparicidon de cepas del patdogeno resistentes
a los compuestos utilizados (Benito et al., 2000). En el caso de B. cinerea en los ultimos
afios se ha observado el incremento de la resistencia multiple a agroquimicos de ciertos
aislados de este patdgeno (Fournier ef al., 2005), lo que dificulta su control y ha dirigido a
los investigadores a la busqueda de alternativas como la obtencion de variedades de rosa
mas resistentes al patogeno. Una planta altamente resistente permitird muy poco o inhibira

por completo el crecimiento y reproduccion del patdgeno (Agrios, 2005).

3.2 RESPUESTAS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS

Las plantas responden ante una infecciéon por medio de sistemas de deteccion y
respuesta que han evolucionado para inducir defensas apropiadas que pueden ser inducidas

asi como también preformadas, como son las barreras estructurales, (pared celular y
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cuticula), o metabolitos antimicrobianos preexistentes como las fitoanticipinas (Van
Baarlen et al, 2007). Los microorganismos pueden provocar diferentes y diversas
respuestas por parte de su hospedero. En algunos casos esta respuesta puede ser de
aceptacion (en el caso de simbiontes), de reconocimiento tardio y defensas moderadamente
efectivas (como la mayoria de interacciones que resultan en enfermedad), o una defensa
rapida y fuerte que bloquee la transmision sistémica de la infeccion (Dixon y Lamb, 1990;
Keen, 1990; Long y Staskawicz, 1993; en Bent, 1996). Las plantas responden a la
infeccion mediante sefiales sistémicas que provienen de los sitios de infeccion, estas rutas
operan, al menos parcialmente, a través de pequefias moléculas de sefalizacion propias de
las plantas como el acido salicilico (AS), 4acido jasmonico (AJ) y etileno (ET) (Feys y
Parker, 2000; Jones y Dangl, 2006); son reguladores importantes de las respuestas de
defensa de las plantas a patdgenos. Se ha propuesto que estan involucradas en diferentes
mecanismos en la respuesta de resistencia, cada una en contra de un rango particular de
patogenos. En Arabidopsis thaliana, por ejemplo, el etileno, acido salicilico, acido
jasmonico, la fitoalexina y camalexina, ya sea por si solas o en diferentes combinaciones,
estan involucradas en las respuestas de defensa ante diferentes patégenos (Thomma et al.,

2001).

Varios estudios indican que durante el transcurso de la interaccion de B. cinerea y
su hospedero, la planta trata de prevenir su invasidon y crecimiento al activar multiples
viasde defensa, incluyendo la produccion de metabolitos antifungicos y proteinas
relacionadas con la patogénesis (Van Baarlen ef al., 2004, Van Baarlen ef al., 2007). La
resistencia a B. cinerea en Arabidopsis thaliana involucra una contribucion importante de
rutas mediadas por etileno/acido jasmonico (Thomma ef al., 1999). En el caso de tabaco, la
via del acido salicilico parece ser importante para la resistencia (Murphy et al., 2000).

Estos reguladores pueden activar procesos relacionados con defensa en las plantas, ademas
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de la produccion de proteinas relacionadas a la patogénesis, que incentivan la produccion
de fitoalexinas y alteraciones de la pared celular (Diaz ef al., 2002). Los genes activados
por estos reguladores son considerados marcadores de mecanismos de defensa. Algunas de
estas defensas incluyen metabolitos secundarios como estilbenos, saponinas,
cucurbitacinas, proantocianidinas y tulipaninas (Van Baarlen et al.,, 2007). Es muy
probable que proteinas de defensa homologas y mecanismos de defensa similares sean

inducidos en varias plantas hospederas, sin embargo esto no estd muy bien documentado.

Una de las primeras respuestas de defensa es la Respuesta Hipersensible (RH), que
se caracteriza por la aparicion de lesiones necroticas en los sitios de entrada del patégeno y
puede ocurrir dentro de un par de horas a partir del contacto con el patdogeno. Se ha
propuesto que la RH juega un rol importante en la resistencia a enfermedades. En
interacciones con patdgenos bidtrofos la muerte celular no permite que el patdgeno avance
y tenga acceso a mas tejido dentro del hospedero (Hammond-Kosack y Jones, 1996). A
pesar de que la RH es eficiente contra patégenos bidtrofos, no protege contra infecciones
de patogenos necrotréficos como B. cinerea, ya que estos se alimentan de tejido muerto.
Asi, este hongo puede explotar este mecanismo de defensa para su patogenicidad (Govrin

y Levine, 2000).

Después de la formacion de la lesion necrotica ocasionada por la RH se activa una
ruta conocida como Resistencia Sistémica Adquirida (RSA). Se conoce que la RSA es
dependiente de la sefializacion del acido salicilico y se refiere a distintas sefiales de
transduccion que juegan un rol importante en la habilidad de las plantas para defenderse
contra patdogenos. La activacion de la RSA provoca el desarrollo de una resistencia
sistémica de amplio espectro, la cual conlleva a una proteccion contra el patdgeno e induce

cambios asociados a la expresion génica (Ryas et al., 1996; Hammerschmidt, 2009).
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Recientes investigaciones realizadas principalmente en A. thaliana sugieren que este tipo
de resistencia es mas efectiva en contra de patdogenos bidtrofos y menos efectiva con
necrotrofos (Hammerschmidt, 2009). A pesar que la sefializacion AS aparentemente no
desempeia un rol muy importante en la defensa contra patégenos necrotréficos, es posible
que contribuya a la defensa. El mecanismo de defensa hacia B. cinerea no se conoce en
rosas; sin embargo en estudios realizados en otras especies (Ej: 4. thaliana) se ha visto que
las defensas mas eficientes contra este tipo de patdgenos requieren la sefializacion del

acido jasmonico y del etileno (Glazebrook, 2005).

Varias proteinas son inducidas durante estos procesos de defensa (mediados por los
reguladores ET, AJ y AS, principalmente) y se las conoce como proteinas relacionadas a la
patogénesis (PR Proteins por su nombre en ingles, “Pathogenesis Related Porteins”). Se
define a estas proteinas PRs como proteinas codificadas por la planta hospedera cuya
expresion se induce especificamente durante estimulos patoldgicos. Se sabe que no solo se
acumulan localmente en la hoja infectada sino que también son inducidas sistémicamente
(Van Loon y Van Serien, 1999). Se han reportado varios miembros de las familias de
proteinas PR que podrian estar relacionadas con una defensa efectiva en contra de B.
cinerea, tales como PR1 (proteina de defensa) (mediada por la ruta AS), PR3 que codifica
una quitinasa (mediada por la ruta AJ/ET), PR4 que codifica una proteina tipo heveina
(mediada por la ruta AJ/ET), defensina de plantas PDF 1.2 (mediada por la ruta AJ/ET),
factor de respuesta a etileno ERF 1 (mediada por la ruta AJ/ET), entre otras (Van Baarlen
et al., 2007; Chassot et al. 2008). La induccién de los genes de proteinas de PRs ha sido
observada en diversas especies de plantas pertenecientes a diferentes familias, lo cual
sugiere un rol conservado en la adaptacion a condiciones de estrés biotico. Actualmente se
reconocen 13 tipos de proteinas PRs agrupadas en familias que comparten secuencias

aminoacidicas, relaciéon seroldgica y/o actividad enzimdtica o biologica. Han sido
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encontradas en mas de 70 especies de plantas y 13 familias que incluyen mono y
dicotiledoneas (Van Loon y Van Serien, 1999; Van Baarlen et al., 2007). En Rosaceae,
particularmente en manzana (Malus x domestica), se han caracterizado parcialmente PR-
la, PR-2, PR-5 y PR-8 (Bonasera et al., 2006). En Rosa spp. no se encontrd informacion al
respecto en la literatura consultada, por lo cual es importante realizar una investigacion

para tratar de identificar posibles genes de proteinas PRs relacionadas a la defensa.

33 CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA EN RESPUESTA A

PATOGENOS

Ante el ataque de un patdgeno es posible analizar los cambios que se producen en
la expresion de algunos o varios genes enddgenos de plantas vinculados con las vias de
defensa, lo cual significaria que se esta ejerciendo un mecanismo de resistencia o al menos
de respuesta frente al patogeno. Para determinar el efecto del patdogeno sobre los niveles de
transcripcion de los genes relacionados con la resistencia se debe realizar el andlisis del
transcriptoma a lo largo del proceso de infeccion. Esto permite estimar los posibles
mecanismos moleculares que subyacen en la progresion de diferentes eventos biologicos o

patolégicos (Hammond-Kosack y Parker, 2003; Watson, 2008).

En la actualidad se cuenta con varias técnicas para el anélisis de expresion génica
como “blots”, microarreglos, PCR reverso transcriptasa (RT-PCR por sus siglas en inglés,
“reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction”) y PCR cuantitativa (qPCR por sus
siglas en inglés “quantitative PCR”). La qPCR se destaca por su sensibilidad y
reproducibilidad; sin embargo, esta técnica requiere de equipos especializados cuyos
costos son elevados y no estan al alcance de cualquier laboratorio. Esta técnica se

denomina cuantitativa dado que es capaz de determinar un nimero aproximado de
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transcritos al comparar los patrones de amplificacion de las muestras con los de estandares
con concentraciones conocidas (Freeman et al., 1999). La RT-PCR es una de las técnicas
mas empleadas para el andlisis de la expresion génica debido a su bajo costo y fécil
aplicacion (Ferre, 1992). Es un método altamente sensible y especifico que permite,
ademas, realizar un analisis semi-cuantitativo de transcritos de RNA especificos y detectar
variaciones en sus niveles de expresion bajo diferentes condiciones experimentales
(Marone et al., 2001). Es un método semi-cuantitativo ya que no determina un niimero
exacto de copias de un producto de PCR, en parte por la insensibilidad de los tintes usados
para marcar acidos nucleicos. Esto no dificulta los anélisis de expresion génica, dado que
se los puede determinar al compararlos con la expresion de un gen constitutivo (expresion
relativa) (Derveaux et al., 2010). Es posible encontrar las secuencias de algunos genes
reportados para la defensa efectiva ante B. cinerea en la base de datos del GenBank del
Centro Nacional para la Informacion en Bioinformatica de Estados Unidos (NCBI, por sus
siglas en inglés “National Center for Biotechnology Information”). Con estas secuencias se
pueden disefiar iniciadores especificos para utilizarlos en la RT-PCR y asi analizar su

expresion y su posible funcion en la defensa de Rosa spp. ante B. cinerea.

34  JUSTIFICACION

La industria floricola ecuatoriana enfrenta varios retos en el control fitosanitario,
como son por un lado la necesidad de ir hacia un cultivo mas verde, disminuyendo el uso

de agroquimicos y por otro mantener la calidad de las flores de exportacion.

En el caso de la podredumbre gris causada por B. cinerea, el empleo de agentes
quimicos para su control durante el cultivo en campo no garantiza que no se desarrolle la

enfermedad al momento de colocarlas en florero, pues la enfermedad puede manifestarse
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después de la poscosecha, ocasionando que las rosas pierdan su valor comercial y que la
floricultora pierda credibilidad en el mercado por la mala calidad de su producto (Com.
Pers. Ana Maria Quifiones, Esmeralda Breeding S.A.). Una alternativa es emprender
programas de mejoramiento genético de las rosas, proceso que se inicia con la evaluacion
del recurso, con el fin de identificar variedades resistentes o tolerantes a este patdgeno a la
vez que se pueda conocer como responde este cultivo al ataque del patogeno e identificar
los posibles mecanismos de defensa de Rosa spp. Posteriormente variedades mejoradas,
en este caso resistentes o altamente tolerantes a B. cinerea se pueden obtener como
producto de programas de mejoramiento mediante cruzamientos especificos en los cuales
los progenitores se habran seleccionado por exhibir resistencia o tolerancia. La seleccion
de parentales es mas eficaz y eficiente al emplear métodos moleculares para su

identificacion.

3.5 OBJETIVOS

3.5.1 GENERAL

Caracterizar la distribucion y prevalencia de patotipos de aislados de B. cinerea asi

como la resistencia de diez genotipos de Rosa spp. de una colecciéon de la empresa

floricola Esmeralda Breeding S.A.; mediante ensayos bioldgicos y andlisis de ADN y

ARN.

3.5.2 ESPECIFICOS

. Determinar la prevalencia de los patotipos “Transposa”, “Vacuma” y sus variantes

en una muestra de 51 aislados de Botrytis cinerea de dos fincas de la empresa floricola
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Esmeralda Breeding S.A. ubicadas en El Quinche y en Cayambe, a través de la deteccion

de retrotransposones por PCR.

. Describir el proceso de infeccion de Botrytis cinerea en Rosa spp. empleando la

técnica de tincion diferencial con tripan azul.

. Caracterizar la resistencia/susceptibilidad de diez genotipos de Rosa spp. al hongo
B. cinerea patotipo “Transposa”, mediante ensayos in vivo de infeccion y evaluacion de

sintomas.

. Determinar la expresion génica diferencial y temporal de genes asociados a
respuestas de defensa en un genotipo de Rosa spp. resistente y un genotipo susceptible

inoculados con Botrytis cinerea, mediante RT-PCR.
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4. MATERIALES Y METODOS

Para un mejor entendimiento de la metodologia empleada en este estudio en el

Anexo 1 se presenta en el diagrama del flujo de trabajo de la presente investigacion.

4.1 OBTENCION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE Botrytis cinerea

4.1.1 AISLAMIENTO Y CULTIVO DEL HONGO

Se tomaron un total de 51 muestras de tejidos infectados (pétalos) con B. cinerea
(Figura 1, A) en dos fincas de la empresa Esmeralda Breeding S.A., localizadas en El
Quinche (Pichincha, Ecuador) y en Cayambe (Pichincha, Ecuador). Los pétalos infectados
fueron colocados en cajas Petri vacias (100 mm diametro x 20 mm altura) las cuales fueron
selladas con Parafilm” y mantenidas bajo condiciones de luz y temperatura ambientales
para proporcionar condiciones Optimas de esporulacion. Una vez que los hongos
esporularon se transfirié un conidioforo (Figura 1, B) a una caja Petri con medio agua agar
al 3 % sin nutrientes con la ayuda de pinzas y un estereomicroscopio. Se incubo a
temperatura ambiente por cinco dias (Benito et al., 1998). Se cortd un cuadrado de agar de
3 x 3 mm que contenia la punta de la hifa terminal mas lejana al punto de indculo, con la
ayuda de un estereomicroscopio y un bisturi estéril (Figura 1, C). Este cuadrado fue

trasferido (Figura 1, D) a medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) (Strobel ef al., 2001).

Las muestras crecieron en medio PDA a temperatura ambiente y luz ambiental
durante dos semanas de tal manera que el micelio creciera uniforme y espaciadamente en

la caja. Con la ayuda de un bisturi estéril se corté un cuadrado de 1 x 1 cm que contenia
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micelio y se inoculd en 20 mL de medio de cultivo malta-levadura (malta 2 % y extracto
de levadura 0,2 %) en Erlenmeyers de 125 mL y se los dejé crecer por una semana sin
agitacion y con condiciones de luz y temperatura ambientales. Otro cuadrado de iguales
dimensiones fue utilizado para re-inocular el hongo en medio PDA y mantenerlo vivo en
las mejores condiciones de virulencia para utilizarlo posteriormente (Benito et al., 1998;

Strobel et al., 2001).

4.1.2 EXTRACCION DE ADN

Se cosecharon muestras de micelio a partir de los cultivos liquidos de una semana
de edad. Se trabajo a partir de 50 mg de tejido y para la purificacion de ADN gendmico de
B. cinerea se utiliz6 el juego de reactivos Dneasy”™ Plant Mini (Qiagen, 2006). Se siguieron
las instrucciones del fabricante con una modificacion que consintié en afiadir 25 pL de
proteinasa K (20 mg/mL) conjuntamente con el tampon AP1 (Tampon de lisis contenido
en el juego de reactivos). El ADN gendmico se eluyé en un volumen de 50 uL de agua

destilada.

Se determiné la calidad del ADN extraido mediante electroforesis horizontal en gel
de agarosa al 0,8 % en tampon tris hidroximetil aminometano 1 X (Tris-HCI) 89 mM;
acido etilendiamino-tetra-acético (EDTA) 2 mM; dacido boérico 89 mM; pH 8 (TBE)
(Sambrook y Russell, 2001) y se tifi6 con “Sybr Gold” (Invitrogen®, Estados Unidos). La
estimacion de la concentracion relativa del ADN extraido se realizé simultaneamente en la
propia corrida del gel, con la ayuda del marcador de peso molecular y de cuantificacion
Low DNA Mass™ Ladder (Invitrogen Corp., 2006). La visualizacion se realizd con la

ayuda del transiluminador de luz azul Safe Imager™ (Invitrogen *, Estados Unidos).
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4.1.3 ANALISIS POR PCR PARA IDENTIFICACION DE PATOTIPOS

Para identificar los patotipos “Transposa” y “Vacuma” se detectaron los elementos
transponibles “Boty” y “Flipper” mediante la técnica de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR, del inglés “Polymerase Chain Reaction”). Se tomd como base la
metodologia propuesta por Mufioz y colaboradores (2002) en reacciones simples. La
deteccion de los transposones consistid en reacciones independientes de PCR con
iniciadores especificos para BotyLTR 98-728 y F300 y F1550 para “Flipper” (Mufioz et
al., 2002). Para detectar el retrotransposon “Boty”, ademds de los LTR, se emplearon los
iniciadores BotyR4-F4 reportados por Ma y Michailides (2005). Todos los iniciadores

empleados y sus secuencias se describen en la Tabla 1.

Las condiciones de las reacciones de PCR y el programa empleado estuvo en
dependencia del iniciador que se us6. Asi, la reaccion de PCR para el par Boty LTR 98-728
se realizd en un volumen final de 25 pL conteniendo 25 ng de ADN, la concentracion de
cada uno de los iniciadores fue 100 nM, de deoxinucléotido trifosfato (ANTP) 65 uM,
cloruro de magnesio (MgCly, 1,5 mM, tampo6n de reaccion 1X y 1 U de GoTaq flexi
(Promega”, Estados Unidos) y el volumen se ajusté con agua destilada de grado molecular.
Para el par de iniciadores F300 y F1550 la reaccion se realizo en un volumen final de 25
uL conteniendo 25 ng de ADN, la concentracion de cada uno de los iniciadores fue 200
nM, de cada ANTP 0,2 mM, MgCl, 2 mM, tamp6n de reaccion 1X y 1 U de GoTagq flexi
(Promega”, Estados Unidos) y el volumen se ajusté con agua destilada de grado molecular.
Para el par de iniciadores BotyR4-F4 se realiz6 la reaccion en un volumen final de 25 pL

con las mismas condiciones empleadas para el par de iniciadores LTR.
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Las reacciones de PCR para todos los iniciadores se realizaron en un termociclador
(My Cycler™, BioRad®) y se variaron los parametros para cada par de iniciadores de la
siguiente manera: para el par de iniciadores Boty LTR 98-728 una denaturacion inicial a 95
°C por tres minutos, 40 ciclos a 94 °C durante 40 segundos, 60 °C por 40 segundos y 72 °C
por 60 segundos y para terminar una extension final a 72 °C por diez minutos. Para el par
de iniciadores F300 y F1550 la reaccion de PCR se efectud siguiendo los siguientes
parametros: cuatro ciclos a 95 °C por tres minutos, 60 °C por un minuto y 72 °C por dos
minutos, seguido por 35 ciclos a 94 °C durante 60 segundos, 60 °C por 60 segundos, 72 °C
por 90 segundos y una extension final a 72 °C por cinco minutos. Para el par de iniciadores
BotyR4-F4 se realizo denaturacion inicial a 95 °C por tres minutos, seguida de 40 ciclos a
94 °C durante 40 segundos, 68 °C por 40 segundos, 72 °C por 60 segundos y se termind la

reaccion con una extension final a 72 °C por diez minutos.

Para detectar la presencia de los productos de PCR correspondientes a estos
transposones se realizd6 una corrida electroforética horizontal en gel de agarosa 1,5 % en
tampon TBE 1X, a 100 V de voltaje constante (Sambrook y Russell, 2001) y se tifi6 con
Sybr Gold de Invitrogen®. El tamafio de los productos de PCR se estim6 por comparacion
con el marcador de peso molecular Tracklt™ 100 bp DNA ladder (Invitrogen Corp., 2003).
La visualizacién se la realizd con la ayuda del transiluminador de luz azul Safe Imager™
(Invitrogen ®). Los productos de PCR se purificaron con el juego de reactivos QIAquick®
PCR Purification (Qiagen, 2008), siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos
productos fueron enviados al laboratorio “W. M. Keck” en la Universidad de Yale
(Estados Unidos) para ser secuenciados. Se determind la identidad de las secuencias
mediante la herramienta de alineamiento de secuencias Blastn del GenBank del Centro
Nacional de Informacion en Biotecnologia (NCBI, por sus siglas en inglés “National

Center for Biotechnology Information”) (NCBI, 2011a).
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4.2 INFECCION CON B. cinerea DE LOS GENOTIPOS DE Rosa spp. BAJO

ESTUDIO

Se trabajo con un total de diez genotipos distintos de rosas de seis semanas de edad,
las plantas fueron obtenidas in vivo y fueron proporcionados por la empresa Esmeralda
Breeding S.A. (El Quinche, Ecuador). Mediante observaciones de campo y bioensayos con
inoculaciones en flores cortadas el personal de la empresa determind que ocho de estos
genotipos muestran diferentes grados de resistencia a B. cinerea y dos han sido
identificados como susceptibles (Tabla 2). Las observaciones del personal de la empresa se
han ido realizando constantemente durante repetidos ciclos de cultivo para evaluar los
diferentes genotipos de rosas en busqueda de resistencia a B. cinerea, y de esta manera

utilizarlos en cruzamientos dirigidos y generar variedades resistentes a este hongo.

Se utilizo tres clones de cada uno de los diez genotipos que fueron mantenidas en
sustrato inerte a base de cascara de coco esterilizado y se les afiadid los nutrientes
necesarios mediante soluciones hidroponicas. Las plantas utilizadas en todos los ensayos
fueron uniformes morfoloégicamente (tamafo y follaje), algunas de ellas presentaron

botones de flores.

4.2.1 PREPARACION DEL INOCULO

Las muestras de B. cinerea, pertenecientes al patotipo “Transposa”, se cultivaron en
medio PDA a temperatura ambiente y con luz natural durante dos semanas (Figura 2, A).
Posteriormente las esporas se cosecharon, se colocaron en agua destilada estéril con ayuda
de un asa triangular (Figura 2, B) y se centrifugaron a 1500 RPM durante ocho minutos

para concentrarlas. Seguidamente se realizé un lavado con 10 mL de agua estéril mediante
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centrifugacion a 2000 RPM durante ocho minutos y se resuspendieron en medio
Gamborg’s B-5 Basal Salt Mixture (Sigma®) suplementado con di-hidrogenofosfato de
potasio (KH,PO4) 8 mM y sacarosa 8 mM, tomando como base la metodologia de Benito

et al. (1998).

La concentracion de esporas se determind mediante el método hemacitométrico
usando una cdmara de recuento de Neubauer (Figura 3), teniendo en cuenta el
procedimiento descrito por Davidsohn y Bernard (1978) para el conteo de eritrocitos. La
camara de recuento de Neubauer consiste en un portaobjetos en el cual se encuentra un
rayado cuadriculado que mide 3 x 3 mm (9 mm?), subdividido en nueve cuadrados
secundarios de 1 mm”. Cuando se coloca un cubreobjetos sobre la camara de recuento,
existe un espacio que mide exactamente 0,1 mm entre la plataforma cuadriculada y el
cubreobjetos. Cada milimetro cuadrado esta situado bajo un volumen de 1/10 pL
(Davidsohn y Bernard, 1978). Bajo este volumen se realizaron los conteos de las esporas
empleando las siguientes diluciones: 1:1, 1:5 y 1:10. El valor encontrado para cada una de
las diluciones se multiplicé por el factor de dilucion y se determind el promedio del
nimero de esporas presentes en 1/10 pL. Posteriormente se realizaron las transformaciones
pertinentes para determinar el numero de esporas presentes en cada mililitro de solucion.
La concentracién se ajusté a ~ 2 x 10 ® esporas/mL mediante la adicion de medio de
inoculacién (Benito et al., 1998). Antes de realizar las inoculaciones se preincubd la
solucién durante dos horas a temperatura ambiente sin agitacion para proporcionar las
mejores condiciones y propiciar la germinacion de las esporas sobre el tejido vegetal

(Benito et al., 1998).
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4.2.2 ENSAYOS DE INOCULACION CON B. cinerea

Se realizaron dos inoculaciones de forma independiente, una en condiciones de
invernadero en el mes de diciembre de 2009 y la otra bajo aislamiento (con humedad y
temperatura controladas) en los meses de febrero y marzo de 2010. El primer ensayo se lo
realiz6 en el invernadero localizado en el campus de la PUCE en la parroquia de Nayon
(Pichincha, Ecuador) el cual no prestdo las facilidades necesarias para controlar las

variables ambientales.

En los ensayos en invernadero se emplearon los diez genotipos de rosa, con una
edad de seis semanas, listados en la Tabla 2. Para este ensayo se emplearon tres plantas
prueba (repeticiones) y una planta control por cada genotipo, con un total de 40 muestras.
Previo a la colocacion del indculo se realizaron microlesiones sobre el haz de las hojas mas
jovenes raspandolas ligeramente con silica gel (20 mesh). Posteriormente se colocd con
una micropipeta 50 pL de la solucion de esporas a una concentracion de ~ 2 x 10°
esporas/mL (~ 1 x 10° esporas) sobre la lamina de la hoja. A las plantas control se les
aplicé medio sin in6culo siguiendo el mismo proceso que para las plantas inoculadas. Se
observaron y registraron los sintomas diariamente durante seis semanas hasta que las

plantas murieron.

En el segundo ensayo bajo condiciones de aislamiento con humedad y temperatura
controladas se utilizaron dos plantas prueba (repeticiones) y una planta control por cada
genotipo (10 genotipos), con un total de 30 muestras. El método de inoculacion empleado
en este ensayo difirid del utilizado en el primer ensayo. Las variaciones consistieron en que
no se realizaron las microlesiones previo a la inoculacién y se aumentd y controld la

cantidad de in6culo aplicado, asi, con la ayuda de una micropipeta se colocd sobre las
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hojas mas jovenes de las plantas prueba con cinco gotas de 50 pL de la solucion de
esporas a una concentracion de ~ 2 x 10 © esporas/mL (~ 1 x 10’ esporas x 5); se colocaron
las gotas de tal forma que quedaran equitativamente distribuidas sobre la superficie foliar.
Las plantas testigo recibieron un tratamiento con el medio sin in6culo (50 pL). Se tomaron

datos sobre los sintomas y tiempo de aparicion durante seis semanas.

Considerando que en la segunda inoculacidon no se trabajo en invernadero, después
de realizar la inoculacion se cubrieron las plantas con pléstico transparente para mantener
una humedad relativa alta y una temperatura promedio de 22 °C para proporcionar
condiciones controladas optimas de desarrollo y establecimiento de la enfermedad. Con
ayuda de un registrador de datos (Data Logger Extech, Estados Unidos) se tomaron datos
de temperatura y humedad relativa dentro de las cAmaras humedas durante las primeras 96
horas del ensayo; el experimento se mantuvo durante 39 dias. Se tomaron muestras de
tejido foliar tanto de plantas inoculadas como control antes y durante las primeras 96 horas
después de la inoculacion con los siguientes intervalos de tiempo: 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 y
96 horas. Las muestras se colectaron en crio tubos, se congelaron inmediatamente en

nitrogeno liquido y se colocaron a -80 °C hasta su utilizacion .

Se hizo el seguimiento del desarrollo de la sintomatologia cada cinco dias desde el
inicio de la infeccion hasta el final del ensayo en forma de porcentajes de infeccion,
correspondiente a el drea de tejido infectado. Durante el desarrollo progresivo de la
enfermedad se estableci6 una escala de la sintomatologia, donde cero correspondi6 a la no

presencia de sintomas de la enfermedad y 100 cuando se observo la muerte de la planta.

Con los datos obtenidos de este ensayo se realizaron las curvas de progreso de la

enfermedad para cada muestra y se analizaron. Para cada curva se obtuvo el area debajo de
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la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC, de sus siglas en ingles “Area Under
Disease Progression Curve”), con la ayuda del programa estadistico R (“R Development
Core Team”, 2010) del paquete Agricolae 1. 0-9 (Mendiburu, 2009). Para ello se tom6 en
cuenta la sugerencia de Jeger y Viljanen-Rollinson (2001), de utilizar dos puntos de la
curva (el inicio y el final de la enfermedad). El valor de AUDPC obtenido por cada
repeticion en cada genotipo se utilizd para evaluar la resistencia o susceptibilidad al
patdgeno. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés “Analysis
of Variance™) y una prueba a posteriori Tukey con el paquete estadistico para las ciencias
sociales v 17.0 (SPSS, por sus siglas en inglés “Statistical Package for the Social
Sciences”, SPSS Inc., Estados Unidos), empleando los valores obtenidos del AUDPC

total para determinar si existieron diferencias entre las areas obtenidas para cada genotipo.

423 COMPROBACION IN VIVO DE LA PRESENCIA DE B. cinerea

MEDIANTE TINCION

Para comprobar la presencia de B. cinerea dentro del tejido que fue inoculado con
la solucion de esporas se empled el método de tincion con Tripan azul descrito por Chung
(2006). Se tomaron muestras de tejido infectado de cada genotipo, tanto de plantas prueba
como de plantas control, a las siguientes hdpi (horas después de la inoculacion): 6, 12, 24,
48, 72 y 96. Las muestras fueron cortadas en segmentos de 1 cm’ y colocadas en placas
excavadas de 12 posillos. Se afiadié a cada posillo 2,5 mL de solucién de aclarado A
(acido acético:etanol 1:3, v/v) y la placa se mantuvo en agitacion constante durante la
noche. Posteriormente se removio la solucién de aclarado A y se reemplazo con 2 mL de
solucion de aclarado B (4cido acético: etanol: glicerol, 1:5:1, v/v/v) y se mantuvo en
agitacion constante por tres horas. Se removio la solucién de aclarado B y se afiadid 2 mL

de solucion de tincion [0,01% Tripan azul en lactoglicerol (acido lactico: glicerol: agua
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destilada (dH,O) 1: 1: 1, v/v/v)] en cada posillo y se agitd6 durante toda la noche. Las
muestras se enjuagaron con glicerol 60% esterilizado, se elimind el liquido presente en los
posillos, se adicionaron 2 mL de glicerol 60% esterilizado en cada posillo y se agito
durante dos horas. Cada muestra se colocd en portaobjetos, se le afiadié glicerol 60%, se la
cubrié con un cubreobjetos y se observé la placa bajo el microscopio Optico (Zeiss Inc.,
Estados unidos) bajo aumentos 4x, 10x y 20x. Se tom¢6 fotografias de cada placa para un

posterior andlisis microscopico descriptivo del proceso infeccioso.

43  ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES DE DEFENSA

4.3.1 SELECCION DE GENES DE DEFENSA Y DISENO DE INICIADORES

PRELIMINARES

Primeramente se realiz6 una revision de la literatura para seleccionar genes de
proteinas relacionados con la patogénesis (PRs, por sus siglas en inglés ‘“Pathogenesis
Related”) que podrian estar relacionados con las vias de defensa en respuesta a la infeccion
con B. cinerea. Los genes de proteinas PRs seleccionados se detallan en la Tabla 3.
Ademas, se selecciond un gen constitutivo (factor de elongaciéon 1 alfa, EFla), que no
cambie sus niveles de expresion durante el ensayo, para normalizar las concentraciones de

los ADN complementarios (ADNCc) obtenidos.

Se disefiaron iniciadores preliminares basados en las secuencias reportadas para
estos genes en rosa o en especies afines en la base de datos GenBank (NCBI, 2011b). Para
disefiar los iniciadores se empleo el programa Primer3, el cual estd disponible para usarse
como una herramienta en linea (Rozen y Skaletsky, 2000; Rozen y Skaletsky, 2010). Los

iniciadores que se detallan en la Tabla 3 se usaron para obtener secuencias especificas de
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estos genes en Rosa sp. y realizar un analisis de su expresion.

4.3.2 EXTRACCION DE ARN DEL TEJIDO VEGETAL

Todos los ensayos que se describen a continuacion se realizaron nicamente a partir
de las muestras del ensayo controlado descritas en el acapite 4.2.3. para detectar el cambio
en la expresion génica se selecciond el genotipo que presentd mayor resistencia en funcion
de los sintomas visuales detectados y el genotipo que mostrdé mas susceptibilidad en este
ensayo, asi, se analizaron un total de 16 muestras por genotipo (ocho tiempos de la planta

prueba mas ocho tiempos de la planta control).

La extraccion de ARN total se realizd con el juego de reactivos del kit comercial
RNeasy®™ Plant (Qiagen, 2006b). Se us6 30 mg de tejido foliar tanto de plantas prueba
como control. El procedimiento se desarrolld siguiendo las instrucciones del fabricante,
incluyendo el paso de digestion de ADN en columna con RNase-Free DNase Set de la
misma casa comercial. La elusion de ARN total se realizé en 50 uL de agua destilada libre

de RNasas.

Se determino la calidad del ARN extraido mediante electroforesis horizontal en gel
nativo de agarosa al 1,2 % en tampon TBE 1X preparado con agua Milli Q - Dietil-
pirocarbonato (DEPC) (Sambrook y Russell, 2001), tefiido con Sybr Gold™
(Invitrogen®). Para eliminar las RNasas presentes en el agua se la tratdé con 1 mL de
DEPC por cada litro de agua y posteriormente se autoclavo para eliminar los rastros de este
agente. La visualizacion del ARN extraido se realizo con la ayuda del transiluminador de

luz azul Safe Imager™ (Invitrogen ).
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La concentracion del ARN extraido se determind con el juego de reactivos Quant-
iT™ RNA Assay (Invitrogen, 2007), utilizando el fluorémetro Qubit™ (Invitrogen ),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

43.3 SINTESIS DE LA CADENA COMPLEMENTARIA DE LOS ARN

MENSAJEROS

Se realiz6 una amplificacion del gen glucanasa mediante PCR usando ARN total
como templado para determinar si habia contaminaciéon con ADN genémico. El protocolo
de PCR se detalla en el acdpite 4.3.4. En las muestras en las que se observo una banda
(Figura 4, A) se trato el ARN total nuevamente con DNasa I para eliminar el ADN
gendmico (Figura 4, B). Para ello se adiciond por cada 10 pL de ARN total 0,5 Kunitz de
DNasa I libre de RNAsas y 2 uLL de tampon 10X 500 mM Tris:CL, pH 8.0; 50 mM MgCly;
10 mM de 1,4-Bis-sulfanilbutano-2,3-diol (DTT) y se complet6 el volumen final a 20 pL
con agua libre de nucleasas. Se incubd durante 30 minutos a 37 °C y posteriormente se

inactivo la enzima a 72 °C por 10 minutos.

Seguidamente se procedio a la sintesis de la cadena complementaria de los ARNm
a partir de este ARN total. Para ello se hizo una reaccion de transcripcion reversa,
utilizando la enzima Reverso Transcriptasa del Virus de la Mieloblastocis Aviar (AMV, de
sus siglas en inglés Avian Myeloblastosis Virus, Invitrogen®™) y un iniciador oligo (dT) 18,
del juego comercial Reverse Transcription System (Promega, 2009). La reaccion de retro

transcripcion se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante empleando ~1 pg de

ARN. Adicionalmente para cada muestra se realizo una reaccion de retro-transcripcion sin
enzima (RT’) como control negativo de contaminaciéon con ADN gendémico en cada

reaccion.
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4.3.4 OPTIMIZACION DE PCR PARA LOS INICIADORES PRELIMINARES

Los ADNc obtenidos se emplearon para la reaccion de amplificacion mediante
PCR. Para cada muestra y conjunto de iniciadores se realizaron dos reacciones negativas,
la una como control de los componentes de la reaccion en la cual no se incluye templado
(solo agua) y la otra en la que se incluye el templado resultante de la reaccion de retro-
transcripcion sin la enzima retro-transcriptasa (RT"), para determinar contaminacion de la

muestra con ADN genémico.

En el protocolo del termociclador se emple6 un tiempo de 30 segundos de
denaturacion, 30 segundos de anillamiento y 45 segundos de elongacion como estandares,
tomando en cuenta que la ADN polimerasa es capaz de sintetizar una longitud de 1 kb de
una nueva cadena cada 60 segundos. Se emple6 un maximo de 35 ciclos de amplificacion
con los pardmetros antes mencionados. La reaccion de PCR estandar se realizd en un
volumen final de 40 pL, conteniendo 2 uL de ADNc, cada uno de los iniciadores en una
concentracion de 0,2 uM, 200 uM de cada ANTP, 1,5 mM MgCl,, tamp6n de reaccion 1X
y 1 U de GoTagq flexi (Promega®, Estados Unidos), el volumen fue ajustado con agua

destilada de grado molecular.

Se determino empiricamente la temperatura 6ptima de anillamiento mediante el uso
de un gradiente térmico en el termociclador My Cycler™ (BioRad®), para lo cual por cada
set de iniciadores se prepararon seis reacciones positivas y una reaccion como control
negativo en tubos de 0,2 pL para PCR. Las temperaturas de anillamiento probadas fueron

las siguientes: 50°, 53°, 56°, 59°, 62°y 65 °C.
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Otro de los parametros optimizados fue la concentracion de magnesio, para lo cual
se evaluo cuatro concentraciones (2 mM, 2,5 mM, 3 mM y 4 mM) mas una reaccion como
control negativo. Ademas, se adicion6 aditivos o potenciadores de la PCR con el fin de
mejorar su eficiencia, como fueron: dimetil-sulfoxido (DMSO), formamida y reactivo Q
(Qiagen™). La cantidad de DMSO y formamida se determind como un porcentaje del
volumen final y se ensayaron tres concentraciones para cada uno: 1, 5y 10 %. En el caso

del reactivo Q se utilizé a una concentracion final de 1X.

Por ultimo se determiné el nimero de ciclos Optimos para cada par de iniciadores,
para lo cual se prepararon ocho reacciones, mas una reaccion como control negativo. Las
reacciones fueron detenidas al cumplir los siguientes numeros de ciclos: 22, 24, 26, 28, 30,

32, 35 y 40.

Para cada ensayo de optimizacion se analizaron los productos de PCR obtenidos en
una corrida electroforética horizontal en gel de agarosa 2 % con tampén TBE 1X
preparado con agua Milli Q (Sambrook y Russell, 2001), el gel se tiiié con “Sybr Gold”
(Invitrogen ®). Para estimar el tamafio de los productos de PCR en pares de bases se
empled el marcador de peso molecular Tracklt™ 100 bp DNA ladder (Invitrogen Corp.,
2003). La visualizacion se realiz6 en un transiluminador de luz azul Safe Imager™

(Invitrogen ®).

Los pardmetros Optimos se determinaron observando la calidad de las
amplificaciones, considerando la intensidad y definicion de la banda, el tamafio esperado

del amplificado y la presencia de productos con pesos moleculares no esperados.
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En el caso del numero de ciclos Optimo para cada par de iniciadores se obtuvo una
fotografia digital con la céamara fotografica de alta definicion DSLR-A100K (Sony,
Estados Unidos). La intensidad de cada banda que se observé en la fotografia se relaciond
con la cantidad de producto; este analisis se realizd con el programa de licencia libre
ImagelJ 1.42q, creado por Wayne Rasband en colaboracion con el NCBI, y se siguieron las
instrucciones para analizar geles incluidas en el manual del programa en linea (NIH, 2010).
Los valores de intensidad obtenidos se emplearon para generar una curva de amplificacion
(nimero de ciclos vs. la intensidad de la banda) con la cual se determiné el rango de ciclos
en el cual la amplificacion es linear (Anexo 2). Los pardmetros establecidos para
determinar el nimero de ciclos Optimo para cada gen fue que la amplificacién se
mantuviera dentro de la fase linear de la PCR y que la cantidad de producto fuera

claramente visible al realizar una corrida electroforética en gel de agarosa.

4.3.5 RT-PCR DE GENES COMO POSIBLES MARCADORES DE RESPUESTA

DE DEFENSA A PATOGENOS

Los productos de PCR obtenidos al evaluar las condiciones Optimas de cada
parametro de la reaccion con los iniciadores preliminares fueron analizados mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa 2 % (Sambrook y Russell, 2001) y el tamafio de
los fragmentos se estim6 con el marcador de peso molecular Tracklt™ 100 bp DNA ladder
(Invitrogen® Corp., 2003). La visualizacion se realizé con la ayuda del transiluminador de
luz azul Safe Imager™ (Invitrogen ®). Las bandas correspondientes a los tamafios
esperados se cortaron del gel de agarosa sobre el transiluminador con el empleo de un

bisturi limpio y se colocaron en un vial de 2 mL.
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A partir de las bandas cortadas de los productos de PCR se purifico el ADN
empleando el juego de reactivos Quiaex® II Gel Extraction (Qiagen, 1999) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las bandas purificadas fueron utilizadas como templado en
una nueva reaccion de PCR, con los pardmetros optimizados para cada set de iniciadores.
Los nuevos productos de PCR fueron purificados con el juego de reactivos QI4Aquick®
PCR Purification (Qiagen, 2008) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos
purificados fueron enviados al laboratorio “W. M. Keck” en la Universidad de Yale
(Estados Unidos) para ser secuenciados y de esta manera comprobar la identidad de dichos

genes mediante alineamientos con Blastn.

Una vez obtenidas las secuencias de cada producto de PCR para cada uno de los
conjuntos de iniciadores preliminares, se disefiaron iniciadores especificos utilizando el
programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2010, en linea). Los parametros considerados en el
disefio fueron: tamano Optimo del iniciador entre 18 y 23 bases, temperatura de fusion
(Tm) entre 58 y 62 °C, porcentaje de las bases guanina (G) y citocina (C) entre 40 y 60,
maximo nimero de bases repetidas 4, sin complementariedad en el extremo 3°, un ancla
GC en el extremo 3" y un producto de PCR menor a 200 bp. Los iniciadores obtenidos de
esta manera se analizaron ademads con el programa disponible en linea OligoAnalyzer 3.1
(Integrated DNA Technologies Inc., 2010,) para confirmar la temperatura de fusion bajo
condiciones experimentales, posibles estructuras secundarias, asi como también la posible

formacion de homo y heterodimeros.

Se realizaron siete mezclas de reaccion para cada set de iniciadores combinando los
componentes descritos en la Tabla 4. Se repartié 30 uLL de cada mezcla de reaccion en tres
tubos de PCR de 0,2 mL, marcados I-B, I-M y I-A. Se afiadi6 10 pL de cloruro de

magnesio 8 mM a los tubos marcados con la letra B (Bajo) para tener una concentracion
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final de magnesio de 2 mM. Similarmente se afadid 10 uL de cloruro de magnesio a
concentraciones de 12 mM y 16 mM a los tubos marcados con las letras M (Medio) y A
(Alto), para tener una concentracion final de magnesio de 3 mM y 4 mM, respectivamente.
Como control de los componentes se prepararon reacciones sin templado para determinar,
posible contaminacion. De esta manera se probaron al mismo tiempo la concentracion de
magnesio y de iniciadores, asi como el uso de potenciadores de PCR. Adicionalmente, para
cada muestra se realizaron reacciones negativas con cada set de iniciadores utilizando el
templado resultante de la reaccion de retro-transcripcion sin enzima (RT") para determinar
contaminacion de la muestra con ADN gendémico. Se determin6 de igual manera el nlimero

optimo de ciclos siguiendo el procedimiento descrito en el acapite 4.3.4.

Se utiliz6 la técnica de PCR Touchdown para aumentar la especificidad de la
reaccion (Korbi y Mattick, 2008) en dos fases utilizando un termociclador My Cycler™
(BioRad®), de la siguiente manera: un paso de denaturacion inicial a 95°C por tres minutos
seguido de una primera fase que constd de 10 ciclos de denaturacién a 94 °C durante 40
segundos, anillamiento de los iniciadores a 65 °C por 45 segundos (con la disminucion de 1
°C por cada ciclo) y, elongacion a 72 °C por 45 segundos, la segunda fase constod de 22
ciclos de denaturacion a 94 °C durante 40 segundos, anillamiento de los iniciadores a 55 °C
por 45 segundos, elongaciéon a 72 °C por 45 segundos y se termind la reaccidon con una

extension final a 72 °C por cinco minutos.

Se analiz¢ la especificidad, sensibilidad de los iniciadores, calidad y cantidad de los
productos de PCR mediante una corrida electroforética horizontal en gel de agarosa 3 % en
tampon TBE 1X preparado con agua Milli Q (Sambook et al., 2001), tefiido con “Sybr
Gold” (Invitrogen™). Para determinar el tamafio de los productos de PCR se empled el

marcador de peso molecular Tracklt™ 100 bp DNA ladder (Invitrogen *). La visualizacion
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se realizé con la ayuda del transiluminador de luz azul Safe Imager™ (Invitrogen “). Una
vez obtenidos los pardmetros de PCR se siguié el procedimiento descrito para los

iniciadores preliminares para determinar el nimero 6ptimo de ciclos.

4.3.6 VALIDACION DEL GEN CONSTITUTIVO

Para asegurase que el gen del factor de elongacion 1 alfa no cambi6 su expresion
por las condiciones experimentales del ensayo se analizaron sus niveles de expresion en las
muestras inoculadas y control en los siguientes intervalos de tiempo: 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72
y 96 horas por duplicado. Previamente se realizd6 una cuantificacion del ARN total
mediante fluorimetria, utilizando el fluorometro Qubit™ y el juego de reactivos Quant-
iT™ RNA Assay (Invitrogen™), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez que se
determind la concentracion de cada ARN se empled 1 pg para la sintesis de la cadena
complementaria de los ARN mensajeros mediante el procedimiento anteriormente descrito
en el acapite 4.3.2. Luego, se procedid con la reaccidon de amplificacion optimizada para
este par de iniciadores en duplicado para cada muestra, empleando 5 pL. de ADNc como

templado para cada uno de los intervalos de tiempo.

Se analizd los productos de PCR mediante una corrida electroforética horizontal en
gel de agarosa 3% con los parametros previamente mencionados. Se procedid a tomar una
fotografia digital con la camara fotografica de alta definicion DSLR-A100K (Sony,
Estados Unidos). La fotografia digital fue empleada para analizar la intensidad de las
bandas resultantes de la amplificacion del gen por PCR, la cual fue analizada mediante el
programa de licencia libre ImageJ 1.42q creado por Wayne Rasband en colaboraciéon con
el NCBI. Primeramente se elimind el ruido de fondo empleando la utilidad “substract

background” y luego se seleccionaron los carriles con la herramienta de seleccion
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rectangular. A continuacién se obtuvieron los picos correspondientes a la intensidad de
cada banda con la herramienta “plot lanes”. Los picos de intensidad fueron calculados a
partir del nimero de pixeles ocupados por las bandas, es decir, mientras una banda es mas
intensa y gruesa (mas producto de PCR = mas expresién) ocupa un mayor nimero de
pixeles y por lo tanto su pico es mas grande. Se obtuvo el area total debajo del pico al
marcarlo con la herramienta “label peaks”. Se realiz6 un ANOVA con el programa SPSS v
17.0 (SPSS Inc., Estados Unidos) empleando los valores obtenidos de las areas de los
picos para cada banda y su duplicado. La intensidad de banda est4d relacionada con la
cantidad de producto y dado que se empled la misma cantidad de templado, la posible
variacion en la misma corresponde a la cantidad del transcrito especifico en el ADNc vy,

por lo tanto, a su nivel de expresion.

4.3.7 PCR SEMI-CUANTITATIVA

Las reacciones de PCR se realizaron en duplicado utilizando los pardmetros
optimos previamente determinados para cada conjunto de iniciadores. Las condiciones
fueron escogidas para que las reacciones de PCR nunca alcancen la meseta al final de la
reaccion y para que el analisis se realice en la fase linear (Anexo 2) de la amplificacion. Se
siguieron los lineamientos basicos propuestos por Marone y colaboradores en 2001. Por
cada muestra analizada se realiz6 una reaccion de PCR como control negativo (RT") con el
gen PR2 para determinar contaminaciéon con DNA genémico, adicionalmente se realiz6 un

control negativo sin templado para ver contaminacion de los reactivos.

Los productos obtenidos de la reaccion de amplificacion fueron analizados
mediante una corrida electroforética horizontal en gel de agarosa 2 % en tampon TBE 1X

preparado con agua Milli Q (Sambook et al., 2001), tefiido con “Sybr Gold” (Invitrogen ).
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Para estimar el tamafio de los productos de PCR se empleo6 el marcador de peso molecular
Tracklt™ 100 bp DNA ladder (Invitrogen Corp., 2003). La visualizaciéon se realizd con

ayuda del transiluminador de luz azul Safe Imager™ (Invitrogen ®).

Se procedid a tomar una fotografia digital con la camara fotografica de alta
definicion DSLR-A100K (Sony, Estados Unidos) y se realizé la cuantificacion de la
intensidad de las bandas siguiendo el procedimiento previamente descrito en el acapite
4.2.3. Se calculo la expresion relativa de cada gen, comparando la amplificacion del gen
bajo estudio con respecto a la del gen constitutivo. Esto se realizd para normalizar la
muestra con respecto a variaciones iniciales en la concentracion de templado y como un
control de la eficiencia de la reaccion. Para cuantificar esta expresion relativa se dividié el
valor del 4rea obtenido a partir del pico de intensidad de las bandas de los genes analizados
para el area de las bandas del gen constitutivo correspondiente, obteniendo de esta manera
un valor relativo proporcional al nivel de expresion del gen constitutivo que se denominé
“fold”. Los valores “fold” mayores a 1 se consideraron como sobre-expresion y los valores
inferiores a 1 como silenciamiento. Con los valores de expresion relativa para cada
intervalo de tiempo se realizd un estudio de expresion relativa temporal para observar el
comportamiento en la expresion génica de estos genes como respuesta a la infeccion del
patogeno. Considerando los intervalos de tiempo empleados en este trabajo se establecio
como expresion temprana a la induccion antes y durante las 24 hpi y como expresion
tardia desde las 48 hpi en adelante. Después de la normalizaciéon con el factor de
elongacion 1 alfa se calculd la media y la desviacion estandar usando el SPSS v. 17 para

todas las muestras.
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5. RESULTADOS

5.1 OBTENCION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE Botrytis cinerea

5.1.1 AISLAMIENTO Y CULTIVO DEL HONGO

El método de aislamiento empleado fue eficiente, ya que la inoculacion del hongo
en medio agar agua sin nutrientes promovio un crecimiento lento, lo que a su vez permitid
el desarrollo de un micelio con hifas separadas y facilito el aislamiento de una unica punta
terminal de la hifa (Figura 1, C). Esto asegur6 que el aislamiento se realizara a partir de un
solo patotipo y no una mezcla de estos. Se logré obtener suficiente tejido (50 mg) para
realizar las extracciones de ADN con dos semanas de crecimiento en medio malta levadura
y no fue necesario una incubacién con agitacion, ni a temperaturas superiores a las

ambientales.

5.1.2 EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN a partir de micelio con el juego de reactivos Drneasy® Plant
Mini Kit (Qiagen, 2006), incluyd un paso adicional el cual consistié en afiadir proteinasa k
conjuntamente con el tampdén AP1 con el objetivo de hacer mas efectiva la lisis celular.
Mediante la comparacion con la escalera de peso molecular Low DNA Mass™ Ladder se
estim6 la concentracion de el ADN en un rango de concentracion de 5 ng/puL a 50 ng/uL
(Figura 5). Para la PCR se utilizaron Gnicamente las muestras que presentaron una banda
definida (Figura 5, carril A); mientras que las que mostraron un barrido (Figura 5, carril K)

fueron desechadas y se repitio la extraccion hasta tener una muestra con una banda bien

definida.
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5.1.3 ANALISIS POR PCR PARA IDENTIFICACION DE PATOTIPOS

Se identificaron en total cuatro patotipos diferentes presentes en la muestras: 1)
“Transposa” que presenta dos retrotransposones “Boty” y “Flipper”, 2) “Vacuma” la cual
no presenta retrotransposones 3) Solo “Flipper” y 4) Solo “Boty” (Figura 6). El protocolo
de amplificacion fue efectivo dado que se obtuvieron bandas tUnicas en cada caso,
claramente identificables, y cada una se correspondidé con el producto esperado. Los
tamafios de los fragmentos fueron para “Boty” de 648 pb (con los iniciadores LTR) y 560

pb (con los iniciadores “Boty”’R4-F4) y para “Flipper” de 1150 pb.

La deteccion del retrotransposon “Boty” fue mas eficiente con el par de iniciadores
botyR4-F4, que con el par LTR, ya que estos ultimos generaron productos inespecificos y
dimeros de iniciadores, lo cual dificulto la interpretacion de los resultados, no asi con el

par botyR4-F4.

Del total de los 51 aislados analizados del hongo, el 55 % (28 aislados) fueron
identificados como patotipo “Vacuma”, el 25 % (13 aislados) correspondieron al patotipo
solo “Flipper”, 14 % (7 aislados) al patotipo “Transposa” y 6% (3 aislados) al patotipo solo
“Boty”. De ellos se presentd un porcentaje de patotipos diferentes en cada localidad
analizada. En Cayambe de los 40 aislados obtenidos, el 65 % (26 aislados) fueron
identificados como patotipo “Vacuma”, el 22 % (9 aislados) al patotipo solo “Flipper”, 5
% (2 aislados) al patotipo “Transposa”y 8 % (3 aislados) al patotipo solo “Boty”. Mientras
que en El Quinche de los 11 aislados, el 46 % (5 aislados) fueron identificados como
patotipo “Transposa”, el 36 % (4 aislados) al patotipo solo “Flipper” y el 18 % (2 aislados)

al patotipo “Vacuma”; no se detectd el patotipo solo “Boty” (Figura 7).
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Las secuencias obtenidas para los productos de PCR de los retrotransposones
“Boty” y “Flipper” se presentan en el Anexo 3 A -B. Los resultados del mejor
alineamiento de estas secuencias comparadas con la base de datos del GenBank del NCBI,
empleando Blastn y secuencias no redundantes, se detallan en la Tabla 5. En ambos casos
la identidad de la secuencia obtenida fue confirmada, ya que para “Boty” se obtuvo un 94
% de homologia con el ADN repetitivo del retrotransposon “Boty” reportado en B. cinerea
y un valor e de 0, y para “Flipper” se obtuvo un valor de 98% de homologia con el

elemento transponible “Flipper” reportado en Botryotinia fuckeliana y un valor e de 0.

Al analizar la presencia de los patotipos del hongo por cada genotipo de Rosa que
fue muestreado, se observo que no hay especificidad del patotipo por el genotipo de Rosa
(Figura 8), puesto que en el mismo genotipo pueden estar presentes varios patotipos y de
igual manera, el mismo patotipo puede estar presente en varios genotipos de Rosa. El
patotipo “Vacuma” es el mas frecuente, ya que fue aislado en 16 genotipos de los 25
muestreados, seguido por el patotipo solo “Flipper” en 10 genotipos, el patotipo

“Transposa” en 6 genotipos y el patotipo solo “Boty” en tres genotipos.

5.2 INFECCION CON B. cinerea DE LOS GENOTIPOS DE Rosa spp. BAJO

ESTUDIO

5.2.1 PREPARACION DEL INOCULO

Se requirié un tiempo de dos semanas para que los hongos esporularan (Figura 2,

A), donde las condiciones de crecimiento empleadas fueron adecuadas para promover la

esporulacion. Se determind que la resuspension de las esporas, utilizando los métodos
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descritos en este trabajo, fue un paso critico para que las esporas se mantuvieran viables
durante el ensayo, pudieran germinar sobre el tejido vegetal y colonizarlo eficientemente.
El método de conteo hemacitométrico utilizando la cdmara de recuento de Neubauer

(Figura 3) fue eficaz para determinar una concentracion de esporas aproximada.

5.2.2 ENSAYOS DE INOCULACION CON B. cinerea

En los bioensayos bajo condiciones de invernadero con los diez genotipos de rosa
listados en la Tabla 2 fue muy dificil controlar las variables ambientales como humedad y
temperatura, asi como las variables bidticas, como parasitos y plagas. Bajo estas
condiciones las plantas del ensayo se contaminaron con otros agentes infecciosos como
afidos y otros de caracter fungico (Figura 9). Los genotipos mdas susceptibles a los
patogenos presentes en el ambiente fueron, 414, 419 y 482. Los genotipos 419 y 482
fueron clasificados previamente como susceptibles (Tabla 2). Los genotipos que pese a las
condiciones adversas permanecieron visualmente asintomaticos fueron los genotipos 222
(Figura 10, A), 370 (Figura 10, B), 369 (Figura 10, C) y 95 (Figura 10, D). Estos a su vez
fueron clasificados previamente como resistentes (Tabla 2). Atendiendo a estas dificultades
y a la imposibilidad de mantener las plantas en condiciones ambientales y de sanidad
controladas, este experimento se descartd y se pasaron a los ensayos en aislamiento,

condiciones de humedad y temperatura controladas.

Con la metodologia disefiada para controlar estas variables se logré mantener una
temperatura promedio de 22 °C y una humedad relativa de mas del 95 % durante el ensayo,
y no se presentaron infecciones o plagas ajenas al experimento. Bajo estas condiciones
controladas los primeros sintomas de infeccion fueron evidentes a los cuatro dias después

de la infeccion (ddi) y consistieron en amarillamiento del 4pice y margenes de las hojas
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(genotipos 361 y 414), pérdida de turgencia del tejido y plegamiento de las hojas sobre si
mismas (Figura 11, A y B). A los nueve ddi se observaron los primeros sintomas de
necrosis (genotipo 222), principalmente desde los margenes de las hojas hacia el interior y
se distinguié un patrén de anillos concéntricos de color gris y café (Figura 11, C). En las
flores (genotipo 361) se observaron puntos de color café correspondientes a los lugares
donde comenzo el proceso necrotico (Figura 11, D). En ramas, tallo y hojas de la planta
(genotipo 369) fue posible evidenciar la putrefaccion completa del tejido (Figura 11, E),
asi mismo se observaron zonas en donde el hongo estaba esporulando (genotipo 414)
(Figura 11, F). A los 23 ddi se distingui6 un nivel avanzado de necrosis que incluyo partes
del tallo y ramas. Las plantas susceptibles mostraron un estado de pudricion de sus tejidos,
llegando incluso a la muerte de la planta completa, como en el caso de los genotipos 482 y
414 (Figura 11, G y H). Sobre el tejido en putrefaccion se observaron gran cantidad de
conidioforos del hongo. Los genotipos resistentes (222 y 463) no presentaron sintomas de
infeccion tan avanzado, inicamente se evidenciaron lesiones en algunas hojas. A los 39 ddi
los siguientes genotipos estaban muertos: 95, 361, 369, 370, 419 y 511 (Figura 11, J). Los
genotipos 222 y 463 fueron los unicos que sobrevivieron (Figura 11, I y K) y a los 42 ddi
mostraron ligeros sintomas de infeccioén, pero conservaron gran parte de su follaje, las
plantas se mantuvieron erguidas, sus hojas no presentaron decoloracion y se distinguieron
pequenas lesiones necroticas en proceso de cicatrizacion (Figura 11, L y M). Las plantas
empleadas como control (sin inéculo) no mostraron sintomas de infeccion hasta finalizar el

ensayo.

En la Figura 12 se presentan las curvas de progreso de la enfermedad para los diez
genotipos estudiados bajo condiciones controladas, las curvas fueron realizadas empleando
porcentajes de infeccion (evaluacion) en cada periodo seleccionado. En la curva de

progreso de la enfermedad que los genotipos 95, 369 y 511 generaron se observd una
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tendencia de disminucion de la enfermedad a los 23 ddi y un posterior incremento. Los
genotipos 414, 370 y 482 mostraron curvas con un comportamiento asintdtico llegando a
100 % de sintomas de lesion. La curva del genotipo 419 mostré un avance de la
enfermedad severo con un inicio exponencial y una tendencia sigmoide. La curva del
genotipo 361 presentd una tendencia asintdtica con una pendiente pequefia. Los genotipos
222 y 463 presentaron una tendencia de disminucion de la enfermedad, tendiendo a
mantenerse en un mismo porcentaje, e inclusive, disminuyendo hasta casi desaparecer los
sintomas de infeccion (genotipo 222). El genotipo 463 mostrd un ligero incremento de la

enfermedad a los 42 ddi.

En la Figura 13 se muestran los valores de las areas obtenidos para los diez
genotipos estudiados en el ensayo bajo condiciones controladas. El genotipo con el valor
de AUDPC mas bajo (valor 175) fue el 222, seguido por el genotipo 463 con un valor de
875. El genotipo 419 obtuvo un valor de 1925. En los genotipos 95, 361, 369, 370, 414 y
482 se obtuvo un area con un valor de 2100 y el valor mas alto correspondi6 al genotipo

511 (2625).

Los valores de AUDPC obtenidos por cada repeticion de cada genotipo se
utilizaron para efectuar un ANOVA (Anexo 4). Al realizar la prueba de significacion
estadistica de Tukey, para determinar si existian diferencias entre las varianzas, los
genotipos se diferenciaron en dos subgrupos (p=0,05): el primer grupo contuvo solamente
al genotipo 222 y el otro subgrupo incluy6 al resto de genotipos (Anexo 5). De esta
manera, bajo las condiciones estudiadas, el genotipo 222 fue clasificado como
presumiblemente resistente, mientras que el resto de genotipos analizados mostraron

susceptibilidad a B. cinerea en diferentes grados.
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Atendiendo a los resultados obtenidos los genotipos seleccionados para el andlisis
de expresion de genes de defensa fueron el 222 como resistente y el 482 como susceptible,
correspondiendo con la clasificacion previa elaborada por el personal de Esmeralda
Breeding S.A., los resultados obtenidos en invernadero y en cdmara humeda y los analisis

estadisticos.

5.2.3 COMPROBACION IN VIVO DE LA PRESENCIA DE B. cinerea

MEDIANTE TINCION

El método de tincion empleado fue eficiente para tefiir el hongo y diferenciarlo del
tejido vegetal, por lo que permitié determinar la presencia del patdogeno en los tejidos de
las plantas prueba, mientras que no se detectd en las plantas control. A las dos horas
después de la infeccion (hdi) fue posible distinguir esporas de B. cinera germinando sobre
el tejido vegetal y se observo la presencia de los tubos germinales (Figura 14, A), lo cual
indicé un inicio de infeccion temprana. A las seis hdi se diferenciaron también esporas
germinadas multinucleadas y micelio en proceso de crecimiento (Figura 14, B). Se observo
que las hifas del micelio comenzaron a ingresar al interior del tejido vegetal, usando los
estomas para penetrar al interior de las hojas (Figura 14, C). A partir de las 12 y 24 hdi se
registrd un crecimiento considerable del micelio y no se apreciaron esporas germinando
(Figura 14, D y E). A las 24 hdi se evidenci6 que el tejido circundante al hongo comenzé
un proceso necroético (Figura 14, F) formando un tejido de color café. A las 48, 72 y 96 hdi
el hongo ocupo tres cuartos de la superficie de tejido y el micelio formé estructuras
compactas a partir de las cuales se observaron hifas largas que se esparcieron sobre el
tejido (Figura 14, G H y I). A las 96 hdi la necrosis del tejido fue extensa y tomo una

coloracion grisacea. En la Figura 14 K se ejemplifica el tejido sano de una planta control a
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las 24 hdi y en la Figura 14 L se muestra el dafio del tejido causado por el hongo a las 24

hdi.

5.3  ANALISIS DE LA EXPRESION DE POSIBLES GENES DE DEFENSA

5.3.1 SELECCION DE GENES DE DEFENSA Y DISENO DE INICIADORES

PRELIMINARES

Se disefiaron iniciadores preliminares basados en las secuencias informadas para
estos genes en la base de datos GenBank del NCBI. Para DFN1 y PR3 no se encontrd
secuencias en el género Rosa, por lo cual se tomaron en cuenta regiones conservadas de los
genes candidatos en géneros filogenéticamente cercanos dentro de la familia Rosaceae. En

la Tabla 3 se presentan las secuencias y la informacion de los iniciadores preliminares.

5.3.2 EXTRACCION DE ARN DEL TEJIDO VEGETAL

En la extraccion de ARN de las muestras de los genotipos 222 y 482, tanto de las
plantas prueba como de las plantas control se evidencid contaminaciéon con ADN
genomico. Esto se detectd por la presencia de una banda de alto peso molecular o un
barrido sobre las bandas de ARN ribosomal (Figura 15). El paso de digestion en columna
con DNasa I no fue suficiente para eliminar la contaminacién con ADN gendmico por lo
cual fue necesario realizar una segunda digestion en solucion. El segundo paso de
digestion en solucion fue eficiente ya que logré eliminar los rastros de ADN genémico.
Mediante el fluorémetro Qubit™ (Invitrogen®) se determiné la concentracion del ARN

extraido de las muestras siendo la concentracion mas baja 1,9 pg/uL y la mas alta 30

pg/ul.
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53.3 SINTESIS DE LA CADENA COMPLEMETARIA DE LOS ARN

MENSAJEROS

La PCR con los iniciadores del gen de la glucanasa fue un método util para
determinar si existié contaminacion del ARN total con ADN gendmico (Figura 4, A). El
tratamiento en solucion de las muestras contaminadas con ADN gendmico con Dnasal fue

suficiente para eliminar los rastros de ADN en las muestras (Figura 4, B) .

La sintesis del ADNc fue exitosa y no fue necesario realizar modificaciones en el

protocolo.

5.3.4 OPTIMIZACION DE PCR PARA LOS INICIADORES PRELIMINARES

La temperatura de anillamiento 6ptima para Efla estuvo en un rango entre 55 °C y
62 °C (Figura 16), mientras que para PR2, PR3 y DFNI fue 58 °C. Por lo tanto, para
utilizar las mismas condiciones con las diferentes parejas de iniciadores, se empled 58 °C

como la temperatura de anillamiento para los restantes pasos de estandarizacion.

La mayor especificidad para Efla se obtuvo a una concentracion de magnesio entre
2 y3mMy 5 % de Dimetil-sulfoxido (DMSO) (Figura 17). Para PR2, PR3 y DFNI1 Ia
concentracion de magnesio Optima fue 2,5 mM (PR2 amplifico eficientemente hasta 4mM)
y la concentracion de DMSO con la que se obtuvo bandas definidas e intensas fue 5%. La
formamida y el reactivo Q no mejoraron el desempefio de la reaccion de PCR, por el
contrario inhibieron la reaccion de PCR y no se obtuvo productos. Por lo tanto, la
concentracion de magnesio empleada para los siguientes pasos de estandarizacion fue 2,5

mM y DMSO 5 %. El numero de ciclos de PCR 6ptimo para todos los pares de iniciadores
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estuvo entre 28 y 32 ciclos (PR2 - Figura 18, A). Se eligieron 32 ciclos dado que el

producto era mas abundante y facil de visualizar en un gel de agarosa al 2 % (Figura 19).

Las secuencias obtenidas de los productos de PCR con los iniciadores preliminares
se presentan en el Anexo 3. Los resultados del mejor alineamiento de estas secuencias al
ser comparadas con la base de datos del GenBank del NCBI empleando Blastn y
secuencias no redundantes se presentan en la Tabla 5. Con una identidad maxima de 99 %
y un valor e de 0, se confirmd la identidad del factor de elongacion 1 alfa. Con una
identidad maxima de 94 % y un valor e de 0, PR2 fue efectivamente identificado como tal.
Con una identidad de 89 % y un valor e de 2 x 107", PR3 fue identificado como una
quitinasa de Fragaria ananassa y con una identidad de 91 % y un valor e de 1 x 107,

DFN1 fue identificado como una beta 1-3 glucanasa de Fragaria ananassa,

5.3.5 RT-PCR DE GENES MARCADORES DE RESPUESTA DE DEFENSA A

PATOGENOS

Se observé que la amplificacion con los iniciadores preliminares para PR3 y DFNI1
producian dimeros de iniciadores y productos secundarios inespecificos de tamafios no
esperados. Por esta razon se sintetizaron nuevos iniciadores a partir de las secuencias
especificas de estos genes obtenidas a partir de los productos de PCR con los iniciadores
preliminares. En la Tabla 6 se detallan las secuencias e informacion de los iniciadores

definitivos disefiados a partir de las secuencias de los genes de defensa seleccionados.

Los iniciadores definitivos para el gen de la defensina 1 (DFN1) y para la glucanasa
(PR2) no produjeron amplificaciones. La concentracion de magnesio Optima para los

iniciadores del gen del factor de elongacion 1 alfa y para los del gen de la quitinasa fue de
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4mM (Figura 20, A y B). La concentracién Optima de iniciadores para los dos pares de
iniciadores fue 0,25 uM. El uso de potenciadores no tuvo un efecto apreciable sobre la
eficiencia de la reaccién, por lo que no fueron empleados para posteriores reacciones. Para
el gen Efla se determind que entre los 28 y 32 ciclos de la PCR se mantuvo la reaccion en
la fase linear (Figura 18, B) y que la cantidad de producto era suficiente para visualizarlo
claramente en una corrida electroforética en agarosa. Para PR3 (Figura 18, C) el nimero de
ciclos optimo fue de 32. De tal manera que se emplearon 32 ciclos para todas las

reacciones.

Se descarto el gen de la defensina dado que ninguno de los iniciadores utilizados
produjo bandas definidas e intensas. Para los andlisis de expresion relativa temporal se
usaron los iniciadores preliminares para el gen de la glucanasa (PR2), y los iniciadores

definitivos para el factor de elongacién 1 alfa (EFla) y quitinasa (PR3).

5.3.6 VALIDACION DEL GEN CONSTITUTIVO

No se obtuvieron diferencias significativas (p=0,541; F=0,914) en los andlisis
presentados en los Anexos 6 y 7 sobre la expresion de el gen del factor de elongacion 1
alfa por lo que fue validado como gen constitutivo. Las areas de los picos obtenidos de los

productos de PCR (Figura 21) se muestran en la Figura 22.

5.3.7 PCR SEMICUANTITATIVA

Se evidenci6 induccion de la expresion de los genes de la glucanasa y de la
quitinasa en los dos genotipos seleccionados (Figura 23). En el caso del gen de la

glucanasa, el genotipo 222 (resistente) mostré una expresion pico (0,80 “fold”) a las 48 hdi
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(Figura 24, A); mientras que en el genotipo 482 la induccion fue mas temprana alcanzando
su maxima expresion relativa (0,85 “fold”) a las 12 hdi (Figura 24, B). Con respecto al gen
de la quitinasa, el genotipo 222 mostrd una expresion relativa pico (1,19 “fold”) a las 24
hdi (Figura 25, A), mientras que en el genotipo 482 la expresion maxima (0,81 “fold”) se
alcanzo a las seis hdi (Figura 25, B). Las muestras control no mostraron induccion de
ninguno de los dos genes durante el ensayo y su expresion se mantuvo constante (Figura
26). Los resultados fueron validados por los controles negativos (RT") con el gen PR2
(Figura 27) y los controles negativos sin templado, los cuales no amplificaron ningin

producto de PCR como era esperado.
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6. DISCUSION

Los estudios que se presentan en esta investigacion constituyen la primera
descripcion del proceso de infeccion de Botrytis cinerea en Rosa en el Ecuador,
mecanismo que hasta ahora solo habia sido descrito para uva en la literatura consultada.
Las observaciones microscoOpicas indican que el patdogeno logra establecer la germinacion
de los conidios adheridos a la superficie foliar apenas dos horas después de la infeccion
(hdi), esta etapa es crucial antes de la penetracion y colonizacién (Doehlemann et al.,
2005, 2006). Posteriormente la espora desarrolla prolongaciones que corresponden a los
tubos germinales. En los extremos de estas prolongaciones se aprecia una inflamaciéon que
morfologicamente corresponderia a la estructura de infeccion conocida como apresorio
(Figura 14 A), la cual secreta enzimas (cutinasa y lipasa) para degradar el tejido y asi
penetrarlo (Fourie y Holz, 1995; Rolke et al., 2007). La secrecion de estas enzimas permite
que el patogeno ingrese al hospedero causando una quema oxidativa para dafnar el tejido,
en lugar de emplear presion fisica para librar las barreras fisicas de la planta. No obstante,
en este trabajo se observo que las hifas del micelio ingresaron al interior del tejido vegetal
utilizando los estomas para penetrar en las hojas (Figura 14, C). Siendo B. cinerea un
hongo oportunista, es valido pensar que éste aproveche la ruta de ingreso con la menor

resistencia y que implique el menor gasto energético (Rolke et al., 2007).

A los cuatro dias después de la infeccion (ddi), una vez que el patdogeno coloniz6 el
interior del tejido vegetal, se evidenciaron los primeros sintomas de muerte celular en la
planta correspondiente a la formacion de la lesion primaria (van Kan, 2006). La muerte
celular posiblemente puede deberse a dos razones: la primera a las toxinas producidas por
el hongo, pues al ser un patdogeno necrofago y polifago, secreta fitotoxinas no especificas

para matar las células del hospedero. Dentro de estas, la mas conocida es el sesquiterpeno
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botridial que es producido durante la infeccion e induce la clorosis y el colapso celular
facilitando asi la penetraciéon y colonizacion (Choquer et al., 2007; Williamson et al.,
2007). Adicionalmente a las fitotoxinas, B. cinerea produce otras toxinas conocidas como
compuestos reactivos del oxigeno durante la infeccion, de los cuales el peroxido de
hidrogeno (H,0,) es el principal compuesto que se acumula en las etapas tempranas de la
infeccion. Este ocasiona estrés oxidativo capaz de dafiar el ADN y causar la oxidacion de
acidos grasos y proteinas, asi como causar la inactivacion de enzimas al reducir sus

cofactores (Schouten et al., 2002; Rolke et al., 2007).

La segunda causa de muerte celular puede deberse a una reaccidon oxidativa
causada por el hospedero como respuesta al ataque de B. cinerea (Govrin y Levine, 2000).
Los compuestos reactivos del oxigeno producidos por la planta son necesarios para una
defensa mediada por la expresion de genes y para la reaccion hipersensible (RH), la cual
inhibe la expansion del patogeno limitando su acceso a nutrientes y agua (Hammond-
Kosack y Jones, 1996; Govriny Levine, 2000). En Arabidopsis thaliana se ha evidenciado
que plantas con una respuesta de muerte celular retrasada o reducida son mas resistentes
a la infeccion de B. cinerea y, por el contrario, plantas con muerte celular acelerada son
mas susceptibles (van Baarlen et al., 2007). Esto explica los bajos porcentajes de dafio
tisular en las etapas tempranas del ensayo en los genotipos resistentes, los que se

mantuvieron bajos hasta el final del experimento (Figura 12).

Bajo las condiciones experimentales utilizadas en este estudio el hongo fue capaz
de completar su ciclo infeccioso al final de nueve dias desde que se inici6 el proceso. Fue
posible evidenciar los pasos infecciosos, similares a los descritos por van Kan (2006):
union del conidio, germinacion, formacion del apresorio, penetracion de la superficie

vegetal, muerte del tejido del hospedero y formacion de la lesion primaria, expansion de la
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lesion, maceracion del tejido y esporulacion. Esta investigacion aporta al conocimiento
sobre este proceso que es poco conocido en rosas y menos aun con sepas del hongo

aisladas en Ecuador.

En los estudios realizados para evaluar la respuesta de la planta ante la infeccion
del patdégeno se identificaron dos genotipos (222 y 463) de Rosa spp. resistentes a B.
cinerea bajo las condiciones ensayadas. Se los considero resistentes dado que, dentro de
los diez genotipos incluidos en el estudio, mostraron las caracteristicas que se consideran
importantes para clasificar a una planta resistente a un patdogeno (Agrios, 2005). Estos
genotipos controlaron de forma eficaz el crecimiento y reproduccion del patogeno, lo que
se evidencié como poco daio en el tejido vegetal, consistente con baja proliferacion del
patdgeno. El resto de los genotipos evaluados permitieron un crecimiento y reproduccion
exitosa del hongo, lo que ocasiond la muerte de la planta al final del ensayo bajo las

condiciones de este estudio.

De acuerdo a la clasificacion de severidad de B. cinerea se le conoce como
agresivo y latente, teniendo en cuenta si se manifiestan los sintomas en el tejido o no,
respectivamente (Dugan et al., 2002; Elad et al., 2007a). El patotipo “Transposa” utilizado
en este estudio es correspondiente con el tipo agresivo por la amplitud de las lesiones
ocasionadas en los oOrganos vegetales. Sin embargo, los genotipos que mostraron
resistencia se caracterizaron por limitar el ataque del patdogeno de tal manera que hasta el

final del estudio no se apreciaron sintomas evidentes.

Adicionalmente a la sintomatologia, las curvas de progreso de la enfermedad y los
valores de AUDPC confirmaron la clasificacion de los genotipos 222 y 463 como

resistentes. En la Figura 12 se observa que las curvas de progreso de la enfermedad para
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los diez genotipos estudiados tienen comportamientos distintos, esto se debe posiblemente
a respuestas diferenciales de defensa frente al ataque de B. cinerea. Los resultados
muestran cuatro patrones que son: A) tendencia de disminucidn y posterior incremento, B)
asintoticos, C) sigmoides y D) pendiente cero, muy baja o negativa. Las curvas con
tendencia de disminucion y posterior incremento (genotipos 369 y 95) reflejan
posiblemente una mejoria de la enfermedad debido a una respuesta de defensa de la planta
que se produce en una etapa intermedia del periodo de infeccion pero que no es totalmente
efectiva, por lo que la enfermedad avanza. Las curvas asintoticas (genotipos 414, 361, 370,
482 y 511) sugieren que la respuesta de defensa de la planta es poco efectiva para
controlar el desarrollo de la enfermedad. Las curvas sigmoides (genotipo 419) indican una
defensa temprana y sostenida de la planta ante el ataque del hongo, no obstante el
incremento brusco de la curva sugiere que el patdogeno logra evadir estas respuestas y la

enfermedad progresa hasta provocar la muerte.

Las curvas de pendiente cero, muy baja o negativa (genotipos 222 y 463) muestran
una posible defensa temprana y constante que es eficiente para detener el avance de la
infeccion (van Kan et al., 1992). Consistentemente estos genotipos presentan valores de
AUDPC maés bajos, lo cual corresponde a plantas con una mayor resistencia. En tal
sentido, el genotipo 222 no solo fue el que mostré menor valor de AUDPC, sino ademas
las pruebas estadisticas lo separan en un subgrupo y agrupan el resto de genotipos en otro.

Los resultados de los analisis de expresion génica dan soporte al planteamiento de
que el genotipo 222 es resistente y brindan informacion preliminar sobre la expresion de
genes relacionados con respuestas de defensa en rosa in planta. En el transcurso de la
interaccion entre B. cinerea y su hospedero, la planta intenta prevenir la invasion y el
crecimiento del patégeno al activar multiples vias de defensa, incluyendo la produccién de

metabolitos antifingicos y proteinas relacionadas con la patogénesis (van Baarlen et al.,
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2007). Miembros de varias familias de proteinas PRs han mostrado capacidades
fungicidicas en contra de B. cinerea in vitro. En Arabidopsis la infeccion con B. cinerea
induce la expresion de multiples genes que codifican proteinas relacionadas con la defensa
que son consideradas como marcadores de vias de defensa gobernadas por el acido
salicilico (AS), el etileno (ET) y el acido jasmonico (AJ) (Benito et al., 1998; Thomma et

al.,2001; Diaz et al., 2002).

La acumulacién de transcritos de PRs y sus proteinas es una de las respuestas mas
comunes para una defensa activa. Entre ellas, se ha sugerido que las enzimas hidroliticas j3-
1,3- glucanasa (PR2) y quitinasa (PR3) estan involucradas en la resistencia de las plantas
contra patogenos fungicos (Derckel et al., 1998). En este estudio, en el cual se analiz6
comparativamente la induccién de estos genes mediante RT-PCR semicuantitativa, el
objetivo no fue medir cambios menores o el numero exacto de copias, sino el incremento
o reduccion en los niveles de expresion de al menos 1,2 fold con respecto a un gen
constitutivo. El gen del factor de elongacion 1 alfa, utilizado para la normalizacion de la
concentracion del ADNc y como control de la eficiencia de la reaccion, presentd una
expresion estable bajo las condiciones ensayadas validando su seleccion como gen
constitutivo (Nicot et al., 2005). Esto permitio evaluar los cambios en expresion de los

genes de proteinas PRs y hacer una estimacion cuantitativa de los mismos.

Los analisis de expresion temporales de los genes quitinasa y glucanasa revelaron
diferencias entre el genotipo susceptible y el resistente. Asi, el genotipo resistente registro
un incremento de la transcripcion del gen de la quitinasa mas temprano y con valores mas
altos que el genotipo susceptible, lo cual estd en concordancia con reportes de otros

sistemas planta-hongo (Netzer ef al., 1979; Joosten y De Wit, 1989; Daugrois et al., 1990;
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van Kan et al., 1992). En el caso del gen de la glucanasa la induccidon mas temprana fue

detectada en el genotipo susceptible y alcanzé niveles similares en ambos genotipos.

Se conoce que la defensa contra patdégenos rara vez esta basada en un solo gen,
sino que requiere la activacion de varios genes en forma de una cascada de sefializaciones
(Agrios, 2005). Fue evidente en los resultados obtenidos que hay un patrén de expresion
diferente en dependencia del genotipo; en el susceptible, hubo una induccion tardia de la
quitinasa y temprana de la glucanasa, mientras que en el resistente la expresion fue
contraria, la quitinasa temprana y la glucanasa tardia. Esto sugiere que la activacion
temprana del gen de la quitinasa puede representar el inicio de la cascada de induccion de
genes para una defensa efectiva en contra de B. cinerea. Es posible que la induccion tardia
del gen de la glunanasa en el genotipo resistente sea estimulada por la activacion temprana
del gen de la quitinasa, sugiriendo que este gen desempefla un papel importante en la
cascada de defensa en contra de B. cinerea en Rosa spp. No obstante para conocer de
forma integral la respuesta de defensa en rosa ante este hongo es necesario ampliar la
identificacion y caracterizacion de otros genes de proteinas PRs que puedan estar
implicados en este mecanismo. Ademds, se recomienda determinar las variaciones
cuantitativas de la expresion de estos genes como mecanismo de defensa de Rosa spp.
ante este patogeno mediante PCR cuantitativa (QPCR) (Derveaux et al., 2010), pues esta
técnica permitird identificar hasta minimos cambios en la activacion o desactivacion de los

genes de proteinas PRs.

En rosa hay una falta de informacion sobre genes de proteinas PR y su induccion
frente a un patogeno. En general, el rol de las proteinas PRs en la resistencia al moho gris
no ha sido esclarecido por completo y todavia es objeto de controversia. En estudios

realizados en uva se demostré que la quitinasa (PR3) presenta una de las actividades
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brotricidas mas elevadas (Derckel et al., 1998; Salzman et al., 1998). La quitinasa es la
enzima responsable de digerir la quitina, un constituyente principal de la pared celular de
hongos fitopatogenos, por lo que es evidente la importancia del rol que desempena en la
respuesta de defensa ante este patogeno (Singh et al., 2007). La quitinasa hidroliza los
enlaces glicosidicos B-1,4 en la quitina para generar productos como N-acetilglucosamina
y N,N-diacetilquitibiosa (Cohen-Kupiec y Chet, 1998). Las quitinasas del apoplasto juegan
un rol en la transduccion de sefiales de las vias de defensa ante la infeccion del hongo. Se
cree que las quitinasas al hidrolizar la quitina de la pared celular generan elicitores a partir
de los polisacaridos y glicoproteinas resultantes de la digestion (Kasprzewska, 2003). Los
elicitores, pequefias moléculas de sefalizacion, producidos por las quitinasas del apoplasto
activan la sintesis de quitinasas vacuolares al unirse al receptor, posteriormente estas son
las que inhibiran el crecimiento del hongo (Collinge et al., 1993). A su vez estos elicitores
inducen la expresion de otros genes PR al activar cascadas de transduccion de sefiales para
la respuesta de defensa. En A. thaliana se ha demostrado que la sobre-expresion del gen
de la quitinasa (PR3) otorga resistencia ante B. cinerea reduciendo la tasa de la enfermedad
y el tamafio de la lesion (Pak ef al., 2009). Se ha establecido que las quitinasas actian
sinérgicamente con PR2 (B-1,3-glucanasa) y son capaces de inhibir el crecimiento del
hongo, tanto in vitro como in vivo (Schlumbaum et al., 1986; Mauch et al., 1988; Zhu et

al., 1994; Jach et al., 1995).

La glucanasa es la enzima encargada de catalizar la hidrolisis de los enlaces
glucosidicos B-1,3 en los B-1,3-glucanos de la pared celular de los hongos (Lawrence et
al., 2000). En uva se conoce que la glucanasa es capaz de restringir el crecimiento de
hongos patogenos al tener un efecto inhibitorio sobre el desarrollo del tubo germinal
(Giannakis et al., 1998). La glucanasa es considerada generalmente como la primera linea

de defensa en contra de una infeccion fungica cuando su expresion es constitutiva en altos
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niveles (Lawrence et al, 2000). Probablemente su rdpida induccion y/o la sintesis de
proteinas como respuesta a la infeccion de B. cinerea podria tener una funcion importante
durante las etapas tempranas de la interaccion como una defensa base, asi como también

podria estar ayudando a la resistencia a este patogeno.

La expresion de estos genes de proteinas PRs es inducida por quimicos de
sefializacion de defensa/estrés, principalmente el 4cido jasmoénico, por lo cual se las
considera como marcadores de la via AJ/ET. El mecanismo de defensa hacia B. cinerea no
se conoce en rosas y existe poca evidencia que soporte el rol potencial de las proteinas PR
para una resistencia efectiva contra B. cinerea (van Baarlen ef al., 2007). Sin embargo, los
resultados es este estudio coinciden con lo informado para otras especies (Ej.: A. thaliana),
en los que se ha visto que las defensas mas eficientes requieren la sefializacion del acido

jasmonico y el etileno (Glazebrook, 2005).

Los ensayos de inoculacion con B. cinerea se llevaron a cabo con un patotipo
aislado e identificado en cultivos de rosa en Ecuador, lo cual proporciona un valor
agregado a los resultados de este estudio. Los cuatro patotipos (“Transposa”, “Vacuma”,

9999

Solo “Flipper”” y Solo “Boty”) identificados presentaron diferentes prevalencias entre los
lugares de muestreo (El Quinche y Cayambe, Pichincha, Ecuador), lo cual sugiere que en
el pais la prevalencia de los patotipos puede tener una dependencia espacio-temporal, asi

como también influencias debido a interacciones complejas entre el ambiente, hospedero y

el patdogeno (Agrios, 2005).

Estudios de este tipo realizados en Rosa spp. son escasos, la mayoria de la
informacion disponible sobre la deteccion de patotipos a nivel mundial se ha obtenido en

cultivos de uva, para la cual se ha reportado los mismos patotipos en diferentes paises,
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como Francia (Giraud et al., 1999, Ma y Michailides, 2005, Martinez et al., 2005), Chile
(Ma y Michailides, 2005), Bangladesh (Isenegger et al., 2008), India (Isenegger et al.,
2008), Nepal (Isenegger et al., 2008), Australia (Isenegger et al., 2008) y Hungria (Vaczy
et al., 2008). Los estudios mencionados reportan observaciones similares a las de este
trabajo en cuanto a identificacion de patotipos y distintos porcentajes de prevalencia entre
los lugares y tiempo del estudio. En Francia, por ejemplo, los patotipos con mas
prevalencia correspondieron a “Vacuma” (Giraud et al., 1999; Ma y Michailides, 2005) y
“Transposa” (Martinez et al., 2005), en Chile “Vacuma” fue el patotipo con mayor
frecuencia (Ma y Michailides, 2005), en India y Nepal (Isenegger et al., 2008) los

9999

patotipos solo “Flipper”” y “Transposa”, y en Australia (Isenegger et al., 2008) los

patotipos “Transposa’ y solo “Boty”.

Se piensa que la diferencia en las frecuencias de los patotipos se debe a cambios en
las condiciones ambientales, asi como también a la resistencia a fungicidas, a la aplicacion
o no de agroquimicos, o6rgano de la planta muestreado, estado del cultivo y limpieza del
invernadero (Martinez et al., 2003; Isenegger et al., 2008). Esta diferencia también puede
deberse a practicas de cosecha como la remocion de hojas muertas, poda de flores y recorte
de las plantas (Martinez et al., 2005; Vaczy et al., 2008). Es probable que los desechos
producidos por estas practicas sean una de las fuentes principales de material en
descomposicion y materia organica para el desarrollo y reproduccion del hongo. De igual
manera, las heridas generadas en las plantas durante la cosecha podrian estar facilitando el
ingreso del hongo, asi como también es posible que las herramientas utilizadas en la poda

sean fuente de infeccion y propagacion del patogeno.

En esta investigacion fue posible constatar la coexistencia en simpatria de los

distintos patotipos, lo cual puede ser explicada por una diferencia en las estrategias de vida
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de los patotipos de B. cinerea: El patotipo “Vacuma” presenta una estrategia ruderal mas
marcada que el patotipo “Transposa”, caracterizada por un crecimiento rapido y una
esporulacion elevada. Esto se evidencio por un crecimiento del micelio mas rapido que en
el patotipo “Transposa” (Martinez et al., 2005). Similarmente, se registraron diferencias en
la virulencia entre los patotipos, las cuales pueden proporcionar una ventaja diferencial
para poder colonizar y degradar los tejidos de las plantas (Ma y Michailides, 2005). En
estudios realizados en uva se ha demostrado que el patotipo “Transposa” es
significativamente mas virulento que el patotipo “Vacuma” (Martinez et al., 2003;

Martinez et al., 2005).

A pesar de que en la presente investigacion no se realizé un estudio de virulencia
entre “Vacuma” y “Transposa”, por la informacion disponible en uva, se eligi6 realizar la
inoculacion con el patotipo reportado como mas virulento (“Transposa”). La muerte de
ocho de los genotipos de rosa utilizados (Figura 11, J) sugiere que en Rosa éste también se
manifiesta como altamente virulento. También se podria sugerir que la mayoria de los
genotipos estudiados fueron sensibles al patéogeno, pese a la seleccion basada en las
observaciones en campo y ensayos de infeccion con B. cinerea realizados por Esmeralda

Breeding S.A. y en los cuales se registraron a 8/10 como resistentes.

Las prevalencias determinadas proporcionan informacion sobre lo que ocurria al
momento del muestreo. Como se mencioné anteriormente, las frecuencias de los distintos
patotipos varian de lugar a lugar y dependiendo del tiempo de muestreo, asi como también
del genotipo de rosa hospedero. Es posible que la alta prevalencia del patotipo “Vacuma”
en Cayambe (Figura 7) se deba a su estrategia de vida de crecimiento rapido y a su
habilidad de aprovechar los recursos (desechos) resultantes de la poda de las rosas. Sin

embargo, la diferencia entre la prevalencia de los patotipos encontrada en El Quinche y en
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Cayambe (Figura 7) puede también ser producto de la diferencia entre el nimero de
muestras colectadas,11 en el Quiche vs. 40 en Cayambe. Los distintos tamafios de muestra
se debieron a que en la finca de Cayambe se trata de reducir al maximo las fuentes de
contaminacion aplicando fungicidas y eliminando las rosas que presenten sintomas de
infeccion; mientras que en el Quinche se ha reducido la aplicacion de fungicidas con miras
a un cultivo mas verde o ambientalmente amigable. Si se aumenta el nimero de muestras
se podra tener una mejor idea de la prevalencia de los diferentes patotipos en El Quinche,
no obstante considerando los parametros mencionadas anteriormente que influyen sobre

las variaciones en prevalencia.

Los resultados obtenidos aqui permiten establecer una linea base para realizar un
seguimiento sobre la estructura de los patotipos de B. cinerea en cultivos de rosa
ecuatorianos y facilitar el desarrollo de planes de manejo y control del patdogeno mas
eficientes y dirigidas. Sin embargo, para ello es necesario realizar estudios que incluyan la
resistencia de B. cinerea a estos agroquimicos de tal manera que se pueda seleccionar el
fungicida mas eficiente. Todo esto con el fin de disminuir el uso de estos quimicos

nocivos.

Finalmente, la identificaciéon y confirmacion de los genotipos resistentes a B.
cinerea a través de técnicas tradicionales y moleculares facilitard la seleccion de
marcadores moleculares de ADN propios de rosa para la identificacion rapida de genotipos
resistentes. Esto permitird realizar la seleccion de progenitores por técnicas moleculares y
la evaluacion de los hibridos en un programa de mejoramiento genético. La floricultura
ecuatoriana se beneficiard al garantizar la calidad del material exportado con flores que

exhiban resistencia en el campo y también durante su permanencia en florero.
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7. CONCLUSIONES

Los patotipos de Botrytis cinerea prevalentes fueron Transposa, Vacuma, Solo
flipper y Solo boty, los que coexisten en simpatria y las frecuencias de los distintos
patotipos varian dependiendo del lugar, del tiempo de muestreo y del genotipo hospedero.

Entre estos el patotipo transposa correspondi6 con el tipo agresivo.

El proceso infeccioso de B. cinerea en Rosa spp. tuvo una duracion de nueve dias,
que inici6 con el ingreso del patdgeno al interior del tejido vegetal a través de los estomas
de la planta, seguido por ocho etapas de colonizacion y establecimiento, similar a lo

observado en otras especies.

De los diez genotipos de Rosa spp. evaluados, el genotipo 222 demostrd ser
resistente a B. cinerea por que presentd poco dafio en el tejido vegetal, la curva de
progreso de la enfermedad tuvo una pendiente de cero y obtuvo el menor valor de

AUDPC; ademas alcanzo el mayor nivel de expresion de los genes de defensa evaluados.

Los analisis de la expresion génica diferencial y temporal de los genes de defensa
quitinasa y glucanasa revelaron que el genotipo resistente registr6 un incremento de la
transcripcion del gen de la quitinasa mas temprano y con valores mas altos que el genotipo
susceptible; mientras que el gen de la glucanasa mostr6 una induccién mas temprana en el

genotipo susceptible y alcanzo niveles similares en ambos genotipos.
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Figura 1. Fotografias de Botrytis cinerea A) Pétalo de rosa infectado 2X, B) Conidioforo
con conidios maduros 20 X, 'vista de conidioforo bajo microscopio electronico (tomado de:
Williamson et al., 2007) C) Vista con estereomicroscopio de la punta de la hifa més lejana
10 X, D) Crecimiento de la punta de la hifa después de siete dias en agar papa dextrosa
(PDA).
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Figura 2. Preparacion del inoculo. A) Cultivo de Botrytis cinerea esporulando en PDA
después de 14 dias B) Cocecha de las esporas con ayuda de un asa Drigalski.



76

Figura 3. Camara de conteo hemacitométrico o Neubauer. Se observan las esporas de
Botrytis cinerea con el fondo cuadriculado. Magnificacion 4 X.
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Figura 4. Prueba de contaminaciéon del ARN total de Rosa spp. con ADN genomico
mediante PCR. Se presentan las amplificaciones con todas las muestras del genotipo 222
(prueba y control, a los siguientes intervalos de tiempo 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
post inoculacion - hpi) utilizando los iniciadores para el gen de la glucanasa. Se empled
como templado ARN total. A) Se evidencia contaminacién con ADN gendmico debido a la
presencia de la banda correspondiente al producto de PCR del gen de la glucanasa (~ 500
bp) en todas las muestras. B) Muestras de ARN total contaminadas con ADN gendmico

tratadas con DNasa I. Se observan bandas solamente en las muestras 222 12h, 222 24h y
C222 96h.
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Figura 5. Calidad y concentraciéon del ADN extraido de Botrytis cinerea. A, C, D, E, F,
G, H, y J tienen un brillo similar a la banda de la escalera que corresponde a 20 ng por lo

que su concentracion es ~5 ng/ul (20 ng / 4 pl =5 ng/ul). By M son similares a la banda
de 40 ng por lo que su concentracion es ~10 ng/ul. En I y L no se observa banda. En K se
ejemplifica un ADN de mala calidad debido a degradacion.
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ESCALERA CONTROLES TRANSPOSA SOLO FLIPPER
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Figura 6. Productos de la amplificaciéon de los retrotransposones Flipper y Boty. El
amplificado para Boty fue de ~560 pb y para Flipper ~1150 pb. C1 y C2 corresponden a
los controles positivos: Flipper y Boty; A 'y B corresponden a un aislado del patotipo
Transposa; C y D corresponden a un aislado del patotipo solo Flipper; E y F corresponden
a un aislado del patotipo solo Boty.
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Figura 7. Prevalencia de los distintos patotipos de Botrytis cinerea aislados en Cayambe
(Rojo) y El Quinche (Azul). En total se colectaron 11 muestras en El quinche y 40 muestras
en Cayambe.
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Figura 9. Plantas susceptibles a la infeccion por patogenos 40 dias despues del inicio del
ensayo. Las fotografias ilustran la infeccion de las plantas por patdégenos en el ensayo
realizado en invernadero. La signos de infeccion corresponden a la enfermedad causada
por oidio. Las fotografias corresponden a los tres genotipos reportados como susceptibles
por el personal de la empresa Esmeralda Breeding S.A. A) genotipo 414, B) genotipo 419
y C) genotipo 482.
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Figura 10. Plantas mas resistentes a la infeccion por patdégenos 40 dias despues del inicio
del ensayo. Las fotografias ilustran la infeccion de las plantas por patégenos en el ensayo
realizado en invernadero La signos de infeccion corresponden a la enfermedad causada por
oidio. Las fotografias corresponden a los cinco genotipos reportados como resistentes por
el personal de la empresa Esmeralda Breeding S.A. A) genotipo 222, B) genotipo 370, C)
genotipo 369 y D) genotipo 95.
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Figura 11. Fotografias del progreso de la enfermedad “podredumbre gris”. A) Genotipo
414 — 4 dias después de la infeccion (ddi), B) Genotipo 361— 4 ddi, C) Genotipo 222— 9
ddi, D) Genotipo 361— 9 ddi, E) Genotipo 369— 9 ddi, F) Genotipo 414— 9 ddi, G)
Genotipo 370— 23 ddi, H) Genotipo 482— 23 ddi, I) Genotipo 222— 39 ddi, J) Plantas
susceptibles muertas - 39 ddi, K) Genotipos resistentes 222 y 463— 42 ddi, L) Genotipo
222- 42 ddi, M) Genotipo 463— 42 ddi.
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Figura 11 (Continuacion). Fotografias del progreso de la enfermedad ‘“podredumbre
gris”. A) Genotipo 414 — 4 dias después de la infeccion (ddi), B) Genotipo 361— 4 ddi, C)
Genotipo 222— 9 ddi, D) Genotipo 361- 9 ddi, E) Genotipo 369— 9 ddi, F) Genotipo 414—
9 ddi, G) Genotipo 370— 23 ddi, H) Genotipo 482— 23 ddi, I) Genotipo 222—- 39 ddi, J)
Plantas susceptibles muertas - 39 ddi, K) Genotipos resistentes 222 y 463— 42 ddi, L)
Genotipo 222— 42 ddi, M) Genotipo 463— 42 ddi.
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Figura 11 (Continuacion). Fotografias del progreso de la enfermedad “podredumbre
gris”. A) Genotipo 414 — 4 dias después de la infeccion (ddi), B) Genotipo 361— 4 ddi, C)
Genotipo 222— 9 ddi, D) Genotipo 361- 9 ddi, E) Genotipo 369— 9 ddi, F) Genotipo 414—
9 ddi, G) Genotipo 370— 23 ddi, H) Genotipo 482— 23 ddi, I) Genotipo 222—- 39 ddi, J)
Plantas susceptibles muertas - 39 ddi, K) Genotipos resistentes 222 y 463— 42 ddi, L)
Genotipo 222— 42 ddi, M) Genotipo 463— 42 ddi.



86

100 A
G95
80 A
— G463
G511
£
3 60 A ——G419
:E —— G369
3 G222
-% 40 1 —— G414
g —G361
5
& 20 — G370
G482
0 ' ' ' ' ' ' ' ,
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Dias

Figura 12. Curvas de progreso de la enfermedad de diez genotipos de Rosa spp. Los
valores de porcentaje de infeccion corresponden al dafio en los tejidos de las plantas.
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Figura 13. Area debajo de la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) para los diez
genotipos de Rosa spp. estudiados.
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Figura 14. Comprobacion de la infeccion de Botrytis cinerea en tejidos de Rosa spp.
(genotipo 222) mediante tincion con tripan azul. El método destifie el tejido vegetal y tifie
con azul los tejidos del hongo. A) Espora de B. cinerea germinando en tjidos de Rosa dos
horas después de la infeccion (hdi) 20 X, B) Espora de B. cinerea germinada 6 hdi 20 X,
C) Hifa del hongo ingresando al tejido por un estoma 6 hdi 10 X, D) Infeccién del hongo
12 hdi micelio en crecimiento 10 X, E) Infecciéon 24 hdi 10 X, F) Necrosis del tejido
circundante al hongo 24 hdi 10 X, G) Infeccion 48 hdi 20 X, H) Infeccion 72 hdi 10 X, I)
Infeccion 96 hdi 10 X, J) Necrosis 96 hdi 2.5 X, K) Ejemplo de tejido sano de una planta
testigo 24 hdi 10 X, L)Ejemplo de tejido necrosado 24 hdi 10 X.
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Figura 14 (Continuacion). Comprobacion de la infeccion de Botrytis cinerea en tejidos de
Rosa spp. (genotipo 222) mediante tincion con tripan azul. El método destifie el tejido
vegetal y tifie con azul los tejidos del hongo. A) Espora de B. cinerea germinando en tjidos
de Rosa dos horas después de la infeccion (hdi) 20 X, B) Espora de B. cinerea germinada 6
hdi 20 X, C) Hifa del hongo ingresando al tejido por un estoma 6 hdi 10 X, D) Infeccién
del hongo 12 hdi micelio en crecimiento 10 X, E) Infeccion 24 hdi 10 X, F) Necrosis del
tejido circundante al hongo 24 hdi 10 X, G) Infeccion 48 hdi, micelio 20 X, H) Infeccion
72 hdi, micelio 10 X, I) Infeccion 96 hdi, micelio 10 X, J) Necrosis 96 hdi 2.5 X, K)
Ejemplo de tejido sano de una planta testigo 24 hdi 10 X, L)Ejemplo de tejido necrosado
24 hdi 10 X.



89

Bandas correspondientes al
ARN ribosomal

Figura 15. Verificacion de ARN en gel de agarosa nativo al 1,2 %. Ocho muestras de
ARN de rosa en buen estado y diferentes concentraciones, se observa contaminacion de

ADN visible como un barrido sobre las bandas de ARN ribosomal (~ 1,9 kb).

~ 100 bp

Figura 16. Determinacion de la temperatura de anillamiento 6ptima para EFla con los
iniciadores preliminares. A) temperatura de anillamiento 62 °C ,B) temperatura de
anillamiento 56 °C, C) temperatura de anillamiento 53 °C , D) temperatura de anillamiento
50 °C.
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~ 100 bp

Figura 17. Determinacion de la concentracion de magnesio Optima y potenciadores de
PCR para EFla (~ 100 bp) con los iniciadores preliminares. A) magnesio 3 mM - DMSO
5%, B) magnesio 1,5 mM, C) magnesio 3 mM.
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Figura 18. Curvas de amplificaciéon A) Curva de amplificacion del gen PR2 (glucanasa)
con los iniciadores preliminares B) Curva de amplificacion del gen Efla con los
iniciadores definitivos C) Curva de amplificacion del gen PR3 (quitinasa) con los
iniciadores definitivos. Se distingue el comportamiento tipico de una reaccion de PCR con
una tendencia sigmoide. El inicio de la amplificacion es claramente exponencial, la
segunda fase es linear hasta llegar a la fase de meseta por disminucion del rendimiento de

la reaccion.
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~ 100 bp

Figura 19. Determinacion del numero de ciclos optimo de PCR para EFla con los
iniciadores preliminares. A) 22 ciclos, B) 24 ciclos, C) 26 ciclos, D) 28 ciclos, E) 30
ciclos, F) 32 ciclos, G) 35 ciclos, H) 40 ciclos.
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Figura 20. Optimizacion de los iniciadores definitivos. Los nUmeros romanos
corresponden a las diferentes mezclas de reaccidbn empleadas. “A” corresponde a una
concentracion de magnesio alta de 4mM, “M” a una concentracion media de 3mM y “B” a
una concentracion baja de 2mM. A) Iniciadores del factor de elongacion 1 alfa B)
Iniciadores del gen de la Quitinasa.
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Escalera  Controles
Sobp

v

~ 100 bp

Figura 21. Validacion del gen EFla como gen constitutivo. Se utilizéo como templado para
las reacciones de PCR 5 pL. de ADNc (sintetizado a partir de 1 pg de ARN total) de cada
uno de los intervalos de tiempo (0,2,6,12,24,48,72 yv 96 horas después de la infeccion) del
genotipo 222. Las reacciones se realizaron por duplicado y se separaron el un gel de
agarosa al 2%.
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Figura 22. Medias calculadas a partir de las areas de los picos de intensidad para las
amplificaciones del gen EFla. Las areas de las bandas resultantes de la electroforesis de
los productos de PCR para todos los intervalos de tiempo se determinaron mediante el
programa ImagelJ v. 1.42q. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura 23. Productos de PCR de los genes marcadores de respuesta a patogenos de las
plantas que fueron inoculadas con Botrytis cinerea. Se muestran las amplificaciones en
ocho intervalos de tiempo para los genotipos 222 (resistente) y 482 (susceptible). A)
EFla B) Quitinasa C) Glucanasa.
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Figura 24. Expresion relativa temporal del gen de la glucanasa en el genotipo resistente y
en el susceptible. A) Genotipo resistente 222 (azul) B) Genotipo susceptible 463 (tomate).
Los valores de expresion relativa corresponden a las medias calculadas a partir de los
valores de las areas de los picos obtenidas a partir de la intensidad de la bandas del gen de
la glucanasa normalizada con el 4rea de la banda del gen constituvo (EFla) y las barras
de error corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 25. Expresion relativa temporal del gen de la quitinasa en el genotipo resistente y
en el susceptible. Los valores de expresion relativa corresponden a las medias calculadas a
partir de los valores de las areas de los picos obtenidas a partir de la intensidad de la
bandas del gen de la glucanasa normalizada con la el area de la banda del gen constituvo
(EF1a) y las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 26. Productos de PCR de los genes marcadores de respuesta a patogenos de las
plantas que no fueron inoculadas con Botrytis cinerea. Se muestran las amplificaciones en
ocho intervalos de tiempo para los genotipos 222 (resistente) y 482 (susceptible). A) EFla
B) Glucanasa C) Quitinasa.
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Figura 27. Prueba de contaminacion del ADNc de Rosa con ADN gendémico mediante
PCR. Se presentan las amplificaciones con todas las muestras del genotipo 222 (prueba y
control, a los siguientes intervalos de tiempo 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas post
inoculacién - hpi) utilizando los iniciadores para el gen de la glucanasa (~ 500 bp). Se
empled como templado las reacciones de retrotranscripcion negativa (RT-).
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Tabla 1. Secuencias de los iniciadores empleados para detectar la presencia de los retrotransposones “Boty” y “Flipper”. Para el retrotransposon
Boty se emplearon dos sets de iniciadores diferentes.

Retrotransposon  Iniciador Secuencia Tm (°C) Tamaiio amplificado
LTRO98 5'-AGC CTG TAG AAT CAC CAA CG -3 51,78
“Boty” LTR728 5'-CGG TAT TTC TGG TTG GCA - 3° 48,04 648 bp
BotyF4 5'-CAG CTG CAG TAT ACT GGG GGA-3' 56,31
“Boty” BotyR4 5'-GGT GCT CAA AGT GTT ACG GGA G-3' 56,7 560 pb
F300 5'-GCA CAA AAC CTA CAG AAG A3 49.9
“Flipper” F1550 S-ATT CGT TTC TTG GAC TGT A-3' 48,5 1150 pb

A, Adenina, C; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T; bp, pares de bases

001
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Tabla 2. Coédigos de los diez genotipos de Rosa spp. empleados para el estudio. Los
codigos fueron establecidos por la empresa Esmeralda Breeding S.A. La clasificacion de
resistencia fue determinada mediante observaciones del personal de la empresa.

Genotipo  Clasificacion Previa

414 Resistente
511 Resistente
370 Resistente
369 Resistente
361 Resistente
95 Resistente
463 Resistente
222 Resistente
482 Susceptible

419 Susceptible




Tabla 3. Informacion sobre los iniciadores preliminares. Los iniciadores se disefiaron para los genes candidatos como marcadores de defensa en
contra de Botrytis cinerea sobre las regiones conservadas de las secuencias abajo reportadas, se incluyen sus numeros de accesion y organismo al
que corresponden. El factor de elongacion 1 alfa fue empleado como gen constitutivo.

Nombre Secuencia Numero de accesion Organismo Iniciador Secuencia Tm (°C) a;;;irlf?clzl(:io

Fragariax PR3-F 5-TACTCTCGCTGCCATCTTC-3" 51,09

PR3 Quitinasa EF576873.1 ananassa  PR3-R 5"-AATCGGTCCTCTTCCTTTG-3" 48,93 446 bp
Rosa PR2-F 5'- GGTAACCATTACTACCATCTTG -3" 51,11

PR2 Glucanasa DQ285638.1 roxburghii  PR2-R 5'- CCATCCTCAACAACCACCTTC -3 54,36 454 bp
Prunus ~ DFN-F 5'-CGTGGCTTTCGCCGCAGATG-3' 57,93

DFN1  Defensina AY078426.1 persica  DFN-R 5'-AGGCAAGGCAACTCACGAGGG-3' 58,26 257 bp
Rosa EF1-F 5'-AAGGCTGAGCGTGAGCGTGG-3' 57,93

EFla EFla AB370119.1 hybrida  EF1-R 5'-TGGCAGTCGAGCACTGGAGC-3' 57,93 866 bp

PR, “Pathogenesis Related”; DFN, Defensina; EF, Eflongation Factor; A, Adenina, C; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T; bp, pares de bases

01



Tabla 4. Cocteles de reaccion utilizados para optimizar los componentes de la PCR para los iniciadores definitivos. En donde *volumen
preliminar de la reaccion es 30 uL (el volumen final serd 40 pL), ® volumen total = 105 pL suficiente para 3 + 0,5 reacciones, © coctel de
reaccion utilizado como control de contaminacion de los componentes de la reaccion al cual se agregd 35 uL de MgC12 8 mM. “Reactivo Q de la

casa Qiagen”

Coctel de Reaccién ” (uL)

Volumen por

Componentes [Inicial] [Final] Reaccién * I 1I I

Control

\Y% VI  Componentes °
Buffer de reaccion 10X 1X 4 uL 14 14 14 14 14 14
Iniciador 1 25uM 025uM 60,1 uM 4 uL 6 1,6 ul 5,6 14 5,6 5,6 14 14
Iniciador 2 25uM 025uM 60,1 uM 4 uL 6 1,6 ulL 5,6 14 5,6 5,6 14 14
cDNA Sin Diluir Sin Diluir 2 uL 7 7 7 7 7 -
4dNTPs 10 uM 0,2 mM 0,8 uL 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Taq Polimerasa 5U/ml 1U 0,2 uL 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
DMSO 100% 5% 2 uL - - 9 - - -
Reactivo Q ¢ 5X 1X 8 uL - - - 36 36 -
hasta hasta hasta hasta  hasta
H,0 - - hasta 30 uL 105 105 105 105 105 hasta 105

€0l



Tabla 5. Resultados del mejor alineamiento de las secuencias obtenidas para los retrotransposones de Botrytis. cinerea y los genes de defensa en
Rosa spp. Las secuencias fueron comparadas con la base de datos del GenBank del NCBI empleando Blastn y secuencias no redundantes.

Secuencia Descripcion del resultado Porcentaje de cobertura  Valor E Identidad Maxima Accesion
B.cinerea long terminal repeat DNA of
“Boty” retrotransposon Boty 63 0 94 X81790.1
Botryotinia fuckeliana Flipper transposable
“Flipper” element transposase 98 0 98 U74294.1
Rosa hybrid cultivar RhREF1A mRNA for
EFl-a elongation factorl-alpha 100 0 99 AB370119.1
Rosa roxburghii isolate S1A17 glucanase
PR2 (PR2) gene 48 0 94 DQ285646.1
Fragaria x ananassa chitinase (CHI2)
PR3 mRNA 69 2,00E-161 89 Fl424410.1
Fragaria x ananassa beta-1,3-glucanase
DFN (BG2-3) mRNA 34 1,00E-46 91 AY989819.1

PR, “Pathogenesis Related”; DFN, Defensina; EF, Eflongation Factor; A, Adenina, C; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T; bp, pares de bases

144!



Tabla 6. Informacidn sobre los iniciadores definitivos. Se los disefid a partir de las secuencias obtenidas con los iniciadores preliminares de los
genes candidatos como marcadores de defensa en contra de Botrytis. cinerea y el gen constitutivo.

Secuencia Nombre Iniciador Secuencia (5" - 37) Tm °C Tamaiio bp Tamaio producto

CHI-F CCCTGC AAATGATTT CTACACC 61,5 22

Quitinasa CHI-R GCT GCA ATTTCA CGCCTTC 62,1 19 108 bp
GLU-F GCA TAT GCGTTT TCA CTT TACC 60,5 22

Glucanasa GLU-R AAT ATG CGT TGT TCA CTT CACC 61,6 21 100 bp
DFN2-F GGAACAAGCTCATCCAAATCC 61,2 21

DFNI1 DFN2-R TTCTTAGCCAAGGCAACTCAC 62,6 21 180 bp
EF-F CTG CTT GCT TTC ACT CTT GG 61,3 20

EFla 96 bp
EF-R TTC ATC GTA CCT TGC CTT TG 60,4 20

DFN, Defensina; EF, Eflongation Factor; A, Adenina, C; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T; bp, pares de bases

So1
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11. ANEXOS
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Anexo 1. Diagrama del flujo de trabajo de la investigacion. El color azul representa las
etapas realizadas en este trabajo. El color naranja una de las posibles aplicaciones a futuro
de los resultados de esta investigacion.
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Anexo 2. Fases de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés).
Tomado de: Padilla y colaboradores (2009).
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Anexo 3. Secuencias consenso. A) Transposon “Boty”, B) Transposon “Flipper”, C)
Factor de elongacion 1- alfa, D) Gen de la proteina relacionada con la patogénesis 2, E)
Gen de la proteina relacionada con la patogénesis 3, F) Defensina.

A

gtggctgttgccectgaagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaggaaattaagcatgcettgtatttactgggggacactaggcacccaagg

aaagcctcaggcatgtatatagtattagtcataggatatcctagaaacgtaggatacagttcctaggacaataggtcctaggaaacaccgaacat
aactttgcaaacttttcgcgaagttatattagtaatatcccaggggattagccccaggataaaagataagctaggatacgggaagacacgggaa
ccggtatcacgtgatgggccgtcccatcaatcccaccgattattatcaatgggatcagtgggatcccatcactcecaccactcceggtgagtgg
gatcgatgggacaacagagtacgagggtctatataagagaatgggtttccttatatgtagagcttcgtgctcaagagaacaatcattagtttcatt

actatagttacgagaattgcaaccagttacaaccttattgaattcctacttgaagtctagtctaaaccacctcgagagatctctagacacttccacgt
gaccctagaggcagctcccgtaacatttttgagagcacctgeggtttcggegegeccatcecgagatggegaccgeggacggtactggggag
gtaccaagggttgcggcectggaggcetgeccceceggggggtetectgggectacceggetgettagatgaagaaatgggegggattgetecctt
acgcaatagttgaagcggttctccttggtectectttcggtcgeactttttggegtatgttattgeggtgaaggtggggotgaoctgtacgtgatet

B

cggggtagggagagctctagcaattggattttagtacaggaagecctaggaactagecctacccatcgtcaaatacgagaattaggagagtce
attctcaacctcgaaggaggtgatttatctctgggcaagegatggatacatagttttttggaaagaaacccagagattaagactaaaaggcaata
taaaatcgataatgcccgtatcaatggtgcaactaccgaaattataagcaagttctttgaaaagttggatttaccagcaattaagcatatcaagecc
gaaaacagatggaatatggatgaagctggtataatggaaggccagggtctcaatggtatggtacttgggagttcaaagegacgttttattcaga
aaaagcaacccggttcaagaacgtggacctcttttattgagtgtatctcagctacgggaagagcacttttacctttggttatattcaaaggtaaaac
acttcaacaacaatggtttcccattaaacttgataactatgaagggtgggagttcactgctacagataatgggtggactacggattctacaggttt
ggaatggctaaaagaggtgtttaaacccacaatcagcaccaactcaccgaaagaagcecaagactccttgtttggatgggocatgggagcecaat
gaaaccactcaatttatgcttgaatgcttcaagaataatatacacctcttatttttaccaccccatacatcgcatgtactacaacctcttgatttatcaat
attttcacctctgaaaaaagaatatcgataccacctcaatactctcgattcattgacggattctactcccattggcaaaagaaactttcttgectgeta
tcagaaagctagattaaaagctttaacacttcgaaatatcacttctgggtggaaggcttcaggtttatggectcaaaaccgegcetaaacctcttttg
tccagattattgctcgaaaacagtaatcaagaggttgtatatcaaaatcctgtttcagatgatgatcccgagcttcaatggaatatacattcatctttt
attgcatggaaaacccctcaaaaaggaagtgatattcgaaaatatgctgatataatggagaaagttgatgagaccgatattccaactcgeegge
tgcttttcgaaagatcaaaaaggattgagctag

C

cgtgagcgtggtatcaccattgatattgccttgtggaagtttgagaccaccaagtactactgcactgtcatcgatgetcceggacatcgtgattte
atcaagaacatgattactggtacctcccaggcetgattgtgccgtcctcatcatcgactccaccactggtggttttgaagetggtatctccaaggat
ggtcagacccgtgagceacgcetctgettgetttcactcttggtgtcaagcagatgatttgetgetgtaacaagatggatgecaccactcccaagta
ctcaaaggcaaggtacgatgaaattgtgaaggaagtctcttcctacctgaagaaggttgggtacaacccagacaaaattgectttgttcccatct
ctggattcgagggtgacaacatgattgagaggtccaccaacctcgactggtacaagggecctaccetecttgaggeacttgaccaaatcaatg
agcccaagaggcecctcagacaagceccctecgtetcccacttcaggatgtgtacaagattggtggcattggaactgtgectgtggggcgtgttg
agactggtgtcatcaagcctggtatggttgtgacttttggccecactggactgactactgaagttaagtctgtggagatgecaccacgaagcetcte
caggaggctcttcctggtgacaatgttgggticaatgtgaagaatgttgctgtcaaggatctcaagegtggttttgttgcatccaactccaaggat
gaccctgccaaggaagcetgcetaacttcacctcacaggtcatcatcatgaaccatcetggecagattggaatggatatgetccagtgcte

A, Adenina, C; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T
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Anexo 3 (Continuacién). Secuencias consenso. A) Transposon “Boty”, B) Transposén
“Flipper”, C) Factor de elongacion 1- alfa, D) Gen de la proteina relacionada con la

patogénesis 2, E) Gen de la proteina relacionada con la patogénesis 3, F) Defensina.

D

atttctttttctttttttctaccaacaaaaccaaagcccacggegtgggagggaagtaaaaattgtgticcagecaattttgcaaccttgggegega
gtcaaagttgaaattaacaatgagtggcatgaagtagacccgagatgcgcagagcataatattcataccgctatatagaactttagaacgegta
cagcgcgcatctccacgtcacaggacacagcgatagatacacttgttacccataatttccatcattcactggettaageggtgtgaattcatttatt
accccattatcacctttttgcaacaatgatccaccacttttagccatatataccctaattcgectagtcggtaacctgetgacataaaacccgceatat
gegttttcactttaccagggtcaccgctcceccateggtaacceccaatgtecatettgtaccactacccetggtgaagtgaacaacgceatattet
agttttatgtcagcagggttaccgacataggcgaagtaggggtatatattggcaagaagtggtgatccattgttgecctaagaaggtgataattgg
ggtaataaatgaattcgcagcatcgetgaatgceccatttgaaggagggaagttttgggtaagagttgtatctattgetgttgacactttgacttgta
gattggcggcetgtaaccgegttctgaatgttctgtatggcaggaagaagatattttgectctgecagcatcagggtgtacttcattgeccaacagcaa
tgtacttgaatttgacatcagccgcgtaaggttgcacattttgctggacccaatttgtagetgctgecagcatcagtgagcetcttgaaggtggtgtgg

gaggga

E

tcacccegeagtctagaccgtetcgcaaggecgecteatecttecctetgtgacctecceccctegegggacgaaagaaacgcetagectattct
tactcttggcgccacttcagcecttettctttttcttcctcactaccatgtttcttttctccatctcatcatgggaagttgaggttcatccagtatatactttg
atcaacgaaaagctttacaacaaattgtttctacacaaggacgacacagcatgccctgcaaatgatttctacacctatcgctccttcatcgaggca
accaaatactttccgagattcggcaccaccggaagtctagccactcgaaggegtgaaattgcagcatttattgctcagatctctcacaaaaccac
aggctggtggoctacagcgeccgacggaccatactettggggtttgtgcttitaaagaagaaatcaatccgggaagcaactattgegacageac
caacaaggagtgtccatgctatcctggaaaatcttacaaaggaaaagaaaccaattattgttgetggatctggaagaaaaaaggatgaattatc

gactatctcatggtctagactgatgcccaaaggataaggaccgattat

F

gaaatctcgtgagagcgtcgegttcttatgacccectcectaaattcctaaccecggaatccacteecttggetggateccatttccggaacaagcet
catccaaatccccaccccectttgaccgcetecttggggteegttccgacccaatectgegtttetttcctccagatttcattttatatccccaccaccte
gegtttgatcccggcegatcttgetcacccttttcctcceccagtacecetcgtgagttgecttggetaagaattatcaccticttaggcaacaatggat
caccacttcttgccaatatatacccctacttcgectatgtcggtaaccctgetgacataaaactagaatatgegttgttcacttcaccaggggtagt

ggtacaagatgga

A, Adenina, C; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T
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Anexo 4. ANOVA de los genotipos de Rosa por sus AUDPC (area debajo de la curva de
progreso de la enfermedad)

ANOVA AUDPC

Sum of Squares  df Mean Square F Sig.

Between Groups 7,752E+06 9 861285,590 9,493 001
Within Groups 907265,625 10  90726,563
Total 8,659E+06 19

Anexo 5. Subgrupos los genotipos de Rosa segun sus AUDPC. Los subgrupos se
determinaron con la prueba a posteriori de Tukey.

Subset para alfa = 0.05

Genotipo N 1 2

222 2 175,000

463 2 1.487,500

419 2 1.706,250

482 2 1.925,000
95 2 2.100,000
361 2 2.100,000
369 2 2.100,000
370 2 2.100,000
414 2 2.100,000
511 2 2.625,000

Sig. 1,000 ,065
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Anexo 6. Prueba de homogeneidad de varianzas de los valores de las dreas de los picos de
intensidad de EFla. Los valores se obtuvieron a partir del calculo de la intensidad de las
bandas con el programa ImageJ v. 1.42q.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Levene Statistic dfl  df2  Sig.

1,081E+16 7 8 2,932E-63

Anexo 7. ANOVA de los valores de las areas de los picos de intensidad de EFla. Los
valores se obtuvieron a partir del célculo de la intensidad de las bandas con el programa
Imagel v. 1.42q.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5468,750 7 781,250 ,914 ,541
Within Groups 6841,000 8 855,125

Total 12309,750 15
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