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RESUMEN

El quitosano ademds de presentar un efecto antifiingico, también actta como elicitor el cual es capaz de estimular el mecanismo de defensa del
sistema vegetal induciendo la resistencia del hospedero. A la fecha se cuenta con poca informacién referente a la expresién de genes relacionados
con el sistema de defensa del fruto que son inducidos durante la interaccién con quitosano. El objetivo de esta investigacion fue realizar el analisis
transcriptémico de los genes que se expresan diferencialmente en la interaccién Fruto-Fitopatégeno-Quitosano. Las muestras bajo estudio se
obtuvieron a partir frutos 1) tratados con quitosano, 2) inoculados con el hongo, 3) tratados con quitosano ¢ inoculados con el hongo y 4) un
control. Las muestras se tomaron de frutos en estado de madurez intermedio (entre madurez fisioldgica y de consumo) a diferentes tiempos (0,
1, 6,9y 24 h post tratamiento-inoculacién). El RNA obtenido de las muestras en cada condicién a los tiempos establecidos, fue secuenciado
usando la plataforma HISEQ 2000 ILLUMINA. El alineamiento de las secuencias obtenidas se realizé con ¢l programa RSEM utilizando un
transcriptoma de referencia obtenido de la var drymifolia. Para determinar los genes diferencialmente expresados se utilizé un andlisis de méxima
verosimilitud p<0.05, utilizando el programa R (EdgeR). La secuenciacién arrojé 313 millones de secuencias con longitud de 100 pb (pair-
end). En promedio ¢l 73% de las secuencias obtenidas en cada condicién alinearon con el transcriptoma de referencia. Los perfiles de expresién
mostraron que en el sistema fruto-quitosano existe un mayor nimero de genes expresados diferencialmente, comparado con el sistema fruto-
patégeno. El andlisis de la categorizacion de los genes expresados diferencialmente con respecto al control, muestra que existen diferentes vias
metabdlicas modificadas por la presencia del quitosano. La regulacién de diversos procesos metabdlicos inducida por el quitosano desencadena
una mayor resistencia en el fruto evitando el desarrollo del fitopatdgeno.
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INTRODUCCION

El fruto de aguacate (Persea americana Mill) Hass es uno de los principales productos hortofruticolas de gran importancia comercial en el
mundo. La clevada produccién de aguacate en México se ve afectada ya que los frutos son susceptibles a daios causados principalmente por
hongos como Colletotrichum sp., este patégeno ocasiona pérdidas importantes en postcosecha, alcanzando hasta un 20% (Rodriguez-Lépez
et al., 2009), para controlar este fitopatdgeno, por lo general, se utilizan fungicidas quimicos los cuales pueden afectar al medio ambiente e
inclusive pueden permanecer en el fruto durante su consumo y provocar dafios en la salud del consumidor (Brent y Hollomon, 2007). Es por ello
que surge la necesidad de buscar alternativas empleando fungicidas de origen biolégico, como lo es el quitosano, el cual no tiene caracteristicas
contaminantes, ni afecta a la salud.

El poder antifungico del quitosano se ha probado en diversos hongos de manera 77 vitro y existen reportes indicando que el quitosano es efectivo
en lainhibicién del desarrollo de Colletotrichum sp., (Bautista-Bafios ez al., 2005) en varios sistemas vegetales, los estudios en quitosano-aguacate
son practicamente nulos,, a la fecha, solo existe un reporte por Salvador ez 4/, (1999), donde aplicaron quitosano para combatir a Colletotrichum
sp (agente causal de la antracnosis) y Diplodia sp (agente causal de la pudricién del pedinculo), aislados de aguacates enfermos. Las prucbas iz
vitro resultaron con 100% de inhibicién para ambas cepas, aplicando quitosano en concentraciones desde 1a 2% p/v. No obstante la efectividad
del quitosano en la inhibicién del desarrollo de los hongos fitopatégenos, los mecanismos de accidn no estdn del todo claros. Para ir esclareciendo
a nivel molecular los posibles mecanismos de accién del quitosano es importante conocer la expresién genética que conlleva la interaccién fruto-
patdgeno-quitosano. Ademds, se cuenta con poca informacién referente a la actividad de genes relacionados con el sistema de defensa del fruto
durante la interaccién con quitosano y el patdgeno, por lo que la informacién, referente a la actividad de genes, es de gran importancia para
comprender y definir los procesos que intervienen por un lado en evitar el desarrollo del patdgeno, y por otro en la induccién del sistema de
defensa del fruto, ambos procesos promovidos por el quitosano

MATERIALES Y METODOS

Preparacién de muestras para el andlisis de expresion genética

Para determinar el estado de madurez de los frutos y los tiempos post-tratamientos para la toma de muestras empleadas para el andlisis transcriptomico,
se evalud el desarrollo de la infeccion en frutos de aguacate Hass en diferente estado de madurez: fisioldgico, de consumo y un estado de madurez
intermedio (estado intermedio entre madurez fisiolégica y de consumo). Estos frutos fueron inoculados con una suspensién de esporas (1 x 106
mL-1) y se tomaron muestras de tejido a diferentes tiempos post inoculacién. Cada muestra fue observada en un estereoscopio para dar seguimiento
a la invasién del hongo en el fruto. Una vez determinado el estado de madurez (intermedio) asi como también los tiempos post inoculacién (0,1,
6-9 y 24 h), se tomaron muestras de frutos: sin inocular y sin quitosano, frutos inoculados con y sin quitosano. A las muestras se les extrajo el
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RNA empleando la metodologia propuesta por Djami-Tchatchou y Straker (2012). EI RNA obtenido fue secuenciado utilizando la plataforma de
Secuenciacién por Sintesis (SBS) (del Laboratorio Nacional de Genémica para la Biodiversidad: LANGEBIO, CINVESTAV, Irapuato, México),
con el sistema HiSeq 2000 de [llumina, la corrida de secuenciacién fue 2 x 100 (paird-end).

Andlisis bioinformdtico para la determinacién de la expresién genética

Una vez obtenidas las secuencias, se aplicé un andlisis bioinformdtico para procesar los datos. Se llevd a cabo un alincamiento utilizando el
programa RSEM (Li & Dewey, 2011) utilizando un transcriptoma de referencia del aguacate (Persea americana) va., drymifolia, proporcionado
por el LANGEBIO. Para poder determinar la expresion diferencial de los genes se realizé una prucba de Mdxima Verosimilitud con p<0.05,
utilizando el programa estadistico R Project for Statistical Computing versién 2.15.2 (R Core Team, 2013) mediante la librerfa EdgeR (McCarthy
et al., 2012). Para el andlisis se tomaron cuatro matrices de comparacién; tomando en cuenta todas las muestras que contenfan quitosano
(Quitosano no Inoculado y Quitosano Inoculado) contra todas las que no contenian quitosano (Control y No Quitosano Inoculado), asi como
también la comparacién entre los tratamientos de quitosano no inoculado (QNI vs C) y quitosano inoculado (QI vs C). Como  respuesta
estadistica se considerd la diferencia de expresion entre el tratamiento y el testigo (fold change) (FC), el cual indica si la expresion es reprimida
(FC=-), inducida (FC=+) o sin cambio en la expresién (FC=0) entre tratamientos, asi como también el valor estadistico p (p-value).

RESULTADOS Y DISCUSION

En los frutos inoculados en madurez fisioldgica no hubo desarrollo del patdgeno, esto posiblemente debido a que la colonizacion es detenida por
algunos compuestos antiftingicos los cuales estdn en mayor proporcién en el fruto durante esa etapa de madurez (Prusky e al,, 1991) (Figura
1 A). En los frutos en madurez de consumo la enfermedad se desarrollé répidamente (Figura 1 C), en los frutos en madurez intermedia (Figura
1 B), aunque fueron susceptibles al patégeno la enfermedad no se desarroll6 tan répidamente, lo cual hace ms factible observar cambios en las
respuestas del fruto frente al fitopatdgeno. Tomando en cuenta los resultados observados, se consideraron cuatro tiempos para tomar muestra
del fruto partir de las cuales se obtuvo el RNA para determinar la expresién genética: al tiempo cero (inmediatamente después del tratamiento
e inoculacién de los frutos), el cual se tomé como control y como respuesta temprana, 1, a los tiempos 6y 9 h (el RNA de éstos se mezclaron ya
que no se observaron grandes diferencias en el desarrollo de la infeccién en los frutos) y como una respuesta tardia se tomé el tiempo de 24 h. La
inoculacién se realizé con la cepa de Colletotrichum sp aislada de trabajos anteriores y los tratamientos de quitosano fueron con QBPM a 1.5%

(p/v)-

Figura 1. Pulpa (fruto de aguacate) del 4rea circundante a la inoculacién en frutos inoculados en diferentes estados de madurezya
diferentes tiempos: A) Madurez fisiolégica, B) Madurez intermedia, C) Madurez de consumo.

Una vez obtenidas las secuencias del RNA correspondiente a cada tratamiento, se llevé a cabo un alineamiento de estas secuencias contra la base de
datos de referencia utilizando el programa RSEM. Los resultados del alineamiento mostraron un promedio de mapeo del 73%, (secuencias que
corresponden con el genoma de referencia).

Analisis expresion diferencial de genes.

Para el analisis de expresion diferencial se construyé una matriz de comparacién tomando como referencia los frutos control (C), comparados con los
frutos tratados con quitosano (Q), inoculados y tratados con quitosano (QP) ¢ inoculados (P), esta comparacién se hizo para cada uno de los tiempos
considerados en el experimento. El andlisis estadistico mostré que en la matriz de comparacién global QvsnQ (Frutos tratados con quitosano en
comparacién con frutos sin quitosano, Cuadro 4), existe una cantidad de 3442 genes expresados diferencialmente, de los cuales 1602 se encuentran
reprimidos y 1840 se encuentran inducidos.
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Cuadro 3. Expresion diferencial de algunos de los tratamientos, comparando contra el tratamiento control. P, Q y QP:

tratamientos. 0, 1, 6/9 'y 24: tiempos de toma de muestra en h

Tratamiento Genes reprimidos Genes Inducidos Expresion Diferencial total
QO 383 1340 1723
Q1 1767 2316 4083
Q_6/9 1408 1914 3322
Q 24 1386 1703 3089

QP_0 286 802 1088
QP_1 314 880 1194
QP_6/9 144 488 632

QP_24 752 1409 2161

Realizando la comparacién entre frutos que no fueron tratados con quitosano y que se inocularon (P) resultaron 3200 genes expresados
diferencialmente (para todos los tiempos), mientras que los frutos que fueron tratados con quitosano (Q) resultaron con 5075 genes expresados
diferencialmente, lo que muestra que se tiene una mayor expresion diferencial de genes por efecto del quitosano en el fruto.

Dado que el hongo induce en el fruto un estrés biético, y el fruto responde de alguna manera a este estrés, en este punto nos enfocamos en analizar
si el quitosano estarfa induciendo genes que participan en el sistema de defensa del fruto més intensamente que como lo hace el patégeno per
se. Los genes expresados diferencialmente se ubicaron en la via del estrés biético de acuerdo a los mapas que ya se han reportado para plantas
modelo como Arabidopsis thaliana (Usadel et al., 2009). En la figura 2 se observa que cuando se tiene la interaccién del patdgeno con el fruto al
tiempo de 1 h, la via de respuesta a estrés biético se empicza a activar (atendiendo a los genes que se expresan diferencialmente), respondiendo el
sistema de defensa del fruto ante el patégeno (Figura 2 a), la mayorfa de los genes ubicados aqui, participan en la sefializacién de hormonas, son
factores de transcripcion y algunos genes de defensa como los que participan en la sintesis las proteinas PR. Se observa mayor participacion de
genes con expresion diferencial en esta via cuando estd presente el quitosano (Q, figura 2 b). De acuerdo a los resultados se observa que uno de
los mecanismos de accién del quitosano es inducir la ruta metabélica de respuesta a estrés bidtico, disparando la resistencia del fruto al patégeno.
Cuando se tienen frutos inoculados con el fitopatdgeno sin ser tratados con quitosano, la expresién diferencial de esta ruta, a las 24 h empieza
a ceder reprimiendo los actores principales que a tiempos tempranos se encontraban inducidos (Figura no mostrada), esto posiblemente debido
a que a medida que el fruto madura pricticamente es nula la presencia de sustancias antiftingicas (Rodriguez-Lépez, 2009), sin embargo, en los
frutos tratados con quitosano la expresion de los correspondientes genes se mantiene, con lo que se corrobora que el quitosano induce y conserva
activo el sistema de defensa del fruto previniendo la accidn del patégeno.
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Figura 2. Clasificacién MapMan de genes que participan en la ruta del estrés bidtico, para el tiempo 1. (a): P_1y (b): Q 1. Color verde:
genes reprimidos. Color rojo: genes inducidos.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los perfiles de expresion y la anotacién funcional el quitosano estd incidiendo sobre rutas metabélicas relacionadas con el sistema de
defensa de la planta, asi como también tiene efecto en otras rutas de importancia en el desarrollo del fruto. Se observa que el quitosano funciona como
un clicitor (inductor) del sistema de defensa del fruto, logrando inducir genes asociados a la sintesis de compuestos involucrados en este proceso.
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