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RESUMEN

Fusarium verticillioides es un fitopatdbgeno que causa podredumbre de espiga en maiz y
produce micotoxinas que contaminan el grano. Investigaciones locales identificaron un
QTL (quantitative trait loci «loci de caracter cuantitativo») en el cromosoma 2 de maiz, en
la poblacion de mapeo LP4637 x L4674 relacionados con la resistencia a Fusarium, que
mapea de forma superpuesta con otros relacionados con el espesor de pericarpio y
concentracion de acido t-ferdlico. En dicha region se encuentran los genes pal2 y pal6
codificadores de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) que es la primera en actuar en
el metabolismo de los fenilpropanoides como respuesta a la infeccion por patdgenos y
participa en la sintesis del &cido t-ferdlico, precursor de lignina y flavonoides, entre otros.
Ademas, estudios previos revelaron un mayor nivel de expresion de pal2 en la linea
moderadamente resistente LP4637, en comparacion al de la linea susceptible L4674, 24
horas posteriores a la inoculacién con el patdgeno en estigmas.

En el presente trabajo se propuso evaluar cdmo la expresién de los genes PAL es
afectada por el genotipo y la ontogenia, por lo cual se estudiaron ambas lineas parentales
y el genotipo SPF051. Se realiz6 la cuantificacion de los transcriptos en tejidos de
estigmas y granos, luego de haber simulado diferentes condiciones de infeccion, mediante
transcripcion reversa seguida de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR). La expresion
génica en L4674 fue relativamente baja en todos los tratamientos, lo que es consistente
con estudios previos que revelan la alta susceptibilidad de este material. En el caso de
LP4637, se observd una mayor expresion 72 horas luego de la inoculacidon con agua, que
se podria asociar con tolerancia al estrés debido al dafio mecanico. Sin embargo, no se
observd la misma respuesta luego de la inoculacion con el hongo. En SPFO051, la
expresion en estigmas inoculados tanto con el hongo como con agua, 48 horas después,
fue elevada, resultando significativa la debida al efecto del patégeno. En los granos en
desarrollo, no se observaron diferencias de expresion en ninguno de los tratamientos.
Estos resultados indican que la enzima PAL podria estar contribuyendo a la resistencia a
F. verticillioides en tejidos de estigmas de SPF051 como una respuesta tanto al estrés,
causado por la inoculacién, como por la reaccion al patégeno. Mientras que en LP4637 y
L4674 no se observaron diferencias de expresion en las condiciones ambientales y

tiempos de muestreo planteados.



PALABRAS CLAVE: Fusarium- maiz- podredumbre de espiga- fenilalanina amonio liasa
(PAL)- Real Time gPCR.



INTRODUCCION

Maiz

El maiz (Zea mays L.) es una graminea anual que forma parte de la familia de las
Poaceas. En cuanto a su origen, se conoce que ocurrié en México y que fue introducido
en Europa durante el siglo XVI, primeramente, en los lugares de clima calido y luego en la
region septentrional (Paliwal et al., 2001). Actualmente es uno de los cereales de mayor
produccion en el mundo junto con el trigo (Triticum aestivum) y el arroz (Oryza sativa), y el
principal grano forrajero de la Argentina. Su uso esta destinado principalmente a la
nutricion de los animales domésticos y los seres humanos (FAO, 2006). Sus granos,
tallos, hojas y flores también son una materia prima indispensable en la fabricacién de
productos farmaceéuticos, aceites, almidén, edulcorantes, antibiéticos, bebidas y papel,

entre otros.

Se trata de una especie diploide con diez pares de cromosomas (2n = 20). A nivel
morfolégico, presenta un tallo alto y recto que alcanza alrededor de los 2- 2,5 metros de
altura. Posee varios entrenudos largos donde se insertan sus hojas. Es una planta diclino
monoica con dos inflorescencias bien distinguibles: las masculinas terminales compuestas
por un eje central y ramas laterales donde se forman las espiguillas que contienen los
estambres, sitio de formacion del polen; y las femeninas (mazorcas) ubicadas en las
yemas axilares de las hojas (Valla, 1979). En la mazorca la cantidad de grano producido
esta determinado por el nimero de granos por hilera y de hileras por mazorca. Debido a
la disposicién de los érganos donde se generan las gametas masculinas y femeninas, la
forma de reproduccion en el maiz se da a través de fecundacion cruzada (especie
albgama) dependiendo mayoritariamente del movimiento del polen ocasionado por el

viento.
El desarrollo de la planta se divide en dos fases fisioldgicas (Tanaka et al., 1972):
- fase vegetativa: donde se desarrollan y diferencian los distintos tejidos hasta la

aparicion de las estructuras florales. Esta fase incluye la formacién de las primeras

hojas (desarrollo ascendente) y de los érganos reproductores.



- fase de reproduccion: se da la fertilizacion de las estructuras femeninas, las cuales

se diferenciaran posteriormente en espigasy granos. (Fig. 1)
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Figura 1: Crecimiento y desarrollo de Ila planta de maiz. Fuente:

http://mww7.uc.cl/sw educ/cultivos/cereales/maiz.htm

El maiz se cultiva en zonas templadas, subtropicales y tropicales en las cuales ocurren
condiciones de lluvias suficientes para reducir a niveles adecuados los riesgos de
pérdidas de cosecha. Actualmente, su siembra esta difundida a lo largo de todo el mundo
(FAO, 2006). Es un cultivo que se siembra en ambos hemisferios dependiendo del
periodo de precipitaciones y heladas. En el hemisferio sur la época de siembra es desde
septiembre hasta enero y se cosecha entre marzo y agosto. En cambio, en el hemisferio
norte, se siembra entre abril y mayo, y se cosecha entre septiembre y octubre. En
Argentina, la produccién estd concentrada principalmente en lo que se conoce como
“zona nucleo”, formada por las provincias de Buenos Aires, Santa Fe y Cordoba. Las
condiciones climaticas en la region maicera templada argentina favorecen el ataque de
granos y espiga por especies fangicas, la mayoria de ellas productoras potenciales de

micotoxinas (Sancho et al., 2018).

El rendimiento del cultivo de maiz ha crecido de manera sostenida en el tiempo debido al
progreso genético y a la mejora de las técnicas de cultivo, caracteres que fueron

desarrollados en base en numerosos estudios genéticos y de biologia del desarrollo. A su
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vez, ha resultado de gran utilidad como sistema modelo para investigaciones que han
permitido comprender diversos fenémenos, incluidos la heterosis, la transposicion, y la
diversidad alélica (Bennetzen y Hake, 2009). Se han logrado importantes mejoras a nivel
genético (enfermedades, vuelco, tolerancia a estrés) en conjunto con buenas préacticas de
manejo (herbicidas, fertilizacion, mecanizacién, épocas de siembra, labranzas, etc.). No
obstante, los rendimientos medios alcanzados en la actualidad distan de los rendimientos

maximos potenciales de acuerdo a las condiciones agroclimaticas (Cassman et al., 2003).

Enfermedades

Las enfermedades en los cultivos son diversas y el surgimiento de estas suele venir
acompafnado de condiciones ambientales que favorecen su ocurrencia. Todas las partes
de la planta pueden contraer numerosas enfermedades que reducen las cosechas en
cantidad y calidad (White, 1999). Estas enfermedades se pueden clasificar en parasitarias
(infecciosas) o no parasitarias (no infecciosas). Las primeras se deben a hongos,
bacterias, virus, micoplasmas, nematodos y plantas parasitas. Las no parasitarias resultan

de condiciones de crecimiento desfavorables.

La magnitud y gravedad de las enfermedades parasitarias del maiz dependen de la
presencia de un patdégeno virulento, de la susceptibilidad del huésped (maiz) y de
condiciones ambientales predisponentes (White, 1999). Estos factores deben estar
presentes y “en equilibrio” para que se pueda desarrollar la enfermedad (Fig. 2). Algunas
enfermedades, de tipo bacteriano, viral o micoplasmico, también requieren la presencia de

insectos u otros vectores para su propagacion.
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Figura 2: Triada ecologica de la enfermedad. Fuente: https://iwww.lifeder.com/triada-
ecologica/

El manejo de las enfermedades del maiz se centra en alterar la combinaciéon de los
factores necesarios para el desarrollo de las mismas. Esto se basa en el conocimiento de
los patégenos, sus ciclos de enfermedad, partes vegetales involucradas, diseminacion o
propagacion de los organismos causales, etc. En general, para el manejo de la mayoria
de las enfermedades se requiere la aplicacion de diversas medidas, incluyendo el uso
integral de los factores ambientales, genéticos y quimicos (White, 1999). Los cultivares
suelen presentar distintos grados de reaccion a las enfermedades, debido a que poseen
genes de resistencia o tolerancia y el uso de materiales menos susceptibles constituye
una de las practicas mas efectivas para reducir los efectos adversos de estos factores
bidticos (Agrios, 2005).

Entre las enfermedades mas importantes del maiz se encuentran las producidas por los
hongos, que son organismos simples, filamentosos y sin clorofila. Es caracteristico que
perduren luego de la época de cultivo sobre hospedantes alternativos o sobre restos de
materia vegetal, se reproduzcan y diseminen mediante esporas que germinan bajo
condiciones favorables de temperatura y humedad, produciendo filamentos ramificados
denominados hifas. Un agregado de hifas conforma el cuerpo del hongo o micelio (White,
1999). Las especies fungicas del género Fusarium causan importantes enfermedades en
plantulas, raiz, tallo y espiga de maiz. Fusarium verticillioides es ampliamente distribuido
en la naturaleza afectando a la planta en todas las etapas del desarrollo (Nirenberg y
O’Donnell, 1998). Tiene capacidad de crecer como necrotrofo luego de causar la muerte

del tejido hospedador y sobrevivir como sapréfito en el rastrojo. A su vez, durante los
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periodos tempranos de infeccion puede sobrevivir como enddfito en la semilla y en el tallo
sin causar dafios visibles. Entre las enfermedades producidas por este patogeno, la
podredumbre de espiga es una de las de mayor relevancia tanto por su prevalencia en la
region maicera templada como por sus efectos sobre el rendimiento (Presello et al., 2008)

y la calidad del grano.

Los sintomas y signos de la podredumbre de espiga causada por F. verticillioides incluyen
la presencia de estrias blancas sobre el grano, producto del crecimiento de las hifas por
debajo del pericarpio, y el desarrollo de una masa algodonosa blanca distinguible a simple
vista (CIMMYT, 2004). Entre los factores predisponentes, se pueden mencionar la alta
humedad relativa, los insectos barrenadores, las aves, el vuelco, deficiencias nutricionales
y el genotipo (Varén de Agudelo y Sarria Villa, 2006). EI hongo se caracteriza por utilizar
multiples rutas de entrada a la planta (De la Torre - Herndndez et al., 2014) para colonizar
distintos tejidos (Fig. 3). La via mas comun por la cual F. verticillioides infecta a la espiga
es a través del estigma cuando el in6culo aéreo y los conidios transportados por el agua
de lluvia se depositan en él. Por otra parte, los insectos que se alimentan del maiz,
principalmente Lepiddpteros, y ciertas aves horadan las espigas y los tallos de la planta,
realizando el dafio mecéanico que funciona también como via de acceso para el hongo.
Otra condicién que suele relacionarse con la infeccién (Munkvold y Desjardins, 1997) es el
vuelco de las plantas, lo cual hace que las espigas, las hojas y los tallos tomen contacto
con el suelo y se vea favorecida la interaccion con el patégeno. La enfermedad esta
presente todos los afios, pero con intensidades variables, por lo que para su estudio se
recurre a practicas de inoculacién, como la inyeccién de suspensiones conidiales en el
canal de los estigmas (Reid et al., 1996, Presello et al., 2006), que simula las condiciones
de una infeccion natural y ha demostrado ser efectiva para caracterizar la variabilidad

para resistencia a la enfermedad en ambientes variables.
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Figura 3: Rutas de entrada de Fusarium verticillioides a la planta de maiz (De la Torre -
Hernandez et al., 2014).

El mayor efecto de la podredumbre de espiga se da sobre la calidad de la produccion ya
que causa deterioro fisico y contaminacion del grano con micotoxinas, que son
metabolitos secundarios de bajo peso molecular producidos por el hongo. Las especies
toxicogénicas mas prevalentes pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium,
Penicillium y Alternaria, y generalmente presentan un alto riesgo micotoxicolégico a nivel
de precosecha o en productos recién cosechados en el secado, asi como también en
alimentos almacenados (Tsitsigianni et al., 2012). En otras palabras, estas sustancias
pueden proliferar en todas las etapas del proceso de produccién de alimento a partir de
granos, y la contaminacion a campo es sumamente relevante (Garrido et al., 2012). La
razon de la produccion de micotoxinas aln no se conoce, ya que no parecen ser
necesarias para el crecimiento ni para el desarrollo de los hongos (Jinyi Yang et al.,

2014). El género Fusarium incluye un gran nimero de especies descritas y produce tres



de las clases mas importantes de micotoxinas, tricotecenos (TCT), fumonisinas (FB),
zearalenonas (ZEA). Fusarium verticillioides produce tres tipos de fumonisinas: FB1, FB2
y FB3 (Chulze et al., 1998, Shephard et al., 1990). Se ha demostrado que la exposicion a
las mismas, aun en bajas concentraciones, generan riesgos graves e importantes para la
salud animal y humana como por ejemplo, cancer de eséfago en humanos (Rheeder et
al., 1992, Sydenham et al., 1993, Doko y Visconti 1994), edema pulmonar en cerdos

(Colvin y Harrison 1992), entre otros.

Investigaciones previas (Presello et al., 2007) indican una estrecha correlacién entre la
severidad de sintomas y la concentracion de fumonisinas cuando se expone a
hospedadores que tienen un rango de resistencia genética a infecciones inducidas por el
patégeno, indicando que el desarrollo de resistencia a la enfermedad también tendra

efecto sobre la reduccion del contenido de la toxina en grano.

Mecanismos de resistencia a podredumbres de espiga

Las plantas han desarrollado a lo largo de la evolucibn mecanismos para aminorar o
contrarrestar la infeccion por patdégenos, ya que no cuentan con un sistema inmune de
defensa como otros seres vivos. De manera que, la resistencia a la podredumbre de
espiga se puede asociar a dos situaciones principales (Munkvold y Desjardins, 1997). La
primera involucra la penetracién inicial del hongo, donde la habilidad para entrar a traves
de los estigmas depende del estado de los mismos, ocurriendo la maxima susceptibilidad
cuando ya han sido polinizados y comienzan a marchitarse. Una vez ocurrida la
senescencia, los estigmas abortan en su base impidiendo las infecciones por esa via;
cuanto mayor es la velocidad de senescencia de estigmas, mayor sera la probabilidad de
gue la planta escape a la infeccidn por esta via (Garcia et al., 2014). Cabe mencionar que
también suelen presentarse algunas barreras fisicas en los estigmas como es la
formacion de capas cerosas sobre ellos y/o la presencia de sustancias quimicas con
efectos sobre el crecimiento fungico, incluyendo algunos compuestos fendlicos (Reid et
al., 1992). La segunda situacion se relaciona con la resistencia a la colonizacion de los
tejidos del grano. Entre las condiciones mas frecuentes se puede nombrar el desarrollo de

un pericarpio con mayor espesor en ciertas variedades resistentes en comparacién con



variedades susceptibles, el tipo de endosperma, la sintesis de compuestos fendlicos como

el acido fertlico, entre otras (Giomi, 2015).

Genes PAL

La reciente secuenciacion del maiz (Schnable et al., 2009) ha proporcionado un marco
para la identificacion y caracterizacion funcional de genes y redes génicas, tanto para el
mejoramiento de los cultivos como para la investigacién basica. Investigaciones locales
han reportado la identificacibn de QTL (quantitative trait loci «loci de caracter
cuantitativo») en la poblacion de mapeo LP4637 x L4674 relacionados con la resistencia a
podredumbres de espiga causadas por Fusarium (Giomi et al., 2016). Uno de los QTL de
mayor relevancia en este estudio mapea en el cromosoma 2 (bin 2.03). Dentro de esta
region cromosoémica, en el intervalo comprendido entre los marcadores SSR (simple
sequence repeats) bnlg381 y probebcd1086d, se encuentran los genes pal2 y pal6

codificadores de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) de este cromosoma.

Los loci estan anotados como GRMZM2G441347 (pal2) y GRMZM2G118345 (pal6) en la
base de datos MaizeGDB (Maize Gene Data Base hittp://www.maizegdb.org/) basado en
el mapa de referencia de B73 en la version 3. El locus GRMZM2G441347 (pal2) se ubica
en la posicién 28745557-28748871 del cromosoma 2 del genoma de maiz, con un total de

3315 pares de base (pb) y codifica 2 transcriptos por splicing alternativo,
GRMZM2G441347_T01 (XP_008668474) que posee 2394 pb y una proteina de 798
aminoacidos (aa) y GRMZM2G441347_T02 (XM_008670252) con un total de 1671 pb que
codifica una proteina de 557 aa. El locus GRMZM2G118345 (pal6) se ubica en la posicion
28677557-28680339 del cromosoma 2 de maiz y se encuentra adyacente al gen pal2,
contiene 2783 pb y posee un solo transcripto GRMZM2G118345 _T01 (NM_001153961)

con 2145 pb, el cual codifica una proteina de 715 aa.

Especificamente el gen pal2 se expresa significativamente durante el desarrollo del ovario
(Penning et al., 2009), y entre los 6 y 12 dias posteriores a la polinizacién (Sekhon et al.,
2011). El crecimiento de los vegetales superiores se encuentra directamente relacionado
con la composicion de sus paredes celulares y PAL participa activamente en los procesos

gue ocurren en la pared celular. Es la primer enzima en actuar en la via de los
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fenilpropanoides (Cui et al., 2014), una familia diversa de compuestos organicos que son
sintetizados por las plantas y tienen diversas funciones bioldgicas, encargandose de
catalizar la formacién de acido cinamico (Fig. 4) por eliminacion de una molécula de
amonio de la fenilalanina (Leyva et al., 2011). Esta enzima esta situada en un punto de
ramificacion entre el metabolismo primario y secundario por lo que la reaccién que
cataliza es una importante etapa reguladora en la formacién de muchos compuestos
fendlicos. Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL son basicamente adiciones
de mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes. Los acidos trans-cinAmico y p-cumarico se
metabolizan para formar acido ferdlico y acido caféico cuya principal funcion es ser
precursores de otros derivados mas complejos: cumarinas, lignina, taninos, flavonoides e

isoflavonoides (Pérez-Urria Carril y Garcia, 2009).
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Figura 4: Ruta de sintesis de fenilpropanoides (Leyva et al. 2011).

El QTL informado por Giomi et al.,, (2016) en el cromosoma 2, mapea de manera
superpuesta con un QTL relacionado con el espesor del pericarpio y con otro para
concentracién de acido trans ferdlico en el mismo tejido (Giomi, 2015). Estudios previos
indicaron evidencias de que hay aumento en la actividad de PAL en respuesta a los
estreses bidticos y abidticos (Mac Donald y D° Cunha, 2007), en otros genotipos y
condiciones experimentales. Por lo que se propuso estudiar a los genes PAL como
candidatos de los resultados observados en la poblacion de mapeo LP4937xL4674 y se

realizaron experimentos cuyos resultados preliminares indican un mayor nivel de
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expresion de pal2 en la linea LP4637 (moderadamente resistente) en relacion a la de

L4674, 24 horas posteriores a la inoculacién en estigmas (Napoli etal., 2017).

PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

La reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica que fue desarrollada a
mediados de los afios 80 (Saiki et al., 1998). A finales de la década de 1990, la PCR fue
aplicada a la amplificacion de cDNA y cuantificacion en forma sencilla de los transcriptos
de RNA correspondientes, siempre en valores relativos (no absolutos) respecto a los
transcriptos de un gen de expresion conocida (gen de referencia).

La técnica se basa en la deteccion en forma acumulativa en tiempo real de la
amplificacion de cDNA blanco (target) de interés. Esta cuantificaciéon de la amplificacion
se lleva adelante a través del relevamiento de la fluorescencia emitida en el transcurso de
la PCR. Existen distintas versiones de gPCR segun las moléculas fluorescentes
involucradas. La méas extendida en el uso se basa la deteccién de la fluorescencia del
fluoroforo Sybr Green que se intercala en las moléculas de doble cadena generadas.

Para llevarla a cabo, se utilizan los componentes basicos de una PCR tradicional como
ADN, primers, dNTPs, buffer, la enzima Taq polimerasa, MgCI2 (cofactor de la enzima),
agua, y el compuesto fluorescente Sybr Green.

La cuantificacion relativa correcta requiere el disefio de cebadores (primers) con niveles
similares de eficiencia de amplificacién, y se basa en la determinacion del nimero de
ciclos necesarios para alcanzar el valor umbral de fluorescencia de los distintos productos
de amplificacion. A mayor nimero de ciclos de PCR para alcanzar el umbral, menor sera
el contenido de cDNA (transcritos de RNA). El valor umbral se establece a partir de la
fluorescencia del fondo (emision basal) de cada reaccion de PCR y equivale a 10 veces la
desviacion estandar de la linea basal de emision. Los equipos de medicion Real Time
calculan a través de sus programas ese valor umbral y establecen el nUmero de ciclos
requeridos para traspasarlo en cada reaccion de PCR. El valor recibe el nombre de CT
(crossing threshold), o CP (crossing point, en castellano punto de cruce). La cuantificacion
se reduce entonces a comparar los valores de CP de cada reaccion (Pfaffl, 2001).

Para establecer una relacion de expresion basada en la eficiencia de la PCR en tiempo
real y la desviacion del CP de una muestra desconocida versus un control se ha

desarrollado una herramienta de software denominada REST® (del inglés: Relative
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Expression Software Tool) que compara dos grupos con hasta 16 datos en una muestra y

16 en un grupo control (Pfaffl et al., 2002).

El modelo utilizado se formula mateméaticamente como:

E ACPblanco{control —-muestra)
EBlanco

ratio = ACPreferencia(control —muestra)
Referencia

Ecuacion 1: Proporcion de expresion relativa de un gen blanco versus el gen de
referencia (Pfaffl et al., 2002).

Este modelo, permite determinar la cuantificacién relativa de un gen blanco en
comparacion a un gen de referencia. La proporcion de expresion relativa (R= Ratio) de un
gen blanco, es calculada en base a los valores de E (Eficiencia de Amplificacion) y la
desviacion de CP de una muestra desconocida versus un control, y la expresiéon en

comparacién a un gen de referencia.

¢ Eblanco: €s la eficiencia del transcripto correspondiente al gen blanco en la RT-
PCR.

¢ Ereferencia: €S la eficiencia del transcripto correspondiente al gen de referencia
enla RT-PCR.

¢ ACPholanco: €s la diferencia de CP entre los transcriptos de la secuencia blanco
en los tratamientos, considerando a uno de ellos el control

¢ ACPRreferencia: €S la diferencia de CP entre los transcriptos de la secuencia del
gen de referencia en los tratamientos, considerando a uno de ellos el

control.

Para el calculo de R deben ser conocidos los valores individuales de las eficiencias de
amplificacion y de las desviaciones (ACP) de los transcriptos investigados. Los valores de
E son calculados en funcion de la concentracion de cDNA y de cantidad de ciclos
correspondientes al umbral de deteccion (CP).

La eficiencia de amplificacion depende de muchas variables: el tamafio del amplicon,
disefio de los primers, concentracion de los reactivos, condiciones de termociclado,

calidad del templado de cDNA, calidad de la extraccién y preparacion de la reaccion.
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El modelo contempla variaciones en las eficiencias de amplificacion y cambios en los
niveles de expresion del gen de referencia, sin embargo, la estimacion sera mas exacta
en la medida que las eficiencias sean altas e iguales, y las variaciones en el nivel de
expresion del gen de referencia no existan.

El programa REST determina la probabilidad de las diferencias en expresion en base a la
poblacion de contrastes posibles en procedimientos de permutacién. Alternativamente los
valores de CP pueden compararse mediante ANOVA o T de Student cuando se satisfacen

los supuestos estadisticos y las condiciones de experimentacion.

Mucho se discutio (Lin et al., 2014) sobre la aptitud de distintos genes para ser utilizados
como genes de referencia. En general corresponden a genes que forman parte del
metabolismo basico de las células o también de mantenimiento (housekeeping) celular.
Debido a la elevada sensibilidad de la técnica, uno de los puntos mas importantes al

momento de realizar una PCR en tiempo real, es la calidad del material de partida.

En este trabajo se propuso profundizar y continuar los estudios de expresion diferencial
de genes PAL a través de PCR cuantitativa en tiempo real, en tres genotipos que en
estudios previos habian presentado altos niveles de compuestos fendlicos en sus tejidos y

elevado espesor de pericarpio, caracteristicas asociadas a las enzimas PAL.

HIPOTESIS
La expresion de los genes PAL es afectada por el genotipo, el nivel de inoculacion y la

ontogenia de los tejidos de estigma y grano.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar la expresion diferencial de genes que codifican a las enzimas PAL ubicados en el

cromosoma 2 en genotipos de maiz resistentes y susceptibles a Fusarium verticillioides.

Objetivos especificos:
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1. Estudiar la expresion transcripcional de los genes GRMZM2G441347 (pal2) y
GRMZ2MG118345 (pal6) en tejidos de estigma y grano de tres genotipos de

maiz.

2. Cuantificar los niveles de expresion de los genes pa2 y pal6 en relacion a los
efectos de la inoculacion con agua y suspensiones conidiales de F. verticillioides

sobre la expresidon génica.

3. Estudiar la evolucion en el tiempo de la expresiéon, durante el periodo en que el
estigma es susceptible a Fusarium y en estadios tempranos del desarrollo de

grano.

MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Se trabajo con las lineas de maiz LP4637 (moderadamente resistente), L4674
(susceptible) y SPF051, que es una poblacion de base genética amplia
desarrollada mediante seleccion por resistencia a Fusarium. LP4637 y L4674 se
caracterizan por su polimorfismo para los marcadores del QTL en el bin 2.03
mapeado por Giomi et al., (2015 y 2016). SPFO051 presenta un elevado nivel de
resistencia a la enfermedad de acuerdo a evaluaciones en experimentos
inoculados en mldltiples afios y localidades (Presello et al., 2006) que
probablemente esté asociada a altos concentraciones de compuestos fendlicos en
sus tejidos y un alto espesor de pericarpio (Fauguel et al., 2011, Sampietro et al.,
2012).

2. Expresion génica

Diseno experimental
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Se realiz6 un ensayo a campo en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA
Pergamino, INTA, Bs. As.). Los materiales genéticos se sembraron el dia 3 de
octubre de 2017 de acuerdo con el diagrama de un disefio en bloques completos
aleatorizados (DBCA) con tres repeticiones. Cada parcela consistié en 8 surcos de
5 metros, separados a 0,70 metros y sembrados a una densidad de 5 semillas por
metro.

En cada parcela, se marco la fecha en que cada planta presentaba los estigmas
expandidos (aproximadamente un dia luego de la emergencia) y dicho momento se
considero el tiempo cero (TO) para el muestreo. En el TO, se inocularon 12 plantas
por repeticion con agua destilada estéril, 12 con suspensiones conidiales de F.
verticillioides y se dejaron 15 plantas bajo infeccion natural. La inoculacion se
realiz6 en el canal de los estigmas inyectando 2 ml de una suspension conidial de
un aislamiento monosporico P364 de F. verticillioides de agresividad media y
productor de fumonisinas (Iglesias et al., 2010) siguiendo los protocolos de Reid et
al., (1996). El tratamiento inoculado con agua destilada estéril se realizd con los
mismos protocolos, pero con una jeringa diferente y esterilizada con alcohol al
70%.

Muestreo

En enero de 2018, se tomaron muestras de espigas provenientes de tres plantas al
azar de cada genotipo, tratamiento y repeticién correspondientes a los siguientes
tiempos luego de emision de estigmas:

TO (un dia luego de emergencia de estigmas, momento en que se llevé a cabo la
inoculacidon con agua y F. verticillioides): muestras de estigmas

T1 (TO+24hs): muestras de estigmas

T2 (TO+48hs): muestras de estigmas

T3 (TO+72hs): muestras de estigmas

T4 (TO+8dias): muestras de grano en desarrollo

Se tomé recaudo de mantener una distribucion homogénea del muestreo de cada
tratamiento a lo largo del tiempo a fin de comparar los niveles de expresion génica
en tiempos similares. Las espigas tomadas dentro de cada genotipo, tratamiento,

tiempo de muestreo y repeticion se colocaron en una conservadora con gel
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refrigerante y fueron llevadas inmediatamente al Laboratorio de Biotecnologia (EEA
Pergamino, INTA, Bs. As.). Alli, se extrajeron muestras de estigmas o granos en
desarrollo que fueron enwvueltos con laminas de papel aluminio, etiguetadas y
almacenadas a -80 °C. Las muestras de estigmas fueron extraidas del “canal de

los estigmas” ubicado entre la punta del marlo y el final de las chalas. Los granos
fueron extraidos con una espatula de la parte central de la espiga.

Extraccion de RNA

Una vez finalizado el muestreo, se formaron muestras compuestas a partir de
estigmas y grano aislados de las tres plantas muestreadas por cada tratamiento.
Asi se formaron 13 muestras compuestas por repeticion, 5 para el tratamiento en
infeccién natural (TO, T1, T2, T3 y T4), 4 para los tratamientos inoculados con agua
y 4 para los inoculados con suspensiones conidiales de F. verticillioides (T1, T2, T3
y T4).

La extraccion de RNA se llevd a cabo con Quick-Zol (Kalium Technologies S.R.L.)
de acuerdo con el protocolo detallado en el Anexo 1. Dicho reactivo permite extraer
el RNA total a partir de células y tejidos. Asegura gran integridad y pureza, libre de
contaminacion de DNA vy proteinas. Posteriormente la verificacion de calidad e
integridad se hizo a través de una electroforesis de RNA en gel de agarosa no

desnaturalizante con tincion de bromuro de etidio (Anexo 2).

Transcripcion reversa

El cDNA se obtuvo por la accion de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (PB- L
Productos Bio-Ldgicos) utilizando un oligonucleétido poli-T como cebador. El
protocolo utilizado se detalla en el Anexo 3. M-MLV transcripta es una DNA
polimerasa RNA dependiente de segunda generacion, sin actividad DNAsa (endo y
exonucleasas) y RNAsa, capaz de sintetizar cDNA a partir de moléculas de RNA.
Posee alta sensibilidad, especificidad y es activa en el rango de temperatura 37- 65
°C.

La verificacion de calidad y correcta sintesis de cDNA se realizd mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida 6 %. Se realizO PCR convencional del gen
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effa (factor de elongacion 1 alfa) usando 1 ul de suspension de cDNA (Anexo 4).

Se pudo observar gue el total de las muestras amplificaron exitosamente.

Real Time- gPCR

La PCR cuantitativa se ejecutdé en un equipo ABI 7500 Real-Time (Applied
Biosystems, USA) utilizando como medio de reaccién Fast Start Universal Sybr
Green Master Mix (ROCHE, Suiza).

Los cebadores especificos para los transcriptos de los genes candidatos,

previamente disefiados y ensayados (Napoli et al., 2017) se observan en la tabla

siguiente:
Secuencia Cebadores Secuencia 5-3' Ubicacion Long']|.tud de
blanco amplificacion
LB15F TTCTTCTGCCACACCGCATC 2:29538383- 29538402
pal2 TO1 105
LB15R GCCTTGCCCCAGTTGAGC 2:29538470- 29538487
pal2T02 LB16F | TCCATCTGTTCTATTCTCTGCGAC | 2:29539396- 29539419 99
LB16R CACGCGAAACCTCGGACG 2:29539477- 29539494
16TOL LB14F ACGCTCACCACAAGTCCAC 2:29467875- 29467893 105
pa
LB14R CGTTCTCGCACTCCATGTCG 2:29467960- 29467979

La secuencia de los cebadores del gen de referencia factor de elongacion 1 alfa
(efla) se obtuvo del trabajo de Lin etal., (2014):

Secuencia blanco [Cebadores Secuencia 5-3' Ubicacién Longitud de amplificacion

efla eflaF TGGGCCTACTGGTCTTACTACTGA [9:90424244- 90424267 134
eflaR ACATACCCACGCTTCAGATCCT  |9:90424357- 90424378

En el Anexo 5 se encuentra en detalle el protocolo llevado a cabo.

Es importante destacar que, debido a cierto grado de variabilidad biol6gica
inevitable, se pueden perder muestras en los pasos previos a la PCR cuantitativa
(extraccion de RNA, sintesis de cDNA) o durante el proceso de amplificacion. Por
lo tanto, es de suma importancia partir de varias muestras para ganar potencia
estadistica al final sin sacrificar confiabilidad. Asi como también, el hecho de
muestrear un material de partida de buena calidad y la inmediata colocacion en

freezer a -80 °C, ya que el RNA se degrada rapidamente después del muestreo.

3. Analisis de datos.
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Los datos de amplificacion de la gqPCR se tomaron sobre dos repeticiones técnicas
de cada una de las repeticiones bioldgicas. Los resultados de amplificacion se
analizaron siguiendo la metodologia de Pfaffl (2001) con el programa REST:
Relative expression software tool (Pfaffl et al., 2002) basada en el modelo
matematico de CP comparativo.

La cuantificacion relativa requiere de la normalizacién de los datos para lo cual
debe seleccionarse un gen de referencia cuya expresion sea similar en todas las
muestras de estudio, estable en las variaciones experimentales, y que este en el
mismo rango de cinética que el gen de interés. En este caso, se utilizo el factor de
elongacién 1 alfa (efla) que participa en el proceso de sintesis de proteinas por
parte de la célula (Lin et al., 2014). Es de naturaleza proteica e imprescindible para

gue el ribosoma pueda realizar su funcién durante la traduccion.

Para probar que la expresion del gen de referencia no haya variado,
independientemente del tiempo, tratamiento y genotipo, se realizaron las pruebas
estadisticas t de Student apareadas en Infostat (Di Rienzo et al., 2016). Este tipo de
prueba es util para analizar un mismo conjunto de elementos que se midieron antes
y después de un tratamiento o a través del tiempo. Para lo cual, se plantearon las
siguientes hipétesis:

HO: la expresion del gen de referencia no se modifica a través del tiempo.

H1: la expresion del gen de referencia se modifica a través del tiempo.

Para un mismo genotipo, se compararon los mismos tratamientos (N: sin inocular,
A: inoculado con agua, I: inoculado con Fusarium verticillioides) entre los distintos

tiempos.

Luego, se analizaron en el programa REST los tres genotipos en los tiempos T1,
T2, T3 y T4, comparando entre tratamientos, para determinar el efecto de estos. Se
plantearon las siguientes hipotesis:

HO: los genotipos no expresan de manera diferencial los genes target a través del
tiempo, debido al efecto de inoculacion con agua o el hongo.

H1: los genotipos expresan de manera diferencial los genes target a través del

tiempo, debido al efecto de inoculacion con agua o el hongo.
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b) HO: dentro de cada tiempo y nivel de inoculacion no existen diferencias
significativas en las expresiones génicas debido al efecto del genotipo.
H1: dentro de cada tiempo y nivel de inoculacion existen diferencias significativas
en las expresiones génicas debido al efecto del genotipo.

Para todas las comparaciones tanto en el programa REST como en el analisis de
Infostat, se consideré un nivel de significancia de a=0,05 por lo que un p-

value>0,05 no representan diferencias significativas.

RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba t de Student, no se observaron
diferencias en la expresién de effa para ninguna de las combinaciones entre genotipos,
tiempos de muestreos y niveles de inoculacion (Anexo 6). Por lo tanto, se rechazd la

hipotesis nula (HO) y se asumid que la expresion fue homogénea a través de todos los
tratamientos del experimento y en el tiempo.

Las muestras de plantas no inoculadas de cada genotipo tomadas en el dia de la
inoculacién fueron consideradas como el tratamiento testigo (TO) para estudiar la
evolucion de la expresion de los genes target en el tiempo a través de la expresion
relativa de los distintos tratamientos de inoculacién (Figs. 5, 6 y 7). La expresion de los
transcriptos correspondientes al gen PAL en LP4637 y L4674 fue constante y baja, en
cada uno de los tratamientos efectuados en el experimento. En SPF051, ambos
transcriptos presentaron un comportamiento similar al de los genotipos anteriores a
excepcion del T2, en el que se observaron altos niveles de expresion luego de la
inoculacion con F. verticillioides (Figs. 5 y 6). El gen pal6é se comportdé de manera muy
similar al gen pal2 a excepcién del T2 en el genotipo LP4637 donde se observd un
incremento en los niveles de expresion para el tratamiento de infeccion natural (Fig. 7). La
linea LP4637 presentd una tendencia no significativa de mayores niveles de expresion

para los tres transcriptos en el tratamiento inoculado con agua en T3 (Figs. 5,6 y 7).
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Figura 5: Expresion relativa del gen pal2 transcripto 01 en tres materiales de maiz
(L4674, L4637, SPF051) bajo condiciones de infeccion natural, inoculado con agua e
inoculado con Fusarium verticillioides.

T1, T2 y T3: tiempos de muestreo de tejidos de estigma, 24, 48 y 72 horas luego de
inoculacién, respectivamente. T4: tiempo de muestreo de tejidos de grano 8 dias luego de
la inoculacion.

*. indica diferencias significativas de expresion génica relativa a TO sin inocular (p-value<
0,05).

a,b,c: indican diferencias de expresion génica relativa a TO dentro de cada tiempo (p-
value< 0,05).
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Figura 6: Expresion relativa a la expresiéon en estigmas del gen pal2 transcripto 02 en tres
materiales de maiz (L4674, L4637, SPF051) bajo condiciones de infeccion natural,
inoculado con agua e inoculado con Fusarium verticillioides.

T1, T2 y T3: tiempos de muestreo de tejidos de estigma, 24, 48 y 72 horas luego de
inoculacién, respectivamente. T4: tiempo de muestreo de tejidos de grano 8 dias luego de
la inoculacion.

* indica diferencias significativas de expresion génica relativa a TO sin inocular. (p-value<
0,05).

a,b,c: indican diferencias de expresion génica relativa a TO dentro de cada tiempo. (p-
value< 0,05).
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pal6 transcriptol

26 b
25
24
23
22
21
20
19
18
17
16
® 15
e 14
£ 13
‘& 12
L 11
F 10
9
8 b
7
6
5 . £
4 b
3 3 a
2 * % * * * * %k a, a a a
l bab pab 2ba bbb Aim ad |_| N2a afl ~ Aaa 3aa
T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
L4674 LP4637 SPFO51

OSin inocular Inoc. Agua M Inoc F.vert

Figura 7: Expresion relativa a la expresion en estigmas del gen pal6 transcripto 01 en tres
materiales de maiz (L4674, L4637, SPFO051) bajo condiciones de infeccion natural,
inoculado con agua e inoculado con Fusarium verticillioides.

T1, T2 y T3: tiempos de muestreo de tejidos de estigma, 24, 48 y 72 horas luego de
inoculacién, respectivamente. T4: tiempo de muestreo de tejidos de grano 8 dias luego de
la inoculacion.

*. indica diferencias significativas de expresion génica relativa a TO sin inocular. (p-value<
0,05).

a,b,c: indican diferencias de expresion génica relativa a TO dentro de cada tiempo. (p-
value< 0,05).

El programa REST en cada analisis de expresion génica brinda valores de intervalos de
confianza (IC) para cada comparacion realizada. Cuanto mas grande sea el intervalo,
mayor sera el margen de error. En cuanto a los valores observados para el genotipo
L4674, fueron menores a los de los materiales resistentes en la mayoria de los tiempos y
tratamientos. Para el genotipo LP4637 y para SPF051, los IC mas elevados se indican en

la siguiente tabla:
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Genotipo | pal2 TO1 pal2 TO1 pal6 TO1 Tiempo y Tratamiento

LP4637 | (0,837- 158,9) | (0,185- 318,5) | (0,658- 544,041) | T3. Inoculado con agua

SPFO51 | (7,342-100,4) | (2,881-97,217) |(7,057- 263,254) | T2. Inoc. F. verticillioides

SPFO051 - - (0,821- 123,795) | T2. Inoculado con agua

DISCUSION

Los intervalos de confianza de la expresion génica tendieron a ser mayores en los
genotipos resistentes en comparacion a los del susceptible, lo que podria ser
consecuencia de diferencias entre las plantas muestreadas. Si bien el muestreo se realizé
de manera homogénea a la misma hora todos los dias, dentro de cada unidad
experimental hubo un rango de fechas de floracion que pudo haber modificado las
condiciones ambientales que afectan la expresion génica. Esto sugiere que una
ampliacion del tamafio de muestra a intervalos mas cortos de tiempo podria facilitar la
estimacion de los valores de expresion. Por otro lado, el uso de muestras compuestas por

tres plantas pudo haber ayudado a morigerar estas diferencias.

En cuanto al genotipo susceptible, la expresién de los tres genes fue relativamente
constante y baja. Esto podria asociarse con la informacion descrita en trabajos anteriores
(Campos Bermudez et al., 2013, Giomi, 2015) donde se concluyd, entre otras cosas, que
L4674 tiene escasa capacidad de desarrollar una respuesta de resistencia frente a la
infeccion. A su vez, el espesor y contenidos de fenilpropanoides en el pericarpio,
caracteres dependientes de la expresion de los genes PAL, de esta lihnea son menores
gue los de los dos genotipos resistentes, resultando ser una barrera insuficiente para
poder hacer frente a la infeccion por hongos vy facilitando asi el ingreso de los patégenos a

los granos.

Los resultados obtenidos para la linea moderadamente resistente difieren de lo informado
en estudios previos, donde habian revelado mayores niveles de expresion de los genes
PAL en LP4637 en comparacion con la linea L4674 (Napoli et al., 2017) como

consecuencia de la inoculacién con Fusarium verticillioides. En el actual trabajo no se
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observaron diferencias significativas de expresion luego de inocular con el patégeno entre
dichos genotipos. Lo que se observd fue una expresion mayor, aunque no significativa, de
los tres genes en LP4637 para el tratamiento inoculado con agua en comparaciéon con el
tratamiento de infeccion natural 72 horas después de la inoculacién. Esto se podria
asociar a que los genes responden a mecanismos de estrés, como por ejemplo el dafio
mecanico causado por la inoculacion, similar a lo que muestran los estudios realizados
por Mac Donald y D” Cunha (2007). Sin embargo, resulta notable destacar que en la
inoculacion con el hongo no se pudo divisar el mismo efecto. La consistencia en los
niveles de expresion en T3 de los transcriptos podria estar indicando que la linea tiene la
capacidad de expresarlos, pero los experimentos no pudieron detectar dichas diferencias
para el hongo con el cual se inocul6. Estos resultados son consistentes con
observaciones de Campos Bermudez et al., (2013), que indican que las diferencias en
expresion génica entre ambas lineas responden a mecanismos constitutivos, es decir,

estructuras o funciones preformadas independientes de la intervencion del patégeno.

En cuanto al tercer genotipo estudiado, SPF051, en el tratamiento de infeccion natural la
expresion de los genes PAL fue baja (Figuras 5, 6, 7). Mientras que se observd un
incremento significativo en la expresion de pal2 y pal6 48 horas luego de la inoculacion en
los tratamientos inoculados, la cual al transcurrir el tiempo, disminuyd. La expresion
relativa observada fue mayor en el tratamiento inoculado con F. verticillioides que en el
inoculado con agua, lo que estaria indicando que este material genético es capaz de
expresar estos genes no solo como una respuesta general al estrés (Mac Donald y D’
Cunha, 2007, Fauguel, 2011), sino también como una reaccion al patdogeno. Resultados
similares fueron informados en estudios de expresion de genes PAL y actividad
enzimatica en respuesta a patositemas diferentes, como el mildiu (Sclerospora
graminicola) en mijo perla (Nagarathna et al., 1993), el cancro bacteriano causado por
Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis en tomate (Umesha, 2006) y el nematodo
Meloidogyne incognita en maiz (Starr et al., 2014). En dichos trabajos, se habia
observado que en las primeras horas (24-48hs) luego de la inoculacién con el patégeno,
la actividad de la enzima PAL aumentaba en los genotipos resistentes y se veia

disminuida en aquellos genotipos que eran susceptibles.
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No se observaron incrementos en la expresion en los estadios tempranos de desarrollo

del grano (8 dias después de la inoculacién) en ninguno de los genotipos y tratamientos.

Esto podria estar asociado a que a pesar de que los granos de maiz tienen varias clases

de proteinas con actividad antifingica que realizan multiples mecanismos para contribuir a

la resistencia frente a la infeccion por patégenos (Fauguel, 2011), la expresion de los

genes asociados a las mismas podria darse en estadios anteriores a la formacion del

grano y luego “apagarse”.

A partir de lo obtenido, se puede concluir que:

Tanto la linea susceptible como la moderadamente resistente no mostraron una
expresion significativa de los genes PAL a través del tiempo independientemente
del tratamiento efectuado.

Los niveles de expresiéon en SPF051 fueron mayores, generandose un pico 48
horas después de la inoculacion que luego disminuyd, en sefial de que el gen
posiblemente se “apagd” una vez finalizados los procesos de transcripcion que
conllevan luego, a la sintesis de la enzima PAL.

Dichos resultados aportan evidencia de que los genes PAL estarian contribuyendo
a la resistencia a Fusarium verticillioides en tejidos de estigmas de SPF051 durante
momentos criticos para la penetracion inicial del patégeno, tanto como una
respuesta al estrés, causado por la inoculacion, como por la reaccion al patégeno.
Mientras que para LP4637 y L4674 en las condiciones ambientales y tiempos de
muestreo estudiados no se pudieron observar diferencias de expresion de dichos

genes.
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ANEXOS:
Anexo 1. Protocolo de extraccion de ARN.

1. Moler en mortero con nitrégeno liquido la mezcla de estigmas/grano de 3
espigas.

2. Tomar 100 mg del material molido y colocarlos en tubos Eppendorf de 1,5 ml. El
volumen de tejido no debe exceder el 10% del volumen de Quick-Zol (Kalium
Technologies S.R.L.) utilizado para la extraccion.

3. Agregar 1000 pl de Quick-Zol frio.

4. Mezclar con agitador vortex.

5. Dejar reposar 5 minutos a temperatura ambiente permitiendo la disociaciéon
completa de los complejos nucleo-proteicos.

6. Centrifugar 10 min a 12.000 rpm, en frio (4 °C).

7. Conservar el sobrenadante en tubo de 1,5 ml. NOTA: Luego de este paso las
muestras homogeneizadas pueden conservarse a temperatura ambiente
overnight o a -20°C o -70°C por un afio.

8. Agregar 200 pl de cloroformo.

9. Mezclar con agitador vortex por 15 segundos.

10. Reposar 3 minutos a temperatura ambiente.

11.Centrifugar 10 minutos a 12.000 rpm en frio (4 °C).

12.Conservar el sobrenadante en tubo de 1,5 ml.

13.Agregar 450 pl de isopropanol.

14.Mezclar por inversion.

15.Centrifugar 10 minutos a 12.000 rpm en frio (4 °C).

16.Descartar el sobrenadante por inversion.

17.Agregar 1 ml de EtOH 75% (preparado con H20 DEPC 0,1%). NOTA: El ARN
puede guardarse en EtOH 75% a -20°C por un afio.

18.Centrifugar 5 minutos a 12000 rpm en frio (4 °C).

19.Descartar el sobrenadante por inversion.

20.Secar en flujo 10 minutos. Es importante no secar completamente el pellet ya
gue esto provoca la disminucion de su solubilidad.

21.Agregar 25 pl de H20 DEPC, colocar 15 min a 55 °C.

22.Mezclar con agitador vortex.
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23.Guardar a —80 °C.

Anexo 2. Protocolo de electroforesis de ARN en gel de agarosa.
1. Preparar el gel de agarosa al 1,2 % (conteniendo TAE 1X y Bromuro de Etidio).
250 ml TAE + 3 g de agarosa + 12,5 pl BrEt.
2. Preparacion de las muestras: 2 pl de las muestras de ARN + 0,4 ul de
Bromofenol 6X + 8 pl de Formamida.
Calentar a 65 °C durante 5 minutos.
Colocar inmediatamente en hielo y mantener alli durante 5 minutos.

Cargar las muestras en el gel y correr a 150V/cm durante 45 minutos.

oo ko

Revelar en transiluminador.

Anexo 3. Protocolo de sintesis de ADNc.
1. Agregar los siguientes componentes en un tubo de microcentrifuga:
- 2 Jl de oligo (dT) 20 [200-500 ng].
- 2 ug de ARN total.
- 2 Jl de mezcla de dNTP [10 mM] (10 mM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP)
- ajustar el volumen en 15 pl con H20 DEPC.
2. Calentar la mezcla a 70 °C por 5 min y luego colocar el tubo inmediatamente en
hielo por 2 min.
3. Centrifugar brevemente
- 4 ul de buffer de sintesis de primera cadena [5X].
- 0,5 yl RNaseOUT™ (Invitrogen, Cat# 10777-019).
- 1 pl de enziima M-MLV Transcripta (200 U/ul)
4. Homogenizar con micropipeta.
5. Incubar a 50°C por 60 min.

6. Inactivar la enzima calentando la reaccién a 95°C por 5 min.

Anexo 4. Protocolo PCR convencional.
1. Descongelar y centrifugar el cDNA.
2. Preparar la reaccién de acuerdo con la siguiente tabla:
- 1 pl de muestra ADNc
- 6,02 pl de H20
- 3,38 pl de Mix J (ANTPS, buffer 10X, MgClI2)
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- 0,25 pl primer directo
- 0,25 pl primer reverso
- 0,10 yl Taqg polimerasa
Llevando el volumen de reacciéna 11 pl totales.
Anexo 5. Protocolo PCR cuantitativa en tiempo real.
Nota: La Master Mix qPCR y el colorante de referencia ROX 50X deben ser almacenados
en oscuridad o protegidos de la luz.
1. Descongelar la Master Mix gPCR SYBR/ROX previamente almacenada a -20 °C, el
colorante de referencia 50X ROX, el molde, los primers y el ddH20 libre de DNasas
y RNasas. Equilibrar los reactivos a temperatura ambiente y homogenizarlos antes
de usar.
2. Preparar la reaccion de acuerdo con la siguiente tabla:
- 1 Il de muestra ADNc (10X)
- 6 pl Master Mix gPCR(2X)
- 0,23 pl primer directo (10 uM)
- 0,23 yl primer reverso (10 yM)
- 4,516 yl ddH20 libre de RNasas
- 0,024 pl ROX (50X)
Llevando el volumen de reaccion a 12 pl totales por cada pocillo de la placa.

Todos los pasos deben ser realizados manteniendo los tubos en hielo.

3. Cerrar los tubos y mezclar suavemente. Centrifugar brevemente para colectar

cualquier liquido residual en las paredes y la tapa.

4. Colocar los tubos de PCR en el ciclador térmico y comenzar el ciclado de gPCR.

5. Amplificacion:

Etapa Ciclos Temperatur Tiemp Paso Recoleccién
a 0 de senal
Desnaturalizacion 1X 95 °C 10 min  Desnaturalizacion No

inicial inicial



PCR

95°C

40X

60 °C

15 seg

1 min

Desnaturalizacion

No

Hibridacion/Extension = Si

Etapa de la curva de Melting/Disociacién

Anexo 6. Tablas t de Student pareadas para el gen de referencia.
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L4674:

TONvsTIN

Obs (1) Obs (2) media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) Bilateral
TO T1 0,72 30,40 29,68 1,66 -3,41 4,850,75 0,5313
TINvsT2N

Obs (1) Obs (2) media (dif) Media (1) Media(2) DE{dif) LI(95%)) L5(95%)) Bilateral
T1 T2 2,31 29,68 27,38 2,28 -3,36 7,97 1,75 00,2219
T2NvsT3N

Obs (1) Obs (2) media (dif) Media (1) Media(2) DE{dif) LI(95%)) L5(95%)) Bilateral
T2 T3 -2,84 28,04 30,89 1,45 -6,45 0,76 -3,39 0,0771
T3NvsT4N

Obs (1) Obs (2) media (dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) Bilateral
T3 T4 3,59 31,89 28,30 4,34 -1,20 14,38 1,43 0,2887
T1AvsT2A

Obs (1) Obs (2) media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5S(95%)) T Bilateral

T1 T2 0,83 30,07 29,24 0,89 -1,37 3,041,863 0,2453
T2Avs T3 A

Obs (1) Obs (2) media (dif) Media (1) Media(?) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral

T2 T3 -1,76 29,24 30,99 4,85 -13,80 10,28 -0, 63 0,5941
T3AvsT4A

Obs (1) Cbs(2) media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
Columnal Columna2 3 2,51 30,99 28,48 9,59 -21,31 26,34 0,45 0,6944
T1lvsT21

Obs (1) Obs (2) media (dif) Media (1) Media (2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral

T1 T2 -0,03 28,97 29,00 1,72 -4,31 4,25 -0,03 0,9778
T21vs T3 1

Obs (1) Obs (2) media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS({95%)) T Bilateral

T2 T3 -0,77 29,00 29,77 1,24 -3,85 2,30 -1,08 0,3928
T31vs T4l

Cbs (1) Obs (2) media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral

T3 T4 2,46 29,77 27,31 5,70 -11,71 16,63 0,75 0,5333
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LP4637:

TONvsTIN

Obs(l) ©Obs(2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
TO T1 3 1,84 30,32 28,49 3,23 -6,18 9,85 0,99 0,4284
TINvsT2N

Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T1 T2 3 -1,72 28,49 30,21 3,21 -9,70 6,27 -0,93 0,4524
T2NvsT3N

Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 T3 3 -1,00 30,21 31,21 1,76 -5,38 3,38 -0,98 0,4288
T3NvsT4N

Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T3 T4 3 1,55 31,21 29,66 1,21 -1,45 4,56 2,22 0,1564
T1AvsT2A

Obs(l) Obs(2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T1 T2 3 -0, 68 29,62 30,29 0,91 -2,93 1,58 -1,29 0,3259
T2Avs T3A

Obs(l) ©Obs(2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 T3 3 -2,40 30,29 32,69 1,49 -6,10 1,30 -2,79 0,1078
T3Avs T4A

Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T3 T4 3 2,46 32,69 30,23 2,17 -2,94 7,86 1,96 00,1893
T1lvs T21

Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T1 T2 3 3,15 30,65 27,50 6,96 -14,13 20,42 0,78 00,5153
T21vs T31

Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 T3 3 -5,78 27,50 33,29 4,57 -17,14 5,57 -2,19 00,1598
T31vs T4

Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS5(95%)) T Bilateral

T3 T4 3 6,51 33,29 26,77 5,87 -8,07 21,10 1,92 0,1947
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SPF051:
TONvs TIN
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
TO T1 3 8,14 33,23 25,10 3,58 -0,76 17,03 3,94 0,0589
TINvsT2N
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T1 T2 3 -2,25 25,10 27,34 7,08 -19,84 15,35 -0,55 0,6381
T2NvsT3N
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 T3 3 -2,36 27,34 29,70 6,25 -17,88 13,15 -0, 66 0,5795
T3INvsT4N
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
T3 T4 3 0,75 28,37 27,63 0,50 -0,49 1,98 2,60 0,1217
T1IAvsT2A
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T1 T2 3 -2,19 28,18 30,37 3,63 -11,21 6,83 -1,04 0,4063
T2Avs T3 A
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) L5(95%)) T Bilateral
T2 T3 3 3,09 31,17 28,08 T,42 -15, 34 21,52 0,72 0,5459
T3Avs T4A
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media (2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T3 T4 3 1,19 28,08 26,89 2,37 -4,70 7,08 0,87 00,4762
T1lvsT21
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T1 T2 3 =3,02 29,717 32,79 2,38 -8,92 2,89 =2,20 0,1592
T21vs T31
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T2 T3 3 2,61 32,79 30,18 2,43 -3,42 8,651,86 0,2035
T31vs T41
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media(l) Media(2) DE(dif) LI(95%)) LS(95%)) T Bilateral
T3 T4 3 -1,19 28,99 30,18 1,48 -4,88 2,50 -1,39 0,2994

Referencias=> N tratamiento sin inocular, | tratamiento inoculado con Fusarium

verticillioides, A tratamiento inoculado con agua.
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