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RESUMEN

Las plantas en general, responden a la herbivoria de la mosca blanca a través de marcados
cambios en la expresion génica. Para identificar los genes expresados diferencialmente en
plantas de tomate de céascara infestadas con Trialeurodes vaporariorum, plantas jovenes
fueron infestadas con adultos de mosca blanca. Bibliotecas sustractivas directa e inversa
fueron construidas a partir de hojas infestadas por 5y 15 d posteriores a la infestacion. Varios
genes implicados en respuestas de defensa en plantas a insectos succionadores fueron
identificados. Entre los mas representativos se detectaron aquellos que codifican a proteinas de
sintesis, o de degradacion, fortificacion, o de modificacion de pared celular, a genes necesarios
para la biosintesis de aminoacidos, metabolismo y sintesis de lipidos incluidos los
componentes de pared celular tales como suberina, y genes de respuesta a estrés, o
relacionados con la fotosintesis. También se identificaron genes regulados negativamente,
entre los que destacaron genes codificantes de quinasas y acuaporinas. Se obervaron
similitudes en los perfiles de expresion de genes en respuesta a nematodos, afidos, y mosca
blanca. Asi mismo, los resultados sugiren que el acido abscisico, los brassinoesteroides y las
citoquininas podrian estar participando en la regulacién de la respuesta a la infestacion por la
mosca blanca en Physalis philadelphica debido sobre todo por los patrones de expresion de
genes codificantes para proteinas con motivos tipo F-box, asociados con rutas de sefializacién

de dichas hormonas.



ABSTRACT

All the plants respond to phloem-feeding whiteflies by extensive changes in gene expression.
To identify differentially expressed genes in husk tomato plants (Physalis philadelphica)
infested with Trialeurodes vaporariorum, young plants were challenged with adult whiteflies,
and forward and reverse subtractive libraries were constructed from infested leaves at 5 and 15
d after infestation. Several genes were identified as up-regulated; these included a diversity of
genes involved in plant defense responses, protein synthesis or degradation, and cell wall
fortification or modification. Genes required for amino acid biosynthesis, lipid metabolism
and synthesis, including cell surface components such as suberin, responses to stress,
photosynthesis and other functions, were similarly induced. Down-regulated genes were also
identified, most prominently kinases and aquaporin genes. Similarities in defense responses
between tomato and P. philadelphica were noted regarding the expression of certain genes in
response to nematodes, aphids, or whiteflies. A role for abscisic acid, brassinosteroids, and
cytokinins in the regulated response to whitefly infestation in P. philadelphica was also
implied by the expression pattern of phytohormone-associated genes, including genes coding

for proteins containing F-box motifs, associated with signaling pathways of these hormones.



I. INTRODUCCION

Las plantas responden a la herbivoria de insectos a través de un complejo y diverso
sistema de defensa, el cual involucra barreras fisicas, compuestos quimicos tdxicos, proteinas,
reclutamiento de enemigos naturales (Howe y Jander 2008; War et al. 2012). Las defensas en
plantas, son producidas tanto de manera constitutiva, las cuales estan presentes durante todo el
ciclo de vida de la planta o bien, pueden inducirse en respuesta al dafio ocasionado por
agresores bioticos. Estas respuestas pueden afectar la preferencia de los mismos por ejemplo:
la seleccion de la planta hospedera o su comportamiento en cuanto a la tasa y velocidad de
crecimiento del insecto (Karban y Baldwin 1997). Posterior al reconocimiento de un
herbivoro, varias moléculas enddgenas de sefializacion en las que se incluyen: é&cido
jasmonico (AJ), etileno (ET), acido abscisico (ABA), acido salicilico (AS), y las especies
reactivas de oxigeno (ROS), son producidas para regular cascadas de transduccion de sefiales
en las células de la planta. Esto conduce a la activacion y modulacion de genes relacionados
con defensa (Walling 2000; Rojo et al. 2003; Zhu-Salzman et al. 2005). Dichas rutas estan

interconectadas y pueden actuar de manera antagonica, aditiva o sinérgica (Mur et al. 2006).

La interaccion entre las rutas de sefializacion tiene un papel importante en la regulacion y
modulacion de las respuestas defensivas, ya que le permite a la planta establecer un sistema
efectivo de defensa de manera local o sistémica (Zarate et al. 2007; Koorneef y Pieterse 2008).
La planta genera mecanismos de defensa en funcién del agresor; por ello, las respuestas
moduladas después de la herbivoria del insecto correlacionan con el modo de alimentacion y/o
la cantidad de tejido dafiado en el sitio de alimentacion (Walling 2000, 2008; Heidel y
Balwing 2004; Thompson y Gogging 2006; Kempema et al. 2007; Estrada-Hernandez et al.
2009). Los insectos masticadores activan principalmente las respuestas mediadas por AJ,
mientras que los insectos succionadores, en semejanza con patdgenos bidtrofos, activan las
respuestas mediadas por AS (Moran y Thompson 2001; Kempema et al. 2007; Zarate et al.
2007).

La mosca blanca de invernadero Trialeurodes vaporariorum (Westwood), es una plaga

econdémicamente importante en cultivos horticolas y ornamentales, cultivados a campo abierto



o0 en invernadero (Inbar y Gerling 2008). La mosca blanca es un insecto generalista y polifago
que causa considerables dafios a los cultivos como: la reduccién del vigor de la planta, retraso
en el crecimiento, deformaciones de follaje, decoloraciones y/o defoliaciones (Berlinger
1986), también actiia como un vector de enfermedades virosas (Jones 2003); asi mismo, afecta
el proceso fotosintético ocasionado por la obstruccion de la luz, como resultado del
crecimiento de hongos saprofitos que es favorecido por la excrecién de mielecilla (Byrne y
Miller 1990).

En comparacién con los insectos masticadores, los insectos succionadores causan un dafio
limitado a los tejidos (Walling 2000). Las respuestas de las plantas a la infestacién por mosca
blanca resultan en el incremento de las defensas reguladas por AS, de manera simultanea
expresan una disminucion de las respuestas mediadas por AJ, asi como en cambios en el
balance redox y el metabolismo de nitrégeno y carbono (Mayer et al. 2002; Zhang et al.
2013). Sin embargo, en Arabidopsis thaliana, la supresion de la ruta de defensa regulada por
AJ retardd el desarrollo de la larva de mosca blanca (Zarate et al. 2007; Zhang et al. 2013).
Otros estudios demostraron que la infestacion por mosca blanca en jitomate modifica la
expresion de genes asociados con fotosintesis, senescencia, metabolismo secundario, estrés
bidtico y abidtico dependiendo de la etapa de desarrollo de la mosca blanca (Estrada-
Hernandez et al. 2009).

El tomate de cascara o tomate verde (Physalis philadelphica Lam.) es un cultivo
importante que forma parte de la dieta y la herbolaria tradicional de México y Centroamérica,
condicion que le confiere su alto valor nutricional en términos de vitaminas, minerales y
antioxidantes, asi como por sus propiedades curativas (Bock et al. 1995; Maldonado et al.
2011). En el pais se ha domesticado y cultivado por siglos, valiéndose de un proceso que ha
explotado su variabilidad morfologica en términos de rasgos vegetales y reproductivos

(Zamora-Tavares et al. 2014); del cual se reconocen al menos ocho razas (Pefia et al. 2001).

Recientemente, para las especies Physalis peruviana y P. alkekengi se ha obtenido
informacion genomica y transcriptomica (Simbaqueba et al. 2011; Garzon-Martinez et al.
2012; Wang et al. 2012; Wei et al. 2012). Sin embargo, informacion con respecto a la



respuesta defensiva contra insectos herbivoros es escasa. A pesar de la alta susceptibilidad a
varios insectos herbivoros de diversos gremios alimenticios, desde los altamente
especializados como el barrenador del fruto Heliothis subflexa (Petzold et al. 2009), el cual es
una plaga exclusiva del género Physalis, hasta numerosas plagas de suelo, follaje y fruto,
incluidas larvas de lepidopteros, minadores de hoja, afidos, trips y mosca blanca, algunas de
las cuales son vectores de enfermedades virosas que afectan seriamente la produccion de
Physalis (De la Torre-Almaraz et al. 2003, Fischer et al. 2014; Muniz et al. 2014). En este
sentido, se carece de informacion con respecto al dafio causado por la infestacion de T.
vaporariorum, aunque ésta puede tener efectos devastadores en otros cultivos relacionados,
como papa y jitomate (Ramos et al. 2002; Morales 2003) por ello, para mejorar la
comprension de los mecanismos subyacentes a la respuesta a la herbivoria de mosca blanca, se
analizaron e interpretaron los datos de bibliotecas de hibridacion por supresion sustractiva

(HSS) generadas a partir de hojas de plantas infestadas por 5 0 15 d por T. vaporariorum.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Defensa en plantas

A través de su ciclo de vida, las plantas estdn expuestas a una serie de condiciones
adversas, tanto bidticas como abidticas. El estrés biotico estd representado en particular por
organismos heterotrofos entre estos: hongos, bacterias fitopatdgenas, virus, plantas paréasitas e
insectos herbivoros (Mithofer y Boland 2012). De esta interaccion ha resultado la evolucion de
sofisticados mecanismos defensivos por parte de las plantas, mientras que los insectos han
desarrollado estrategias para superar o evitar dichas respuestas (Bilgin et al. 2010; Yin et al.
2011).

Las defensas contra los insectos herbivoros se dividen en: constitutivas e inducibles. Las
primeras, se presentan durante el desarrollo de la planta y forman parte de sus barreras
estructurales tales como tricomas, espinas y ceras. Las segundas, se activan durante el proceso
de herbivoria y requieren de una serie de estimulos y/ o sefiales generados durante la
interaccion planta-insecto (Howe y Jander 2008). Ademas, los rasgos que confieren resistencia
se clasifican a su vez como defensas directas e indirectas. En las defensas directas, el control
de los herbivoros ocurre predominantemente a travées de la accion de las defensas que afectan
negativamaente la fisiologia del herbivoro, particularmente a nivel del proceso digestivo,
mientras que en las indirectas, el control ocurre mediante el tercer nivel tréfico. Es decir, a
través de la atraccion depredadores y parasitoides por compuestos organicos volatiles emitidos
por la planta atacada. Asi, la combinacion de dichos mecanismos provee a la planta una
resistencia duradera y funcional ante diferentes herbivoros (Howe y Jander 2008; Mithofer y
Boland 2012). Las defensas inducibles requieren de un sistema de deteccion, el cual permite el
reconocimiento del dafio causado o del agresor, que a su vez activa un sistema de transduccion
de sefiales y una respuesta metabdlica regulada a nivel transcripcional (Lamb et al. 1989).
Algunas respuestas defensivas de la planta son muy rapidas, y su activacién ocurre en
segundos o minutos después del estimulo, se conocen como “respuestas tempranas”, mientras
que otras se inducen lentamente, horas o dias después del dafio por lo que se denominan
“respuestas tardias”, éstas ultimas permanecen activas durante varios dias (Baldwin et al.

2001).



El reconocimiento del herbivoro ocasiona de manera rapida respuestas tempranas tales
como la apertura de canales ionicos, cambios en la concentracion de calcio citosolico,
produccidn de especies reactivas de oxigeno y fosforilacion de proteinas. Como consecuencia
de dichos procesos, ocurre posteriormente la sintesis de AS, AJ, peréxido de hidrégeno (H,0,)
y otros compuestos de sefializacion necesarios para la induccion de las respuestas locales y/o
sistémicas en la planta. Las plantas utilizan distintas rutas de transduccion de sefiales para
inducir respuestas de defensa especificas, incrementando o disminuyendo de manera selectiva
la expresion de ciertos genes (Walling 2000; Rojo et al. 2003; Zhu-Salzman et al. 2005; Wu y
Baldwin 2010). Sin embargo, aun cuando las rutas de transduccion de sefiales poseen
elementos Unicos para una respuesta en particular, esto no excluye la posibilidad de
interacciones entre ellas, dando lugar a comunicacion entrecruzada, efectos inhibitorios o

sinérgicos entre componentes de las mismas (Mur et al. 2006; Koornneef y Pieterse 2008).

La resistencia inducida contra herbivoros muestra especificidad en términos de los agentes
inductores y los organismos afectados por dichas respuestas. Se ha documentado que la
modulacion de las respuestas esta correlacionada con el modo de alimentacion y/o la cantidad
de tejido dafiado en el sitio de alimentacion (Walling 2000, 2008; Heidel y Baldwin 2004;
Thompson y Gogging 2006; Kempema et al. 2007; Estrada-Hernandez et al. 2009). Los
insectos masticadores activan principalmente las respuestas mediadas por AJ (Ryan 2000; Li
et al. 2002), mientras que los insectos succionadores a semejanza de los patdégenos bidtrofos
activan las respuestas mediadas por AS (Moran y Thompson 2001; Kempema et al. 2007;
Zarate et al. 2007).

2.2 Insectos succionadores

Una caracteristica de las plantas superiores es la presencia de tejidos especializados
(xilema y floema) para la conduccion de agua, sustancias inorganicas y organicas. La
presencia de aminoacidos y otros metabolitos organicos disponibles en xilema o floema hacen
al sistema vascular un blanco para el ataque de plagas insectiles con aparato bucal succionador
del orden hemiptera como los afidos, moscas blancas y psilidos (Thompson y Goggin 2006;
Will et al. 2013). Los insectos succionadores son grandes consumidores de azlcar y



nutrientes, su demanda es similar al consumo de tejido foliar o frutos en desarrollo por lo que
pueden interferir con su distribucion (Bardner y Fletcher 19749). Sin embargo, la savia del
floema representa un alimento poco nutritivo; ya que contiene carbohidratos ademas de pocas
proteinas y aminoacidos. Para compensar este déficit nutrimental, estos insectos consumen
gran cantidad de savia buscando los compuestos nitrégenados, excretando el exceso de
carbohidratos como melaza. Los insectos que se alimentan a partir de floema inducen en sus
hospederos reprogramacion transcripcional que conlleva cambios cuantitativos y cualitativos
diferentes a otros insectos. Los cuales son similares a las respuestas inducidas por patdégenos
biotréficos o hemibiotréficos (Kempema et al. 2007). A pesar de causar un dafio minimo a la
planta, los insectos succionadores, inducen respuestas locales y sistémicas dependientes de las
rutas de AS y AJ (Moran y Thompson 2001; Zarate et al. 2007; Estrada-Hernandez et al.
2009), en donde se promueven la expresién de genes relacionados con estrés oxidativo,
sefializacion dependiente de calcio, modificaciones de pared celular, metabolismo secundario
y respuestas asociadas a patogénesis, como son el incremento en la actividad de lipoxigenasas,

quitinasas y peroxidasas (Moran y Thompson 2001; Thompson y Goggin 2006).

2.2.1 Mosca blanca

En los ultimos afios las moscas blancas (Hemiptera: Aleyrodidae) se han convertido en
una de las principales plagas agricolas a escala mundial, principalmente en areas tropicales y
subtropicales. En el ambito mundial se han identificado 1200 especies agrupadas en 126
géneros. En México se tiene registro de 67 especies incluidas en 27 géneros, aunque solo
Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum son reconocidas como especies de importancia
econdmica. La propagacion geografica de la mosquita blanca se ha acelerado debido al
transporte de material vegetal que existe entre varios paises. Se ha registrado la presencia de la
mosquita en mas de 600 especies de plantas, entre las cuales se encuentran especies vegetales
cultivables y no cultivables, perennes o anuales, las cuales se han reconocido como fuente de
alimento o como hospederos reproductivos. EI 50% de las especies vegetales reportadas como
hospederas se agrupan en sélo 5 familias: Fabaceae, Asteraceae, Malvaceae, Solanaceae y

Euphorbiaceae. Entre las especies cultivadas hospederas se reportan: pimiento, pepino,



calabaza, crisantemo, soya, algodon, girasol, lechuga, jitomate, platano, tabaco, aguacate,
berenjena, papa y ajonjoli (Carrapia 2008).

2.3 Analisis de expresion génica

El estudio del efecto de las condiciones de estrés sobre las plantas, se fundamenta en el
analisis de expresion génica (Nicot et al. 2005), puesto que dicho andlisis se basa sobre la
regulacion que conlleva a la sobreexpresion o represion de un gen bajo diferentes situaciones
fisioldgicas. Hoy en dia existen varias técnicas disponibles, entre ellas: bibliotecas de DNAc,
hibridacion en microarreglos, analisis de representacion diferencial (RDA), analisis seriales de
expresion genica (SAGE), bibliotecas sustractivas o hibridacidn supresora sustractiva (HSS) y
la secuenciacion masiva del RNA (RNA-seq) Cada una tiene caracteristicas particulares; por
lo que la eleccion de una técnica o estrategia a seguir estd en funcién de la disponibilidad de
equipo, el recurso econémico y el alcance mismo de la investigacion (Casassola et al. 2013).

2.3.1 Bibliotecas sustractivas

La técnica HSS, es utilizada para identificar genes que varian en su nivel de expresion
durante diferentes procesos bioldgicos (Huang et al. 2007). Esta técnica involucra la
separacidn de secuencias expresadas diferencialmente por ello, simplifican la evaluacion de la
biblioteca de DNAc, ademés conlleva implicita una reduccion en los costos del analisis
(Casassola et al. 2013). El fundamento de la técnica es la supresion por PCR, que combina la
normalizacion y sustraccion en un solo procedimiento. En la etapa de normalizacién, se iguala
la abundancia de fragmentos de DNA dentro de la poblacién bajo estudio, y en la etapa de

sustraccion, se excluyen las secuencias comunes a las poblaciones en comparacién (Figura 1).



Transcritos condicion A Transcritos condicion B

Sustraccion
A-B

A
A
A A Transcritos diferenciales
A A A presentes solo en condicién A

A L
A

Figura 1. Esquema del fundamento teérico de la técnica de hibridacion supresora sustractiva

Esto aumenta la probabilidad de obtener secuencias de baja abundancia expresadas
diferencialmente y simplifica el analisis de la biblioteca sustraida (Diatchenko et al. 1997). La
HSS es utilizada en estudios genéticos comparativos y funcionales (Lukyanov et al. 2007; Da
et al. 2012), diversas condiciones de estrés biotico (Estrada-Hernandez et al. 2009) y abidtico
(Padmanabhan y Sahi 2011). Puesto que permite analizar una porcién de los transcritos (Wang
et al. 2009).

2.4 Tomate de cascara

En afios recientes, el cultivo de tomate de cascara (Physalis philadelphica Lam.) ha
cobrado importancia agronomica, se cultiva comercialmente en todos los estados del pais y su

produccion se destina al mercado nacional y de exportacion. En 2013, se tuvo una produccion
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nacional de 588,224 t, de la cual se exportd el 8 % a los EU, con un valor de mercado cercano
a los 56 millones de délares (INEGI 2014). Originalmente el cultivo era exclusivo de América
Latina e islas del caribe; no obstante hoy en dia se cultiva en otros paises distribuidos en todos

los continentes (Calyecac-Cortero et al. 2007).

En México actualmente se reconocen las razas: Silvestre, Milpero, Arandas, Tamazula,
Manzano, Rendidora, Salamanca y Puebla (Pefia 2001). En funcién de esta marcada
variabilidad morfoldgica, el género Physalis se ha considerado un modelo para explicar la
base genética de la evolucion y desarrollo de la diversidad morfoldgica dentro de la familia
Solanceae (Zhan et al. 2014; Wang et al. 2012).



I11. HIPOTEIS
Las plantas de Physalis philadelphica expuestas a herbivoria por Trialeurodes vaporariorum
modifican de manera diferencial su perfil de expresion génica en funcion del tiempo de
infestacion.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Caracterizar, a nivel molecular, los cambios tempranos y tardios ocurridos en hojas de

Physalis philadelphica Lam. en respuesta a la infestacion por Trialeurodes vaporariorum.

4.2 Objetivos Especificos

a) Construir bancos de expresion diferencial de DNA complementario (DNACc), a partir
de plantas expuestas a 5 0 15 dias de infestacion con Trialeurodes vaporariorum.

b) Identificar genes de respuesta a la herbivoria por Trialeurodes vaporariorum.

c) Evaluar los patrones de expresion de genes de respuesta a Trialeurodes vaporariorum

en plantas expuestas a herbivoria por larvas de Manduca sexta, un insecto masticador.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Material biologico
5.1.1 Plantas

El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de Marcadores Moleculares de la
Universidad de Guadalajara, para lo cual, semillas de Physalis philadelphica Lam. cultivar
Morada R, fueron sembradas en charolas de germinacion con musgo en descomposicion

[Sunshine Mix 3™

(SunGro Horticulture, Bellevue, WA)] como sustrato, en cdmara de
crecimiento (Thermo Scientific Mod. 844, Dubuque, IA, EUA.), bajo las siguientes
condiciones: 16 h luz a una insensidad luminica de ~ 300 pmol m > S™' y 28 °C de
temperatura, por 8 h de oscuaridad y 16 °C de temperatura. Las plantulas fueron transferidas a
macetas de 4" con mezcla general [1 parte de Sunshine Mix 3™, 1 parte de tierra lama, 1 parte
de perlita (Termolita, S.A., Nuevo Ledn México, y 1 parte de tezontle]. Las plantas fueron
regadas cada 2 d con 40 ml de agua, y fertilizadas semanalmente con una formula 20-20-20
(Peters Professional, Scotts-Sierra Horticultural products, Marysville, OH, EUA), con una
dosis de 5 g del fertiizante por litro de agua de los cuales, se aplicaron 40 ml por maceta. En
esta etapa, las plantas fueron mantenidas en las mismas condiciones de fotoperiodo y
temperatura hasta desarrollar 4 a 5 hojas verdaderas; unicamente fueron consideradas para los

ensayos de herbivoria, aquellas plantas uniformes en tamafio y carentes de deforaciones.
5.1.2 Insectos

Una colonia de mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum) libre de virus, fue mantenida
en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) cultivar Rio Fuego (Cal-Oro Vegetable Seeds,
United Genetics, Inc., Gilroy, CA, EUA) en una jaula con malla antiafidos bajo condiciones
controladas de luz (= 300 umol m > S™"), temperatura (27 °C) y fotoperiodo (16 h luz/ 8 h
oscuridad). Para los experimentos se utilizaron adultos de mosca blanca con 1 a 5 d de

emergencia. Como herbivoro masticador, se utilizaron larvas de Manduca sexta las cuales
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fueron proporcionadas por el insectario del Cinvestav-Unidad Irapuato, mismas que fueron
criadas con una dieta nutritiva descrita por Yamamoto (1964).

5.2 Ensayos de herbivoria

Las plantas de tomate de cascara fueron expuestas a la colonia de mosca blanca en el
punto de maxima presencia de adultos. Para la generacion de las bibliotecas sustractivas se
colecto el tejido foliar de 6 plantas, a los 5 0 15 dias posteriores a la infestacion (dpi). Para los
ensayos de M. sexta, se colocaron dos larvas de 3er. instar por planta y se les permitid
alimentarse ad libitum por 6 h. Cumplido este tiempo, las larvas fueron removidas y el tejido
foliar fue colectado 18 h después. Las muestras fueron congeladas, pulverizadas con nitrogeno

liquido y almacenadas a -70 °C hasta su uso.

Para los ensayos de qPCR se repitieron las condiciones de induccién con mosca blanca
previamente descritas. En todos los experimentos, se colectaron plantas sin dafio (controles)
crecidas bajo las mismas condiciones. El tejido colectado fue molido inmediatamente en

nitrogeno liquido y almacenado a -70 °C hasta su uso.

5.2.1 Aislamiento de RNA

A partir de esta etapa, el trabajo se realizé en el Laboratorio de Fisiologia de la Defensa,
CINVESTAV-Unidad Irapuato; para ello, a partir del del tejido colectado en la etapa previa,
se aislé el RNA total, utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A partir
de 1 mg de RNA total se aislé el RNA mensajero (RNAm) utilizando PolyATract mRNA
Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA). Para los ensayos de qPCR se aisl6 RNA
utilizando las columnas RNeasy (Qiagen, Valencia, CA, EUA) y las muestras fueron tratadas
con DNAsa (Qiagen). En todos los casos, la integridad del RNA fue analizada mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y su cuantificacion se realizd6 por
espectrofotometria utilizando el Nano Drop ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE, EUA).
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5.3 Bibliotecas sustractivas (HSS)

Para la realizacion de las bibliotecas sustractivas primero se aislo el RNAm de las
muestras; luego, se sustrajeron los fragmentos diferenciales y se clonaron en células de E. coli.
El RNAm se purifico a partir del RNA total utilizando una columna PolyATtract mRNA

Isolation System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La obtencion de los fragmentos diferenciales se realizé con el kit PCR-Select™ cDNA
Subtraction Kit (Clontech, Palo Alto, CA, EUA) de acuerdo al protocolo descrito por el
fabricante. Se realiz6 la sustraccion directa (genes inducidos) e inversa (genes reprimidos) de
cada tiempo de infestacion. Se utiliz6 la muestra infestada o problema como “tester” y el
control fue la muestra sin dafio como “driver”, en el caso de la sustraccion directa y viceversa
para la sustraccion inversa. Para la sintesis de la primera y la segunda cadena de DNACc se
transcribieron 2 pg de ARNm (Anexo 1). Una vez obtenido el DNAc de cadena doble, las
muestras fueron digeridas con la enzima Rsa I; para generar fragmentos de DNAc mas cortos
con extremos romos 0 parejos, necesarios para la sustraccion y requeridos para la ligacién de
adaptadores (Anexo 2). Posteriormente, la muestra problema se dividié en dos y cada parte se
lig6 con adaptadores diferentes (tester 1 y tester 2R). Asi mismo, se obtuvo el “tester” del

control no sustraido el cual consistio de una mezcla de ambas muestras (Anexo 3).

Posteriormente, se realizaron dos hibridaciones; en la primera, a cada una de las muestras
se les adicion6 un exceso de “driver” que permitid igualar las concentraciones de ADNCc, tanto
los abundantes como los escasos. En la segunda hibridacién, se mezclaron las dos muestras de
la primera hibridacion, se adicion6 una segunda porcion de “driver” desnaturalizado, lo cual
permitid excluir de la amplificacion las secuencias que son comunes a las poblaciones
comparadas (Anexo 4). Para cada una de las muestras sustraidas se realizaron dos rondas de
amplificacion (Anexo 5), para enriquecer los fragmentos diferenciales utilizando la enzima

Advantage2R Polymerase Mix (Clontech) (Figura 2).
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Los fragmentos diferenciales se purificaron (QIAquick PCR Purification Kit, Quiagen,
Dusseldorf, Alemania) y se clonaron en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas, Glen Burnie,
MD, EUA). Por ultimo, se transformaron células electrocompetentes de Escherichia coli
TOP10 Electrocom™ (Invitrogen). La electroporacién se realizé en el equipo Easyject Optima
(Equibio, Ashford, UK) en celdas de 1 mm. Las clonas obtenidas se picaron y crecieron en
placas estériles de 96 pozos con medio LB liquido con carbenicilina (100 pg/ ul). Para
verificar que las clonas tuvieran fragmentos, se realizd un miniprep rapido para la extraccién
de DNA plasmidico en este caso los cultivos fueron centrifugados y al preciitado se le
adiciono una mezcla de 20 pl de fenol, 20 pl de cloroformo, 20 pl de buffer de lisis de DNA 'y
20 pl de medio; se agito en vortex y se centrifugd 5 min a 12000 rpm y la fase acuosa se cargd
en un gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio. También se realizé un PCR directo de
colonia para comprobar si tenian fragmentos de interés utilizando la enzima Taq DNA
polymerasa (Fermentas) y los oligonucle6tidos anidados: 1 y 2R incluidos en el kit de
sustraccion. Posteriormente, las clonas transformadas fueron almacenadas en glicerol 50 % (v/
v) a-70 °C.

14



ADNCc Tester (infestada) con adaptador 1 ADNCc Driver (control) en exceso ADNCc Tester (infestada) con adaptador 2R
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Figura 2. Esquema general del protocolo utilizado durante la generacion de las bibliotecas de

ADNCc por hibridacion supresora sustractiva.

5.4 Andlisis de secuencias

Las clonas positivas seleccionadas aleatoriamente fueron enviadas para su secuenciacion a

CINVESTAV, Unidad Irapuato; servicio privado que brinda el laboratorio método Sanger con
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el equipo ABI Prism 377 ADN sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Obtenidas las secuencias de nucledtidos, se realizd el analisis in silico comparando las
secuencias con la base de datos en linea de BLAST del National Center for Biotecnology
Information (Bethesda, USA) y el SOL Genomics Network.

5.4.1 Edicion de secuencias

En el proceso de edicion se eliminaron secuencias cortas (menores a 100 pb) y aquellas
de mala calidad. Ademas, se eliminaron secuencias de DNA pertenecientes al cebador del
adaptador y/ o al vector de clonacion, con el uso de los programas (Chou y Holmes, 2001):
SeqClean (http://www.tigr.org/tdb/tdb.html) y Lucy2

http://www.complex.iastate.edu/download/Lucy?2/index.html). Posterior a la edicion, las

secuencias fueron ensambladas con la ayuda del software CAP3 (http://seq.cs.iastate.edu/
(Huang y Madan 1999).

5.4.2 Asignacion de identidad y clasificacion funcional

En todas las secuencias se analizd la similitud con secuencias de nucleétidos y de
proteinas utilizando el algoritmo BLASTX para identificar genes similares en los genomas
vegetales disponibles en las bases de datos publicas de The Arabidopsis Information Resource

(TAIR) (https://www.arabidopsis.org/), The National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y SOL Genomics Network (https://solgenomics.net/).

Similitudes con E-value < e se consideraron significativas y fueron categorizados de acuerdo
a su funcion. La clasificacion funcional se realizdé utilizando FunCat version 2.1

(http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/) agrupando de acuerdo a las categorias

funcionales de proteinas de A. thaliana.

5.5 Confirmacion de las bibliotecas por gqPCR

Para validar las bibliotecas sustractivas generadas, se seleccionaron 13 secuencias
inducidas en respuesta a mosca blanca para determinar sus niveles de expresion por gPCR.

Ensayo que se realizo en el Instituto de Enfermedades Cronico Degenerativas del CUCS, U de
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G. Para ello, se disefiaron oligonucledtidos especificos (Cuadro 1) en el programa Primer
Express Software v 3.0.1 (Applied Biosystems Life Technologies). A partir de 2 ug de RNA
se sintetizd el DNAc por medio de la enzima transcriptasa inversa (QuantiTect Reverse
Transcripttion Kit; Quiagen, Duesseldorf, Germany), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. EI PCR tiempo real se realiz6 en un termociclador LightCylcer 1.5 System (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). La deteccion se realizé por medio de la cuantificacion de
la fluorescencia con el reactivo Light Cycler FastStart DNA Master’™"> SYBR Green |
(Roche). La reaccion se realizo segun las recomendaciones del fabricante, en un volumen total
de 10 pl, utilizando una concentracién de 0.125 uM de cada oligonucleétido. Las condiciones
de amplificacion fueron: desnaturalizacion, 95 °C por 10 min, seguidos por 45 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 10 s y una tm de alineamiento de 57 a 65 °C por 7 s. En todos
los casos se incluyeron triplicados técnicos de cada determinacién. Posterior a las
amplificaciones, se realizaron las curvas de disociacion con el objeto de confirmar la
especificidad de las reacciones. La linea base y el ciclo umbral de deteccion (Ct) fueron
autométicamente determinados utilizando el LightCycler® Software 3.5.3 (Roche). En todos

los casos las eficiencias de amplificacion fueron mayores a 95 %.
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Cuadro 1. Oligonucledtidos utilizados para la validacion por gPCR disefiados a partir de los

genes inducidos que fueron identificados en las bibliotecas sustractivas obtenidas de plantas de

Physalis philadelphica infestadas con Trialeurodes vaporariorum por 5 o 15 dias.

Gen Descrincion Oligonucleotidos Tamafio de m
P Séntido/Antisentido amplicon (pb) (°C)
L . - TCCTCTTTGCTTCCGTTTTCA/
LP proteina inducida por lesién CCATCTTCCCCAAATTCATTGA 64 61
PR . CACTTGGGATTTGCTCATGAGA/
AQP proteina tipo acuaporina GGGTCTACTGGGCTGGTCE 96 63
LEA proteina abundante en GTTGGATGTGCCAGTGAAGGT/ 65 64
embriogénesis tardia CTCCACCAATGTCCCTAACCA
TTATTCGATGCTATGTTGGATTCC/
BGL B-1, 3-glucanasa TACCGATCCCCCACCTGAT 63 63
WR proteina relacionada con GGAGTGAATCATCGGCTTGTTT/ 62 61
dafio GGCGGGTTCATCGGAAGT
: GTTGGGCCAAAAGACATAGGG/
OsSM osmotina CACCAAACACCTTAGCCGAATAC 106 65
. . CAATCGACCACCAGCGTTT/
SOD superoxido dsimutasa CGAAAGGGTGGECATGAAC 54 59
CDSP proteina inducida por estrés GAAGACCACAAAATCGATCAAAAA/ 63 59
hidrico en cloroplasto TGGTCCGCAATGCTTCAA
. - TACGGAGGGTGAGGTGGAGTT/
HSP proteina de choque térmico TCATTGTTTAGAGGAGCCATTCC 66 66
. TCCATAAACCCAGCGTCCAT/
GTX glutarredoxina TCTCCGTAGCTTCCGTGTTTC 63 62
: ; GTGGCTTATGGAGCTGCTGAA/
SCP serina carbopeptidasa COCCAAGTTGTTCCAAGAGTAAG 96 66
monodehidroascorbato GCGGGACACCTGAAGAGAAC/
MDHAR reductasa GCTAGCAACGGGTTGAACTTTT 62 63
; GTTTCCATGATGTCCGTTCTAATTA/
KOR B-1, 4-glucanasa (Korrigan) CAACCAAACCAGCATTITCCA 69 63
: GGGATGATATGGAGAAGATA/
ACTIN gen de referencia AGTACAGCCTGAATAGCAAC 180 57
pb = pares de bases; Tm = temperatura de alineamiento.
T -7 -z 7 - - -z -AA
El anélisis de expresion se realiz6 por el método comparativo, mediante la ecuacion 2744

en donde AACt = (Ct del gen a evaluar — Ct del promedio del gen de referencia) en plantas infestadas
— (Ct del gen a evaluar — promedio del Ct del gen de referencia)en plantas control, de acuerdo a
Livak y Schmittgen (2001). La abundancia de los transcritos fue normalizada usando el gen
de actina de S. tuberosum como referencia (Reca et al. 2008). Los niveles de expresion
significativos entre plantas control y plantas tratadas se realizo por medio de la prueba

estadistica t de Student, con datos transformados mediante Box-cox (Sakia 1992) para cumplir

18



con los supuestos de la normalidad. Las comparaciones entre dias de infestacion fueron
realizadas mediante una prueba Mann-Whitney. Asi mismo, los niveles de expresion
posteriores a la herviboria por T. vaporariorum y M. sexta fueron comparados mediante una
prueba de t de Student después de una transformacion Box-Cox. Los analisis estadisticos
fueron realizados con los programas: Mini-Tabl5 y Statistica 8.
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VI. RESULTADOS

6.1 Bibliotecas sustractivas

Para cada muestra de los tratamientos bajo estudio, se realizd tanto la sustraccién directa
(que incluye a los genes inducidos) como la inversa (que incluye a los genes reprimidos) y se
utilizé la muestra “tester” ligado a los adaptadores (como control no sustraido), para verificar
la sustraccion de las muestras. Las amplificaciones se hicieron con muestras sustraidas (S)
para clonar los fragmentos y con las muestras no sustraidas (NS) como control. Las
diferencias en los patrones de bandeo entre las muestras S y NS denotan una buena sustraccion
(Figura 3A) y por lo tanto se procedid con la clonacién. Los resultados de la amplificacion de
las muestras S revelaron fragmento (bandas) de tamafio entre 300 y 700 pb (Figura 3A).
Después de clonar las muestras se realiz6 un miniprep rapido y/o la amplificacion directa con
los oligonucledtidos anidados (Figura 3B) para verificar la presencia del fragmento antes de

enviarse a secuenciar.

Directa Inversa

NS S NS S

M

1000 pb— 3000 pb —
750 —  m— -
1500 —
——
— —
500 — e
— —— — = -—

500 —

250 —  —

Figura 3. Verificacion de la eficiencia de sustraccion. (A) Electroforesis en gel de agarosa al
8% mostrando las amplificaciones de muestras del experimento de 15 dpi, sustraidas (S) y no
sustraidas (NS) utilizando el PCR primer para la primera amplificacién y los primers anidados
1y 2R en la segunda. (B) Electroforesis de los productos de PCR anidado directo de colonia.

Para mas detalles metodoldgicos, referirse al Anexo.
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En total se generaron dos bibliotecas sustractivas (directa e inversa) para cada tiempo de
infestacion (5 y 15 d) de donde fueron seleccionadas de manera aleatoria 768 clonas que

posteriormente fueron secuenciadas.

6.2 Analisis de secuencias

Una vez obtenida la secuencia de nucleotidos de los fragmentos diferenciales, se realizo el
analisis in silico en dos fases: edicidn y asignacion de identidad funcional. Durante la edicion
se eliminaron las secuencias correspondientes a restos del vector de clonacion, colas poly A/T,
las de mala calidad (con alto contenido de imprecisiones en los nucleo6tidos que conforman la
secuencia), asi como todas aquellas menores a 70 pb. Ademas, durante esta fase se realizé el
ensamblaje de las secuencias en donde a partir de la informacion de un grupo de secuencias se
reconstruyd la secuencia del fragmento localizado. Durante este proceso, se aliniaron las
secuencias con las bases de datos para identificar las secuencias con similitud. A partir de
estos alineamientos, se obtuvo una secuencia consenso que representaba a cada conjunto de
secuencias, 0 grupos de contingencia (contig). Del proceso de edicion de las secuencias se
obtuvieron 349 secuencias, las cuales se agruparon en 14 grupos de contingencia (7 para cada
biblioteca) y 268 grupos unicos de similitud (ensamblajes de copia Unica) los cuales se
distribuyeron de la siguiente manera: 151 y 117 para 5 y 15 dpi respectivamente.El rango de
tamafo de las secuencias editadas fue de 71 a 805 pb, con un tamafio promedio de 337 pb
(Cuadro 2). La redundancia de secuencias se calculé de acuerdo a Da et al. (2012) y fue de
18.9 %y 19.4 % para las bibliotecas de 5 y 15 dpi, respectivamente.

Las secuencias editadas (Anexo 6) fueron comparadas mediante el algoritmo BLASTYX,

por medio de las bases de datos del Genbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) y SOL

Genomics Network (http://sgn.cornell.edu/tools/blast/) y agrupadas (Anexo7) por categoria
funcional (http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/). Un 79.8 % del total de las

secuencias mostré una similitud significativa (valor estadistico < ™) con proteinas conocidas
de otras especies vegetales. El resto (20.2 %) no mostré similitud con ninguna proteina

conocida o bien, el valor-E fue mayor al considerado para este estudio. Solo 252 secuencias
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fueron aceptadas en el Genbank, con los siguientes codigos: JZ476497-JZ476748 (Cuadro 3y
4).

Cuadro 2. Anélisis de datos de las secuencias expresadas diferencialmente identificadas en las
bibliotecas sustractivas a partir de hojas colectadas de plantas de Physalis philadelphica

infestadas con Trialeurodes vaporariorum en dos estadios (“temprano” [5 dpi] y “tardio” [15
dpi]).

5 dpi 15 dpi

Directa Inversa Directa Inversa Total
Clonas secuenciadas 192 192 192 192 768
Secuencias editadas 112 83 81 73 349
Secuencias en contingencia 6 1 4 3 14
Secuencias Unicas 82 69 62 55 268
Secuencias con similitud significativa
(Valor E <9 70 57 51 47 225
Secuencias desconocidas o valor E > e® 18 13 15 11 57
Tamarfio promedio de las secuencias (pb) 377 361 297 292
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Cuadro 3. Datos de genes identificados en las bibliotecas sustractivas de plantas de Physalis

philadelphica infestadas con Trialeurodes vaporariorum durante 5 dias. (Informacion tomada

de Quintana-Camargo et al. 2015).

EST No.
Putative identity E-value Source
(Accession No.)
Up-regulated
Metabolism
JZ476552 phosphoribosylformylglycinamidine synthase 3.00E™¢ Solanum lycopersicum
JZ476556 phosphoenolpyruvate carboxylase 4-like 5.00E™ S. lycopersicum
JZ476516 phosphomannomutase/phosphoglucomutase-like 2.00E%® S. lycopersicum
JZ476656 cytosolic NADP-malic enzyme 3.64E% Nicotiana tabacum
Pp02d05Sm_E02 phosphomannomutase/phosphoglucomutase-like 4.00E% S. lycopersicum
Secondary metabolism
JZ476646 geranylgeranyl diphosphate reductase, chloroplastic 3.59E % N. tabacum
JZ476655 trans-resveratrol di-O-methyltransferase-like 2.00E% S. lycopersicum
methenyltetrahydrofolate  synthase ~ domain-containing
12476658 protein-like 3.00E™% S. lycopersicum
Pp02d05m_G07 hyoscyamine 6-dioxygenase-like 8.00E™ S. lycopersicum
Pp01d05m_B05 S-adenosylmethionine synthase 1 6.20E142 S. lycopersicum
Energy and photosynthesis
JZ476551 photosystem 11 core complex proteins psbY 4.00E S. lycopersicum
JZ476669 chlorophyll a/b binding protein 1.07E® S. tuberosum
JZ476653 chlorophyll a/b binding protein 6A, chloroplast 6.00E°3 S. lycopersicum
Protein synthesis and metabolism
17476667 60S ribosomal protein L23 7.00E3¢ Arabidopsis thaliana
JZ476539 60S ribosomal protein L27a-2 1.00E% A. thaliana
JZ476538 elongation factor 1B beta 2.00E% A. thaliana
JZ476666 60S ribosomal protein L36-3 9.00E™ A. thaliana
JZ476651 60S ribosomal protein L23a-2 5.00E™% A. thaliana
JZ476506 ubiquitin 6 1.00E% A. thaliana
JZ476534 ribosomal protein S24e family protein 3.00E™* A. thaliana
JZ476652 ubiquitin-protein ligase RMA1H1 4.00E2 C. annuum
JZ476644 CPR2-like cysteine proteinase 3.21E™ N. tabacum
JZ476542 Iy200 protein 2.21E Capsicum annuum
JZ476545 40S ribosomal protein S17-4 6.00E A. thaliana
JZ476662 aspartic proteinase-like protein 2-like 3.00E® S. lycopersicum
JZ476540 protein translation factor SUI1 homolog isoform 1 3.00E™ S. lycopersicum
JZ476515 translation elongation factor 1 alpha 2.00E™* N. benthamiana
JZ476547 putative ADP-ribosylation factor protein 8.00E " Elaeis guineensis
leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein
12476530 kinase BAM1-like 5.00E%2 S. lycopersicum
JZ476668 constitutive photomorphogenesis protein 10-like 3.00E™ S. lycopersicum
Pp01d05m_B08 UDP-glycosyltransferase 85%1-like 5.00E 8 S. lycopersicum
Pp02d05m_F12 60S ribosomal protein L13-1 7.00E% A. thaliana
Pp01d05m_G09 40S ribosomal protein S11 2.00E* S. tuberosum
Pp02d05m_B08 oligouridylate binding protein-like protein 2.54E1% S. tuberosum
Pp01d05m_H04 uncharacterized RING finger protein C548.05c-like 1.00E* S. lycopersicum
Transport
JZ476649 microsomal glutathione S-transferase 3-like isoform 1 5.00E*2 S. lycopersicum
JZ476533 sodium-coupled neutral amino acid transporter 3-like 1.00E™° S. lycopersicum
putative  calcium-transporting ATPase 13, plasma
12476505 membrane-type-like 2.00E%° S. lycopersicum
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Biotic and abiotic stress

JZ476504
JZ476519
JZ476518
JZ476528
JZ476535
JZ476537
JZ476544
JZ476543
JZ476553
JZ476647
JZ476659
Pp02d05m_C04
Pp02d05m_DO07
Pp02d05m_EO04
Pp02d05m_G08
Signal transduction
JZ476520
JZ476522

Other functions
JZ476523

JZ476525
JZ476524
JZ476555
JZ476549

JZ476645

JZ476536

JZ476548

Unknown functions
JZ476554

JZ476511

JZ476531

JZ476657
Pp02d05m_DO08

Down-regulated

Metabolism

JZAT76717
JZ476592
JZ476607
JZ476584
JZ476587
JZ476614

JZ476705

JZ476708

JZ476619
JZ476713
Pp02r05m_B07
Pp02r05m_F08

wound-responsive protein-related (WR)*

class Il chitinase

LEAL-like protein (LEA)

osmotin-like protein (OSM)

protein GIGANTEA-like

putative lesion-inducing protein (LP)
aquaporin-like (AQP)

metallothionein

thiazole biosynthetic enzyme

chaperonin CPN60-2, mitochondrial-like

serine hydroxymethyltransferase 1

stromal 70 kDa heat shock-related protein, chloroplastic-like
prepro-beta-1,3-glucanase precursor, partial (BGL)
HR-like lesion-inducing protein-related isoform 1

trypsin inhibitor A-like

F-box protein PP2-A12-like
calcium-dependent protein kinase

gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reductase-like
isoform 1

ribonuclease P protein subunit p25-like protein-like
kiwellin-like

putative RNA-binding protein Luc7-like 1-like

auxin repressed/dormancy associated protein

cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5-
like

chloroplast protein 12

GDT1-like protein 1, chloroplastic-like

uncharacterized protein LOC101266024
uncharacterized protein LOC101255248
uncharacterized protein LOC101250594
uncharacterized protein LOC101264952
uncharacterized protein LOC101248693

glycerate dehydrogenase HPR, peroxisomal

anthranilate phosphoribosyltransferase, chloroplastic
putative 3-isopropylmalate dehydrogenase large subunit
cristal-Glass1 protein

lipoyl synthase 2, mitochondrial-like
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplastic
granule-bound starch synthase 1, chloroplastic/amyloplastic-
like
fructose-bisphosphate
putative, expressed
phosphoglycolate phosphatase-like
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
carbonic anhydrase, partial

transketolase, chloroplastic

aldolase, chloroplast precursor,

Energy and photosynthesis

JZ476608
JZ476502
JZAT76718
JZ476603

thioredoxin H4-like isoform 2

chloroplast oxygen-evolving protein 16 kDa subunit
ferredoxin |

chlorophyllide a oxygenase, chloroplastic-like
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3.00E16
9.91E%
3.48E°%
4.60E%
2.00E
8.07E%
8.23e™
3.80E8
6.00E1
3.00E™®
5.00E3
9.00E™*
4.00E®°
3.00E%®

3.00E1°

2.00E%
1542

1.00E%
4,00
5.00E%
2.00E2
7.80E%

8.00E°
1.50E™

9.00E™#

1.00E%°
3.00E%
2.00E%
1.00E™8
1.00EY

9.00E°
7.42E°
1.31E8
6.64E34
6.50E %
1.56E°

5.00E*?

9.00E2%®
5.00E77
3.00E™
6.00E°%

7.00E%

2.00E
7.72E
3.00E?
1.00E1?2

S. lycopersicum
S. tuberosum
C. annuum
N. tabacum
S. lycopersicum
C. annuum
S. lycopersicum
S. nigrum
N. benthamiana
S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
N. tabacum

Theobroma cacao

S. lycopersicum

. lycopersicum
. lycopersicum

w wmw

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum

wnwummwmwwm

S. lycopersicum
N. tabacum
S. lycopersicum

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum

nwu;mmumwm

S. lycopersicum
Vitis vinifera
C. annuum
C. annuum
G. max
N. tabacum

S. lycopersicum

0. sativa
S. lycopersicum
C. annuum
S. tuberosum

S. tuberosum

S. lycopersicum
N. tabacum
S. tuberosum
S. lycopersicum



1Z476605
Pp02r05m_F04

plastocyanin, chloroplastic; Flags: Precursor
ferredoxin |

Protein synthesis and metabolism

JZ476697

JZ476715
JZ476593
JZ476720

Pp02r05m_DO08
Transport
JZ476696
JZ476704

mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 33A-
like

putative mTERF domain containing protein, identical
BTB/POZ domain-containing protein At2g30600
F-box/LRR-repeat protein At3g03360-like

ribosomal protein S6-like protein

adenosine nucleotide translocator
probable peptide/nitrate transporter At5962680-like

Biotic and abiotic stress

JZ476722
JZ476600
JZ476711
JZ476598
JZ476588
JZ476589
JZ476590
JZ476596
JZ476597
JZ476706
JZ476709
Pp02r05m_F11
Pp02r05m_B08
Pp01r05m_GO04
Signal transduction

JZ476610
JZ476585

JZ476616
Other functions

JZ476601
JZ476611

JZ476595
Unknown functions

JZ476594
JZA476615
JZ476618
JZ476701
JZ476703
JZ476602
JZAT76712
JZ476719
Pp01r05m_F03
Pp02r05m_C02

aquaporin-like protein

fruit-specific protein-like

Skpl

3-ketoacyl-CoA synthase 6-like

heat shock protein binding protein

putative PIP-type aquaporin

signal recognition particle 43 kDa protein, chloroplastic-like
heat shock protein 60

putative chloroplast thiazole biosynthetic protein
aquaporin-like protein

Aqgp?2 protein

UDP-glycosyltransferase 73C4-like
defensin-like protein P322-like

PIP2

mitogen-activated protein kinase
nucleoside diphosphate kinase

dual specificity protein kinase pyk1 isoform 1

pentatricopeptide repeat-containing protein At3g49240-like
ATP-dependent RNA helicase DBP2

H2A histone

uncharacterized protein LOC101263228
uncharacterized protein LOC101262906
uncharacterized protein LOC101248056

hypothetical protein

uncharacterized protein LOC101253866
uncharacterized protein LOC101253367
uncharacterized protein At5g03900, chloroplastic-like
uncharacterized protein

uncharacterized protein LOC101262737
uncharacterized protein

9.26E%
4.00E%

7.00E
2.00E™°
4.60E7®
6.00E%"

2.18E®

1.00E™?
1.00E71%2

2.00E™
9.00E®
2.00E3
5.00E°%
2.00E%
7.54E°%
3.00E%
2.07E%
1.27E°%
8.70E™
2.00E™
2.00E*2
2.00E%

2.00E*2

1.18E%°
8.50E%°

3.75E%

4172
5.00E°"

3.00E™®

6.00E%
2.00E%2
7.00E%
3.00E%®
7.00E%°
5.00E%
9.00E™
1.00
9.00E 16
5.00E%

S. lycopersicum
S. lycopersicum

S. lycopersicum
S. demissum
V. vinifera
S. lycopersicum
S. tuberosum

Brassica oleracea
S. lycopersicum

Petunia x hybrida
S. lycopersicum
C. annuum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
Ageratina adenophora
N. tabacum
Petunia x hybrida
S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
Karelinia caspia

N. tabacum
C. annuum
V. vinifera

G. max
S. lycopersicum
N. tabacum

S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
V. vinifera
S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
Populus trichocarpa
S. lycopersicum
S. tuberosum

Genes resaltados en negritas y subrayados fueron analizados por qRT-PCR
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Cuadro 4. Datos de genes identificados en las bibliotecas sustractivas de plantas de Physalis

philadelphica infestadas con Trialeurodes vaporariorum durante 15 dias. (Informacion

tomada de Quintana-Camargo et al. 2015).

EST No. Putative identit E-val S
. utative identi -value ource
(Accession No.) y
Up-regulated
Metabolism
JZ476683 phosphoglycerate kinase, chloroplastic 6.241% Nicotiana tabacum
JZ476670 1,4-beta-glucanase, Korrigan (KOR)! 4.77E™® Solanum lycopersicur
JZ476581 GDSL esterase/lipase APG-like 2.00E%® S. lycopersicum
17476694 GDSL esterase/lipase APG-like 8.00E* S. lycopersicum
Pp02d15m_A02 glutamate-glyoxylate aminotransferase 2-like 4.00E S. lycopersicum
Pp02d15m_A04 biotin carboxylase subunit 1.24%0 N. tabacum
Pp02d15m_D05 monodehydroascorbate reductase (MDHAR) 9.82E7° S. lycopersicum
Secondary metabolism
17476678 feruloyl CoA ortho-hydroxylase 2-like 1.00E S. lycopersicum
Pp02d15m_C12 glutamyl tRNA Reductase, partial 48918 N. tabacum
Energy and photosynthesis
JZ476690 glutaredoxin family protein-like (GTX) 5.00E S. lycopersicum
JZ476507 photosystem |1 reaction center W protein, chloroplastic-like 1.0018 S. lycopersicum
JZ476563 oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic 9.00E™ S. tuberosum
JZ476679 photosystem | subunit XI 6.80E™ N. attenuata
Pp01d15m_F06 photosystem I reaction center subunit X psaK 6.69E™ N. tabacum
cytochrome  b6-f complex iron-sulfur subunit 1, 14
Pp01d15m_HO02 chloroplastic 3.95E N. tabacum
Protein synthesis and metabolism
JZ476560 50S ribosomal protein L27, chloroplastic-like 8.00E% S. lycopersicum
JZ476674 prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1-like 1.00E*% S. lycopersicum
JZ476675 60S ribosomal protein L8-3 9.00E™ A. thaliana
JZ476692 serine carboxypeptidase (SCP) 2.00E™8 S. lycopersicum
JZA476568 chaperone protein DnalJ-like isoform 2 2.00E™8 S. lycopersicum
JZ476578 60S ribosomal protein L13a-1 8.00E% A. thaliana
17476687 UBX domain-containing protein 6-like 7.00E% S. lycopersicum
JZ476559 D1 protease precursor 4.00E8 N. plumbaginifolia
Pp01di5m_B11 probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC2-like 1.00E% S. lycopersicum
Pp01d15m_DO01 F-box protein FBW?2 isoform 1 2.55E°% Vitis vinifera
Pp02d15m_A10 50S ribosomal protein L21, chloroplastic-like 7.00E® S. lycopersicum
Transport
JZ476574 triose phosphate/phosphate translocator, chloroplastic 3.00E3 S. tuberosum
JZ476671 putative xanthine/uracil permease 5.00E™# Plantago major
JZ476684 copper transporter 6-like 4.00E S. lycopersicum
Biotic and abiotic stress
17476583 uncharacterized protein At3g27210-like 3.00E2 S. lycopersicum
JZ476582 MLP-like protein 34-like 8.00E™ S. lycopersicum
JZ476558 heat shock protein (HSP) 2.00E Ricinus communis
JZA476566 histone deacetylase 19-like isoform 2 5.00E™ S. lycopersicum
JZ476695 plastid thioredoxin M precursor 3.89E% N. tabacum
JZ476573 ferredoxin-thioredoxin-reductase catalytic subunit B 1.08E% S. tuberosum
Pp01d15m_C09 chloroplast [Cu-Zn] superoxide dismutase (SOD) 1.37% S. nigrum
Pp01d15m_D02 chloroplast Drought-induced Stress Protein (CDSP) 1.31E®° S. tuberosum
Pp01d15m_F12 ankyrin repeat domain-containing protein 2-like 1.00E™%® S. lycopersicum
Pp01d15m_C02 cytochrome P450 NADPH-reductase 8.00E™% Petunia x hybrida
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Signal transduction

Pp02d15m_FO08
Pp01d15m_C10

Other functions

JZ476576
JZ476580

Unknown functions

JZ476567
JZ476570
JZ476682
JZ476689
Pp02d15m_G03
Pp01d15m_F03
Pp02d15m_HO08

Down-regulated

Metabolism

JZ476625
JZ476642
JZ476727
JZ476733
JZ476624

Pp01rl5m_B03

protein thylakoid formationl, chloroplastic
C2 domain-containing family protein

protein TIC 62, chloroplastic-like
polyprotein, 3’-partial, putative

hypothetical protein

uncharacterized protein LOC101259555
uncharacterized protein LOC101264895
uncharacterized protein LOC101266602
uncharacterized protein LOC101244590
uncharacterized protein LOC101264041
uncharacterized protein LOC101248178

alpha-glucan phosphorylase, H isozyme
xyloglucan endotransglucosylase-hydrolase XTH7
fructose-bisphosphate aldolase 1

triose phosphate isomerase

non-symbiotic hemoglobin

amino-acid acetyltransferase-like

Secondary metabolism

JZ476732
JZ476735
JZ476748

PpO1ri5m_E12

homogentisate phytyltransferase 2, chloroplastic-like
caffeic acid 3-O-methyltransferase

probable glutathione S-transferase parC-like isoform 2
methylecgonone reductase-like

Energy and photosynthesis

JZAT6726
JZA476635
JZ476622
JZ476746
JZ476632
JZ476637

Pp02r15m_C05

UPF0603 protein At1g54780, chloroplastic-like
chloroplast ferredoxin-NADP+ oxidoreductase precursor
chloroplast pigment-binding protein CP26

chlorophyll a/b-binding protein PS I1-Type |

chloroplast thylakoid lumenal 17.4 kDa protein
chlorophyll a/b binding protein 13, chloroplastic

ATP synthase subunit O, mitochondrial-like

Protein synthesis and metabolism

JZAT6747
JZ476631
JZA476636
JZA76728

JZA476627

JZ476734

Pp02r15m_H04
Pp01ri5m_H11
Pp02r15m_G04

Pp02r15m_G05

Transport
JZ476739

JZ476621
Pp01rl5m_BO7

ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH-like
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP53-like

methionine sulfoxide reductase A4

MAR-binding protein MFP1 homolog

proline synthase co-transcribed bacterial homolog protein-
like

tripeptidyl-peptidase 2-like

30S ribosomal protein S6 alpha, chloroplastic-like

plastid ribosomal protein 111

metallothionein-like protein type 2

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP17-2,
chloroplastic-like
protein SRG1-like
outer envelope pore protein 16-3,

chloroplastic/mitochondrial-like
lipid transfer protein

Biotic and abiotic stress

JZ476745

aquaporin PIP-type pTOM75
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1.08E%
2.00E"

5.00E®
3.15E15

1.00E %
7.00EY
4.00E
8.00E%
6.00E4
1.00E1®
6.00E™®

3.93%
2.21E18
3.00E®
2.08E%°
4.45E%

1.00E%

6.00E
4.63E%
5.00E

5.00E%

7.00E7%®
5.99E°%°
5.00E%?
7.00E
1.00E°
6.52E%
2.00E%2

4.00E%®
2.00E°%
1.68E7°
7.14%

1.00E

5.00E%
6.00EY
1.63E7°
1.54E1

7.00E%6

9.00E®
3.00E%
8.00E%6

6.00E"

S. tuberosum

Populus trichocarpa

S. lycopersicum
S. demissum

S. tuberosum

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum

nw;mw;mmomom

S. tuberosum
S. lycopersicum
Theobroma cacao
Rosa gymnocarpa
S. lycopersicum
S. lycopersicum

S. lycopersicum
C. annuum
Vitis vinifera
Cicer arietinum

S. lycopersicum
C. annuum
C. annuum

S. tuberosum
S. tuberosum
S. lycopersicum
S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum
N. tabacum

S. lycopersicum

Fragaria vesca
S. lycopersicum
A. thaliana
S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum
S. lycopersicum

N. tabacum

S. lycopersicum



Signal transduction

JZ476640 putative ADP-ribosylation factor 3.00E A. thaliana
Other functions

rhodanese-like domain-containing protein 14, chloroplastic-

JZ476639 like 9.00E™2 S. lycopersicum
12476623 tubulin beta-1 chain-like 4,656 Brachypodium
distachyon
17476736 “(s)l;(;il(;r;aln and HEAT repeat-containing protein KIAA1468 1.00E" S. ycopersicum
JZ476730 DNA binding protein, putative 2.00E7 Ricinus communis
JZ476742 uncharacterized protein LOC101245846 5.00E%® S. lycopersicum
Pp02r15m_EO05 tubulin alpha-6 chain 6.00E.¢; A. thaliana
Pp01r15m_B04 protein CbbY-like 4.00E 1% S. lycopersicum
Pp02r15m_F10 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 35-like 2.00E%® S. lycopersicum
Pp02r15m_G10 pistil-specific extensin-like protein 2.00E% S. nigrum
Unknown functions
JZ476633 uncharacterized protein LOC101253079 2.00E3 S. lycopersicum
JZ476628 uncharacterized protein LOC101259526 2.00E% S. lycopersicum
JZ476626 predicted protein 4.74E7 Populus trichocarpa
Pp01rl5m_F04 hypothetical protein 6.00E Prunus persica
Pp02ri5m_Al1l uncharacterized protein LOC101257692 1.00E% S. lycopersicum

Genes resaltados en negritas y subrayados fueron analizados por gqRT-PCR

6.2.1 Andlisis funcional de las secuencias

Para entender los mecanismos moleculares de defensa inducidos por mosca blanca en
tomate de céascara, los genes diferencialmente expresados identificados en las bibliotecas
sustractivas, fueron clasificados de acuerdo con su funcion celular por medio del programa

Funcat version 2.1 (http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/). Las secuencias

diferenciales fueron clasificadas en 10 categorias: metabolismo, metabolismo secundario,
fotosintesis y energia, estrés bidtico y abiotico, transduccion de sefiales, sintesis y
metabolismo de proteinas, transporte celular, funcion desconocida y sin similitud con
proteinas conocidas. En general, la clasificacion funcional de las secuencias entre las dos
bibliotecas sustractivas (5 y 15 dpi) fue similar para la mayoria de las categorias. En ambos
casos, destacan las categorias de respuesta a estrés biotico y abidtico (21 %), sintesis y
metabolismo de proteinas (18 %), metabolismo (14 %), asi como los principales procesos
biolégicos que modifican su expresion (induccion/represion) en respuesta a mosca blanca.
Ademas se localizaron secuencias que corresponden a genes nuevos con ninguna similitud con
secuencias previamente reportadas o cuya funcion biologica se desconoce, y comprendieron

un 18 y 9 % de las secuencias analizadas, respectivamente (Cuadro 3,4y 5).
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Cuadro 5. Clasificacion funcional de las secuencias expresadas diferencialmente identificadas
en las bibliotecas sustractivas a partir de plantas de Physalis philadelphica infestadas con

Trialeurodes vaporariorum (datos en porcentaje).

5 dpi 15 dpi

Categoria funcional Directa Inversa Directa Inversa
Metabolismo 13.9% 21.7% 143 % 17.9%
Energia y fotosintesis 2.0 4.8 3.9 7.5
Estrés bidtico y abiotico 19.8 25.3 20.8 17.9
Transduccion de sefiales 3.0 24 2.6 15
Sintesis y metabolismo proteico 26.7 12.0 19.5 17.9
Transporte 4.0 13.3 11.7 9.0
Funcion desconocida 12.9 4.8 7.8 10.4
Sin similitud con proteinas conocidas 17.8 15.7 195 17.9

En la biblioteca sustractiva directa de 5 dpi, la categoria de sintesis y metabolismo
proteico presentd el mayor porcentaje. Por el contrario, en la biblioteca inversa de 5 dpi, la
categoria de metabolismo fue la mas representada (Cuadro 5). Varios de los genes
identificados estan asociados con la respuesta a estrés bidtico y abidtico, incluidos aquellos
que codifican para miembros de la familia de inhibidores de la tripsina, serina hidroximetil
transferasa, aspartico y cistein proteasas, osmotina y una proteina relacionada con patogénesis
(PR), fueron inducidos a los 5dpi (Cuadro 3). En la biblioteca sustractiva directa de 15 dpi,
las categorias mas representadas fueron los genes de respuesta a estrés biotico y abiotico,
sintesis y metabolismo proteico (Cuadro 5). En este contexto, se observaron cambios en la
expresion de genes relacionados con la formacion ordenada de la red celulosa-hemicelulosa de
pared celular, entre los que se incluyen los genes endo-1,4-beta-glucanasa Korrigan vy
xiloglucan: xiloglucosil transferasa. Destacan también genes involucrados en el metabolismo

de los fenilpropanoides y en la produccion de cera cuticular (Cuadro 4).

6.3 Confirmacion de las bibliotecas sustractivas por qPCR

La validacion de la expresion diferencial de los genes obtenidos en las bibliotecas
sustractivas se realizd por medio de qPCR, para lo cual se disefiaron primers especificos

(Cuadro 1). Se seleccionaron 13 genes de las bibliotecas sustractivas directas (6 y 7 genes,
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para 5 y 15 dpi, respectivamente). No obstante, la seleccion se realiz6 con un particular interés
en los genes de respuesta a defensa, también se consider6 el tamafio de la secuencia (> 100
pb) y el valor-E (> 1e®). En las plantas expuestas a 5 d de infestacion se confirmé el
incremento en los niveles de transcrito para las proteinas de respuesta a herida (WR), osmotina
(OSM) vy la proteina abundante en embriogénesis tardia (LEA). El incremento observado para
transcritos de los genes WR y OSM fue de 4.2 y 11.6 veces mayores que los controles
respectivamente. Por el contrario, no se observo acumulacion de transcritos para los genes LP
(proteina inducida por lesion), AQP (proteina tipo aquaporina) y BGL (B-1, 3-glucanasa)
(Figura 4). En el tratamiento de 15 dpi, los genes: SOD (superoxido dismutasa), CDSP
(proteina inducida por estrés hidrico), HSP (proteina de choque térmico) y GTX
(glutarredoxina), aumentaron su expresion de 3.6 a 5.8 veces mas que el control. Mientras que
los genes SCP (serina carbopeptidasa), MDHAR (monodehidroascorbato reductasa) y KOR
(endo-1,4-beta-glucanasa Korrigan) incrementaron sus niveles de transcrito mas de 9 veces
respecto al control (Figura 4).
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Figura 4. Validacion por gPCR de genes expresados diferencialmente que fueron identificados en las
bibliotecas sustractivas a partir de plantas de Physalis philadelphica infestadas con Trialeurodes
vaporariorum (i.e., 5 dias [5 dpi] o 15 dias [15 dpi]). Las barras indican la abundancia relativa de
ARNmM. Los datos presentados fueron normalizados respecto a los niveles de expresion en plantas
control (no infestadas). Los asteriscos denotan significancia estadistica;*P < 0.05; **P < 0.001; ***P <
0.0001.
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Con el objetivo de analizar con mayor detalle los patrones de expresion temporal de genes
cuya expresion diferencial fue confirmada (Figura 4) se determinaron los niveles de expresion
de secuencias expresadas diferencialmente identificados en la biblioteca sustractiva de 5 dpi
(LEA, BGL, WR y OSM) en plantas de P. philadelphica infestadas por 15 d, y genes
especificos para 15 dpi (SOD, CDSP, HSP, MDHAR y KOR) fueron evaluaron en plantas
infestadas 5 d. Acorde a los resultados obtenidos en la biblioteca sustractiva de 15 dpi, los
genes SOD, CDSP, HSP, MDHAR y KOR mostraron mayores niveles de transcrito en plantas
infestadas por 15 d respecto a plantas infestadas en s6lo 5 d. Contrariamente, los transcritos
especificos de 5 dpi fueron superiores en plantas infestadas por 15 d, con valores de 20.7, 8.7
y hasta 700 para los genes LEA, OSM y BGL, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Niveles de expresién por qRT-PCR de genes identificados en las bibliotecas
sustractivas, en plantas de Physalis philadelphica infestadas por mosca blanca (Trialeurodes
vaporariorum) por 5 d (5 dpi) o 15 d (15 dpi). Las barras indican la abundancia relativa de
RNAm. Los datos presentados fueron normalizados respecto a los niveles de expresion en
plantas control (no infestadas). Los asteriscos denotan significancia estadistica entre los

tiempos de infestacion (P < 0.05).
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Los insectos masticadores se caracterizan por producir respuestas rapidas y fuertes en
comparacion con los insectos succionadores. Por ello, se decidié evaluar los niveles de
expresion de los genes LEA, OSM, SOD y SCP en plantas expuestas a herbivoria por larvas de
M. sexta, con el fin de comparar las respuestas de P. philadelphica a insectos pertenecientes a
dos gremios de alimentacion contrastantes. Los niveles de expresion de OSM y SCP fueron
significativamente mayores en plantas infestadas por mosca blanca respecto a plantas dafiadas
por M. sexta. En contraste, los transcritos de SOD aumentaron en respuesta a M. sexta (4
veces). Los niveles de expresion de LEA fueron semejantes en respuesta a ambos herbivoros
(Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de los niveles de expresion de los genes LEA, OSM, SOD y SCP en
plantas de Physalis philadelphica expuestas a herbivoria por insectos succionadores
(Trialeurodes vaporariorum; Tv) o masticadores (Manduca sexta; Ms). Las barras indican la
abundancia relativa de RNAm. Los datos presentados fueron normalizados respecto a los

niveles de expresion en plantas control (no dafiadas).
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VII. DISCUSION

La informacion del genoma y transcriptoma para miembros del género Physalis se
incremento en afios recientes. Un beneficio de este esfuerzo ha sido la generacion de
informacién importante relacionada con la respuesta defensiva en P. peruviana,
particularmente contra el marchitamiento vascular que es ocasionado por Fusarium.
Adicionalmente, varias familias de genes y marcadores moleculares tipo microsatélite SSR
(del inglés, Simple Sequence Repeats) han sido detectadas en secuencias asociados con
respuesta inmunidad, muerte celular programada, deposiciones de calosa, respuestas
defensivas dependientes de AJ y ET, y resistencia contra patdégenos bacterianos, virus y
hongos (Simbaqueba et al. 2011; Garzon-Martinez et al. 2012; Enciso-Rodriguez et al. 2013).
En este contexto, el presente trabajo representa un primer esfuerzo para determinar a nivel de
transcriptoma la respuesta a herbivoria por mosca blanca de invernadero en P. philadelphica.
Esta especie destaca tanto como cultivo horticola importante en México, asi como una planta
modelo para estudios de ecologia, evolucion y desarrollo (Wang et al. 2012; Zhang et al.
2014; Wang et al. 2014, Wang et al. 2015).

La clasificacion funcional de genes de P. philadelphica aislados por HSS en plantas
expuestas a la infestacion por mosca blanca, presentd similitud con un estudio previo de
microarreglos en pequefia escala realizado en plantas de tomate infestadas con diferentes
estadios ninfales de mosca blanca (Estrada-Hernandez et al. 2009). Estos resultados coinciden
con otro estudio que reporta que Physalis y jitomate presentan similitud a nivel de marcadores

moleculares y de secuencias de DNA (Wei et al. 2012).

Los cambios en los niveles de expresion genética confirmaron que las plantas de P.
philadelphica responden activamente a la infestacion por mosca blanca (Cuadros 2 y 3).
Distintos genes asociados con estrés bidtico y abiotico fueron inducidos, muchos de los cuales
han sido previamente relacionados como respuestas defensivas contra patégenos y herbivoros
pertenecientes a gremios alimenticios distintos ademas de insectos succionadores como los
afidos y las moscas blancas. Ejemplos representativos fueron los genes codificantes de

inhibidores de proteasas tipo tripsina y diversas enzimas proteoliticas (Estrada-Hernandez et
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al. 2009; Mondego et al. 2011; Dubey et al. 2013). La induccién de proteasas vegetales se
confirmd, considerando el papel clave que tienen en las respuestas de defensa contra
patdgenos e insectos (van der Hoorn y Jones 2004; Khajuria et al. 2013). De manera similar,
destaca la induccién del gen codificante para una serina hidroximetil transferasa, enzima
fotorrespiratoria cuya actividad es necesaria para mitigar el dafio oxidativo producido durante
la muerte celular inducida por patégenos (Moreno et al. 2005). La modificacion en los niveles
de expresion de genes ribosomales es un fendbmeno comdn presente durante la activacion de
respuestas defensivas en plantas (Maleck et al. 2000; Schenk et al. 2000). El gen codificante
para una proteina tipo C3HC4 con dominio dedo de zinc/U-box, inducido a los 5 dpi, podria
estar relacionada con procesos de degradacion proteica similar a lo reportado para una proteina
analoga de chile, la cual se cree que acta como una E3-ligasa para la poliubiquitinacion de
proteinas tipo PR (Hong et al. 2007). La presencia de genes involucrados en el metabolismo
de la tiamina, concuerda con los datos del transcriptoma de hoja de P. peruviana (Garzon-
Martinez et al. 2012). La relevancia de esta ruta metabdlica esté relacionada con el papel que
se cree que desempefia la tiamina en la induccién de respuestas defensivas en las plantas, a
través de las rutas de sefializacién mediadas por AS y Ca®* (Ahn et al. 2005; Goyer 2010) y
por los efectos de antibiosis y antixenosis producidos en cebada y chicharo tratadas con
tiamina (Hamada y Jonson 2013).

En contraste, se observd un efecto negativo de la infestacion por mosca blanca sobre la
expresion de genes relacionados con fotosintesis, incluidos aquellos involucrados en la
fijacion del carbono. Estos fueron, en cierta medida, resultados esperados considerando que la
represion de genes fotosintéticos en respuesta a la herbivoria y otros tipos de estrés bidtico ha
sido documentada en varias especies de plantas (Bilgin et al. 2010). Ademas, se detectaron
cambios en los niveles de expresion de varios genes relacionados con proteccion a estrés
oxidativo, tales como los codificantes para tiorredoxinas, incluida la proteina CDSP32 (Broin
et al. 2000), dos proteinas glutation S-transferasas, una proteina tipo-metalotionina, una
superdxido dismutasa y una dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato (Singh et al. 2008).
Esta respuesta tambéin se esperaba tomando en cuenta el contexto general de las respuestas

de defensa desencadenadas por diversos insectos herbivoros (Zhu-Salzman et al. 2008).
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Los cambios en los niveles de expresion de los genes que codifican para la sintesis de
enzimas: endo-1,4-beta-glucanasa Korrigan y la enzima encargada de la sintesis de
xiloglucano una xiloglucosil transferasa, relacionados con el reforzamiento de pared celular y
resistencia de P. philadelphica contra mosca blanca. La endo-1,4-beta glucanasa Korrigan,
requerida para la sintesis ordenada de la red celulosa-hemicelulosa (Maloney et al. 2012),
presenté altos niveles de expresion a los 15 dpi. Al mismo tiempo, el gen que sintetiza a la
xiloglucosil transferasa involucrado en otros procesos de biogénesis de pared celular, fue
reprimido. Los datos relacionados con genes involucrados con la modificacion o sintesis de
carbohidratos estructurales, coinciden con la descripcion del marcador tipo SSR asociado con
la deposicién de calosa en P. peruviana (Simbaqueba et al. 2011). Las plantas de P.
philadelphica también mostraron regulacién positiva de varios genes codificantes para lipasas,
proteinas transportadoras de lipidos y otras enzimas catabolicas de lipidos (por ejemplo: dos
lipasas tipo GDSL). Esto en similitud con lo observado en plantas de trigo resistentes a la
mosca de Hess, las cuales presentan una rapida movilizacion y reutilizacion de recursos,
particularmente lipidos (Khajuria et al. 2013). Adicionalmente, en arroz se determind que
varias de estas proteinas pueden ser importantes en la respuesta defensiva de las plantas contra

diferentes tipos de estrés bidtico (Chepyshko et al. 2012).

Determinantes moleculares conocidos de resistencia a mosca blanca y afidos también
fueron detectados en respuesta a tiempos cortos de infestacion con mosca blanca. Estos
incluyeron endoquitinasa basica y B-1, 3 glucanasa; estos genes también fueron detectados por
Puthoff et al. (2010) en plantas de tomate infestadas por Bemisia tabaci y T. vaporariorum. En
chile se encontré que B. tabaci incrementa la expresion de proteinas PR (Yang et al. 2011).
Otros genes PR detectados en P. philadelphica infestadas con mosca blanca fueron el gen de
una osmotina, un elemento de la familia de las PRs identificada en cebada en respuesta a la
infeccion fungica (ambas expresadas a 5 dpi) y una proteina mayoritaria de latex (MLP,
inducida a 15 dpi). Las MLP tienen funcion desconocida; sin embargo, recientemente se han
relacionado a algunas MLP con la super familia proteica Bet v1, que incluye proteinas de
unién a citocininas y proteinas PR-10, cuya expresion se encuentra modulada por patégenos
y/o estrés ambiental tal como sequia, heridas, radiacion ultravioleta y estrés oxidativo (Lytle et

al. 2009). En este sentido, recientemente se indico que las citocininas estan relacionadas con la
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activacion de respuestas defensivas contra afidos y mosca blanca (Dubey et al. 2013).
Adicionalmente, la induccion del gen de la familia proteica xantina/ uracilo permeasas,
observada a 15 dpi, apoya el papel sugerido de las citocininas en la regulacion de las

interacciones mosca blanca-planta.

Los resultados obtenidos, sugieren que el ABA y los brasinoesteroides pudieran
desempefiar un papel significativo en las respuestas de defensa de P. philadelphica a la
infestacion por mosca blanca, a través de la induccion de dos genes que codifican para
proteinas F-box en etapas tempranas Yy tardias de infestacion. La expresion del gen de una PP2
(proteina de floema), a los 5 dpi, fue similar a los resultados obtenidos para la expresion de la
proteina Cs594 de pepino, que es inducida por el 24-epibrasinosteroide, e identificada, en
floema, como una proteina defensiva con dominio F-box (Li et al. 2013). La expresion de un
segundo gen F-Box, que fue encontrado a los 15 dpi, el cual codifica para un regulador
negativo de la proteina Argonautal, cuya expresion se asocia con la sefializacién y respuesta
del ABA (Earley et al. 2010). Considerando que la mayoria de los genes codificantes para
proteinas LEA contienen elementos de respuesta a ABA en sus promotores (Hundertmark e
Hincha, 2008), la regulacion positiva del gen LEA, a los 5 dpi, coincide con el papel propuesto
de ABA en la interaccion de P. philadelphica-mosca blanca.

Esto ademas, estd basado con el rol conocido que desempefia ABA en la adaptacion a
diferentes tipos de estrés, como el hidrico y salino (Leung y Giraudat 1998), es coincidente
con la induccion de una proteina tolerante a sal presente en plantas de jitomate infestadas por
mosca blanca (Estrada-Hernandez et al. 2009). En este sentido, la induccion del gen Gl cuya
expresion fue detectada a los 5 dpi, corresponde con la funcidn descrita en Arabidposis, donde
la proteina regula la floracion como un mecanismo de adaptacion a estrés salino (Kim et al.
2013). Es importante resaltar que existen interacciones entre las rutas de sefializacion de
defensa y patogénesis con las de estres hidrico y salino (Achuo et al. 2006; Dombrowski,
2003). Esto podria explicar la induccion en P. philadelphica de algunos genes asociados a
herbivoria por insectos pertenecientes a gremios alimenticios distintos a succionadores (como
los masticadores), cuya expresion es regulada a través del AJ. Entre éstos se encuentraron

genes codificante para una proteina WR y una proteina rica en repetidos de ankirina. Esta
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ultima, comparte homologia con la proteina HBP1 de Nicotiana tabacum la cual tiene la

capacidad para interactuar con una -1,3-glucanasa (Fridborg et al. 2003).

Lo anterior sugiere que la proteina detectada en P. philadelphica podria regular la
deposicion de calosa durante la infestacion de mosca blanca y jugar un papel relevante en
defensa muy similar a lo reportado en Arabidopsis y algodén, donde se comprobd que la
deposicion de calosa en los sitios de alimentacion es un mecanismo disuasivo para afidos y
mosca blanca (LU et al. 2011; Dubey et al. 2013). Estas consideraciones coinciden
nuevamente con el marcador SSR ligado a uno de los grupos de contingencia asociados a la
deposicién de calosa en pared celular como una respuesta defensiva descrito en P. peruviana
(Simbaqueba et al. 2011).

Similar a lo observado en plantas de algodon infestadas con &fidos y mosca blanca
(Dubey et al. 2013), la infestacion por mosca blanca en P. philadelphica podria haber
desplazado los patrones de translocacién de sacarosa y aminodcidos representados por
cambios en la expresion de genes relacionados con el metabolismo de aminoacidos y
carbohidratos. Ejemplos relacionados con este escenario incluyen el aumento en la expresion
de genes codificantes de proteinas fosfoenol piruvato caboxilasa (PEPc), la enzima malica
dependiente de NADP (NADPH-ME), la dos fosfoglucomutasa, la glutamato deshidrogenasa
y proteinas relacionadas con un un transportador de aminoacidos, que se presentaron a los 5
dpi. Ademés se presenta la induccion a los 15 dpi, de una glutamato: glioxilato
aminotrasferasa que también puede actuar como una alanina aminotrasferasa. Asimismo,
NADP-ME en combinacion con PEPc ha sido reportada como regulador de pH en respuestas
defensivas inducidas por radiacion UV-B, infeccion viral o tratamientos con “elicitores” de
hongos, fragmentos de celulasa o AJ (Doubnerova et al. 2007). En este sentido, la
sobreexpresion de una fosfoglucomutasa bacteriana en plantas de papa redujo drasticamente el
contenido de aminoacidos, lo cual podria afectar negativamente el crecimiento y desarrollo de
los insectos succionadores de floema (Lytovchenko et al. 2005). Por otro lado, Saltzmann y
colaboradores (2008) observaron incrementos en los niveles de transcritos del gen que codifica
para una alanina aminotransferasa y un transportador transmembranal de aminoacidos en

plantas de trigo susceptibles a la infestacion de larvas virulentas de la mosca de Hess, la cual
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se caracteriza por ejercer una manipulacion del contenido de aminoacidos libres en las plantas
(Saltzmann et al. 2008).

Genes asociados a la defensa, tales como el factor de ribosilacion de ADP (ARF),
previamente reportados como elementos presentes en las interacciones que ocurren entre
afidos y manzanos, también fueron identificados en P. philadelphica. Los ARFs participan en
el trafico de vesiculas desde el aparato de Golgi al reticulo endoplasmico (Kirchhausen 2000),
y son componentes de varias rutas de sefializacion involucradas en la induccion de la
expresion de proteinas PR u otras funciones bioldgicas asociadas con defensa (Qubbaj et al.
2005; Coemans et al. 2008). La induccion del gen codificante para una proteina tipo receptor,
con motivos estructurales similares a aquellos presentes en el receptor Mi-1.2, que fue
detectado en tomate de cascara en respuesta a la infestacion con mosca blanca (5 dpi), lo cual
apoya la hipotesis que existe una estrategia molecular conservada presente en jitomate y
jitomate y P. philadelphica para confrontar a mosca blanca, afidos y nematodos. Los
resultados aqui mostrados, al igual que el andlisis del transcriptoma de P. peruviana podran
ser utilizados en el manejo y control de la marchitez vascular causada por Fusarium (Enciso-
Rodriguez et al. 2013). Varios genes de inmunidad en plantas, reportados en P. peruviana,
presentan la arquitectura tipica de genes de resistencia, 0 genes R, incluyendo receptores tipo
cinasa (RLK) y otros con motivos TIR-NBS-LRR y CC-CNBS-LRR. La riqueza de genes R
presentes en P. peruviana y, probablemente también en P. philadelphica, sugiere que algunos
genes R y sus homdlogos, ademas del gen tipo Mi-1.2 presente en tomate de cascara, se
asocian con resistencia a mosca blanca, similar a lo reportado para &fidos (Smith y Boyko
2007).

La regulacion negativa de los genes que codifican para proteinas cinasas, que son
reguladores clave de manera habitual de las respuestas de resistencia de la planta, fueron
determinados a los 5 dpi, resultado que plantea la posibilidad de que la mosca blanca sea
capaz de suprimir las respuestas defensivas de la planta para facilitar su infestacion. De la
misma forma, la regulacion positiva de un cotransportador de calcio: sodio, podria ser una
estrategia adicional para reducir los niveles de Ca** en el floema, a fin de evitar la obstruccién

de los tubos cribosos dependiente de Ca?*. En este sentido, se argumenta que la disminucion
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en los niveles de trascrito de un gen que codifica para una proteina de la familia de proteinas
con afinidad a Ca*, conocidas como “mano de EF”, representara una respuesta de

contraataque de la planta, para aumentar los niveles de Ca** en el floema.

Acorde a la literatura, los genes OSM y SCP se expresan normalmente en condiciones
asociadas con dafio mecanico, con tratamientos con etileno y AJ, 0 en respuesta a herbivoria
por insectos masticadores de hoja (Xu et al. 1994; Ryan 2000; Kessler y Baldwin 2002); en el
presente trabajo, fueron sorprendentes los altos niveles de expresion de los genes OSM y SCP
en plantas infestadas con T. vaporariorum. En arroz se detectd un incremento en los niveles de
transcrito del gen OsBISCPLL1 en respuesta a tratamientos con BTH o AS (Liu et al. 2008). La
sobreexpresion del mismo gen en Arabidopsis generd resistencia contra P. syringae pv.
tomato, patdgeno biotrofico, con lo cual se determind que su expresion esta controlada a través
de la ruta de sefializacion dependiente de AS. De la misma forma, la sobreexpresion de una
proteina tipo osmotina-1 de chile (CaOSM1) en Arabidopsis suprimié la proliferacion de P.
syringae pv. tomato debido a un incremento en la induccién de muerte celular y acumulacién
de H,0, (Choi et al. 2013). Considerando lo anterior es valido proponer que el aumento en la
expresion de éstos dos genes en P. philadelphica en respuesta a mosca blanca podria
determinar su participacion en el proceso de defensa contra herbivoros que se alimentan de
floema, a través de la via de sefializacion del AS. Tal vez, los diferentes tiempos utilizados de
muestreo de tejido foliar utilizados en los ensayos de induccién no pudieron ser comparados
con los resultados reportados en otros trabajos por lo que serd necesario el desarrollo de un

experimento adicional para aclarar estos resultados.

En conclusién, la informacion que aqui se presentd, amplia la comprension sobre las
respuestas de defensa inducidas que operan contra la infestacion de mosca blanca en P.
philadelphica y especies relacionadas. Esta informacion puede ayudar a establecer estrategias
mas eficientes para el control de mosca blanca y otras plagas de insectos perjudiciales

similares en tomate de céscara.
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VIIl. CONCLUSIONES

Physalis philadelphica modificé su expresion génica en respuesta a la infestacion por
mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum). En respuesta a mosca blanca se incrementaron los
niveles de transcritos de genes relacionados con estrés bidtico, sintesis o degradacion de
proteinas y modificacion de pared celular. En contraste, se identifico un decremento en genes

relacionados con fotosintesis.

Los tiempos de infestacion considerados (5 o 15 dpi) presentaron respuestas de defensa
diferenciales. Ademas, el perfil de expresion de los genes de respuesta identificados fue

diferente para cada tiempo.

Las respuestas de defensa identificadas en P. philadelphica con respecto a mosca blanca,
presentaron cierto grado de similitud con la reaccion defensiva a nematodos, afidos y mosca

blanca en jitomate (S. lycopersicum).
Se observaron diferencias en los patrones de expresion de genes de P. philadelphica

asociados a defensa en respuesta al dafio generado por insectos pertenecientes a diferentes

gremios alimenticios.
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ANEXOS

Descripcion detallada del protocolo del kit PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit (Clontech,

Palo Alto, CA) utilizado para la obtencion de los fragmentos diferenciales.

Anexo 1

Sintesis de primer y segunda cadena de ADNc

a) Primera cadena de ADNc

Para cada una de las muestras se prepard en un tubo la mezcla que a continuacion se detalla:

ARNmM (2 ng) 2-4 ul

Oligo de sintesis de ADNc (10 mM) | 1 ul

Se mezclaron los componentes, se dio un pulso en la centrifuga y se incubé a 70 °C por 2 min

y posteriormente 2 min/hielo. A cada tubo se le agregd la siguiente mezcla de reaccion:

Buffer de sintesis de la primera cadena de ADNc5x 2 ul
Mezcla de dNTPs (10 mM cada uno) 1l
H,0 estéril 1pl
AMYV transcriptasa inversa (20 u/ml) 1l

Se mezcld y se dio un pulso en la centrifuga. Se incubd a 42 °C por 1.5 h. Se puso en hielo y

se realizo la sintesis de la segunda cadena.
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b) Sequnda cadena de ADNc

Se agregaron los siguientes componentes a cada uno de los tubos de reaccion:

H,0 estéril 48.4 pl
Buffer de la segunda cadena 5x 16 pul

Mezcla de dNTPs (10 mM) 1.6 ul
Cocktail de enzimas de la segunda cadena 20x | 4.0 pul

Se incubaron a 16 °C por 2 h. Se agregaron 2 pl de T4 DNA polimerasa y se incubaron a 16 °C
por 30 min. Se adicionaron 4 pl de EDTA/glicogeno 20 x para terminar la reaccion. Se
agregaron 100 pl de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1 viviv). Se agitd y se
centrifug6 a 13000 rpm por 10 min a temperatura ambiente y se transfirio la fase acuosa a un
tubo limpio. Se adicionaron 100 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v), se centrifugo
a 13000 rpm por 10 min a temperatura ambiente y transfirié la fase acuosa a un tubo limpio.
Se agregaron 40 pl de NH4OAc 4M y 300 pl de etanol al 95 %. Se centrifugd a 13000 por 20
min a temperatura ambiente. Se desecho el sobrenadante y se lavo la pastilla con 500 pl de
etanol al 80 %. Se centrifugd a 13000 rpm por 10 min a temperatura ambiente y se desecho el

sobrenadante. Se dejo secar la pastilla y se re-suspendi6 en 50 pl de agua estéril.

Anexo 2

Digestion con la enzima Rsa |

Preparacion de la muestra control o driver

Para cada muestra se agregaron los siguientes componentes en un tubo:

Mezcla de digestion del ADNCc.

ADNCc doble cadena 43.5 ul
Buffer de restricciéon de Rsa | 10 x 5.0ul
Rsa | (10 u/ pl) 1.5l
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Se mezclaron e incubaron a 37 °C por 1.5 h. Se agregaron 2.5 pl de EDTA/glicdgeno 20 x
para terminar la reaccion y se limpié la muestra con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1 viviv), cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v), se precipitdé con NH4,OAc con
etanol al 95 % y se lavo con etanol al 80 %, siguiendo el procedimiento del paso anterior. Se
re-suspendié la pastilla en 5.5 pl de agua estéril. Estas muestras digeridas se utilizaron como

driver para la sustraccion de los fragmentos diferenciales.

Anexo 3

Ligacion de adaptadores

Preparacion de la muestra problema (infestada) o tester

Se tomd 1 pl de solucién driver y se diluyé con 5 pl de agua estéril. Para cada una de las

muestras se prepar0 la siguiente mezcla de reaccion en un tubo de 0.5 ml:

Mezcla para ligacion de adaptadores

H,0 3l
Buffer de ligacion 2 ul
DNA ligasa T4 1l

Para cada una de las muestras se prepararon dos testers (cada uno con un adaptador diferente).

Se mezclaron los siguientes componentes:

Mezcla para preparacion del tester

tester 1 tester 2R
ADNCc doble cadena digerido y diluido 2 ul 2ul
Adaptador 1 (tester 1) 2ul | -
Adaptador 2R (tester2R) | - 2 ul
Mezcla para ligacion de adaptadores 6 ul 2 ul

Se agitaron y se dio un pulso en la centrifuga. En un tubo nuevo se mezclaron 2 pl de cada uno
de los testers (control no sustraido). Se incubaron a 16 °C toda la noche. Se agregé 1 pl de

EDTA/glicégeno para terminar la reaccion y se inactivd la ligasa calentando a 70 °C. Se
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diluy6 el control no sustraido en 1 pl de H,O estéril para usarse como control en la

amplificacion.

Anexo 4

Hibridaciones

Para cada sustraccion se realizaron dos hibridaciones (hibridacién 1 e hibridacion 2R), con
cada uno de los testers (tester 1 y tester 2R). Se mezclaron los componentes mostrados a

continuacion:

a) Primera hibridacion

Componentes Hibridacion |Hibridacion
1 2R
Driver 1.5l 1.5l
tester 1 1.5 | -
tester2 | - 1.5l
Buffer de hibridacion 4 1l 1.0 ul
X

Se desnaturalizaron a 98 °C por 1.5 min y se incubaron a 68 °C por 8 h.

b) Sequnda hibridacién

Se prepar6 una mezcla bajo los siguientes lineamientos:

Dilucion del driver para la segunda hibridacion.

Driver 1pl
Buffer de hibridacion 1l
H,0 esteril 2 ul

Se tom6 1 pl de la mezcla y se desnaturalizé a 98 °C por 1:30 min y se mezcld con las
muestras de hibridacion 1 y 2R, al mismo tiempo, sin quitar la primeras hibridaciones del

incubador a 68 °C. Estas se dejaron incubando toda la noche a 68 °C; se agregaron 200 pl de
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buffer de dilucion y calentaron 7 min a 68 °C (Muestras sustraidas). Se enfriaron y se
guardaron a -20 °C.

Anexo 5

Amplificacion de los fragmentos diferenciales
Para cada una de las muestras sustraidas se realizaron dos rondas de amplificacion para
enriquecer los fragmentos diferenciales utilizando la enzima Advantage2® Polymerase Mix

(Clontech).

a) 1" Amplificacion.

Se realizé la primera amplificacion de los fragmentos diferenciales utilizando la mezcla y

condiciones que a continuacion se presentan.

Mezcla para la primera amplificacion de los fragmentos diferenciales.

H,0 estéril 16.5 pl
Buffer de reaccion 2S | 2.5 pl
dNTPs (10 mM) 0.5 ul
Primer PCR 1 1.0pl

50 x Advantage Mix | 0.5 pl
Muestra sustraida 4.0 pl

Nota: Por cada sustraccion se realiz6 también la amplificacion de la muestra no sustraida

como control.

Condiciones de la primera amplificacion de los fragmentos diferenciales.

Llenado de extremos |75°C 5 min

Desnaturalizacion 94°C 2min

94°C 30s
30's 32 ciclos

Amplificacion 66 °C
72°C  1:30 min
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b) 2% Amplificacién

La segunda amplificacion se llevd a cabo tomando 4 pl de una dilucion 1:10 de la primera

amplificacion como templado con la mezcla y condiciones siguientes:

Mezcla de la segunda amplificacion de los fragmentos diferenciales.

H,O 15.5 pl
Buffer 2.5 ul
dNTPs 0.5 pl
Nested primer 1 1.0 ul
Nested primer 2R 1.0 pl
50 x Advantage mix 0.5 ul
Muestra de la 1™ amp 4.0 pl

Secuencia de nucleotidos de los primers anidados (nested):

Primer anidado 1 5-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3"
Primer anidado 2R 5-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT- 3’

Condiciones de la segunda amplificacion de los fragmentos diferenciales.

94°C 5min
94°C 30s
68°C 30s

72°C 1:30min 15 ciclos

72°C 15 min
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Anexo 6

Edicién de secuencias

Ejemplo de Secuencia de nucledtidos identificada por medio de HSS con primers anidados

NNNNNNNNNNNNNGNNGGCTCGAGTTTTTCNGCAGATCGCGGCCGCCCGCGGCA|
GGTJACCCTGAGTGAACCAGGGCATTCACCAATTATATTAGCAACACATTGGATTG
GGTGACATTTTCCAGGTCCAGGCTTAGTTGGGCCAAAAGACATAGGGATGTTGAA
TCCATCGATAACCGAAATGTCCCAGAAATCCAGGTTGCTGAATTGGTTCAAGGCG
TATTCGGCTAAGGTGTTTGGTGGTCTACCCCATCCTTTGCATTCAAGGACTCCGCC
ACAATCACCGGTCTGGCACCAACCAACCTCGGCCGCACCACGCCTIGAATCTTTCT

Secuencia editada (niimero de accsesién en Genbank: JZ476528):

CAGGCTTAGTTGGGCCAAAAGACATAGGGATGTTGAATCCATCGATAACCGAAAT
GTCCCAGAAATCCAGGTTGCTGAATTGGTTCAAGGCGTATTCGGCTAAGGTGTTTG
GTGGTCTACCCCATCCTTTGCATTCAAGGACTCCGCCACAATCACCGGTCTGGCAC

CAACCA

Anexo 7

Similitud (algoritmo Blastx) en:

a) Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

AEAB86300.1 osmotin-like protein, partial (Solanum nigrum)

b) Solgenomics (https://solgenomics.net/)

SGN-U593442 osmotin-like protein (OSM34)

¢) Tair (https://www.arabidopsis.org/)

AT4G11650.1 osmotin 34.

d) Categoria funcional en MIPS (http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/)

http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/

Functional category | your gene matches Genome matches | P-value
10 entries (10.3%0) (at1lg01470

SATTERACTION | at1g22770 at2g01940 at236830 | 1651 entries  £00.02

e VIT=Y=Y\TY at3g12500 at3g15353 at3g23990 | (5.81%) '

ENVIRONMENT

at3g57260 at4g11650 at5g07700)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://solgenomics.net/
https://www.arabidopsis.org/
http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/
http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/
http://mips.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/proj/funcatDB/search_advanced.pl?action=2&wert=34
http://mips.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/proj/funcatDB/search_advanced.pl?action=2&wert=34
http://mips.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/proj/funcatDB/search_advanced.pl?action=2&wert=34
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