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Resumen

La interaccion planta-patdgeno involucra una lucha entre los mecanismos moleculares
de la virulencia del patégeno y la respuesta de defensa de la planta. La enfermedad se
produce cuando el patdégeno vence el sistema inmunoldgico de la planta para
establecerse con éxito. En la interaccion de Phytophthora capsici con plantas silvestres
relacionadas con los cultivos modernos se establecen procesos poco estudiados. Estas
interacciones resultan Gtiles para investigar la regulacion de los mecanismos moleculares
de la virulencia del patégeno y la resistencia genética de las plantas. En este estudio,
evaluamos la patogenicidad de P. capsici y la respuesta a la infeccibn en Solanum
americanum, Vigna unguiculata, Capsicum annuum var. Glabriusculum y Physalis
angulata. Asimismo, determinamos los niveles de expresion relativa de Avr3al, Avrl y
Avrlb, tres genes efectores de tipo Avr de P. capsici, asi como, de SMYD3 una metilasa
y JmJC6021 una desmetilasa de colas de histonas. También, evaluamos la activacion de
la respuesta a la expresion de INF1y Avr3al en S. americanum y P. angulata. Nuestros
resultados muestran que en las distintas interacciones planta-patdgeno se regula
diferencialmente la expresion de los efectores Avr y la metilasa y desmetilasa de histonas,
dependiente del tiempo transcurrido en la interaccion. Esto podria suceder como
resultado de los esfuerzos del patégeno para sobrevivir y completar el ciclo de infeccion.
Ademas, encontramos que en los genotipos S. americanum y C. annuum se establecen
interacciones compatibles, mientras que en V. unguiculata y P. angulata se establecen
interacciones parcialmente incompatibles con dicho patégeno. Este estudio sobre el
espectro de resistencia a susceptibilidad en los genotipos de plantas puede ayudarnos a
comprender los mecanismos que usa P. capsici para adaptarse a los hospederos.



1 Introduccion

La interaccion planta-patégeno es un escenario de lucha constante entre los mecanismos
de defensa del hospedero y las estrategias de virulencia especializadas de los
fitopatdgenos (Jones y Dangl, 2006; Jupe et al., 2013). Las plantas poseen un sistema
de defensa complejo para responder al ataque de patdégenos, compuesto por PTI, que es
la inmunidad activada por patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), y la
inmunidad activada por efectores conocida como ETI, que emplea receptores inmunes
gue reconocen efectores de los patdgenos (Jones y Dangl, 2006; Spoel y Dong, 2012; J.
M. Zhou y Zhang, 2020; Song et al., 2021). Los patdgenos por su parte secretan proteinas
efectoras como factores de virulencia esenciales para desencadenar el desarrollo de la
enfermedad y contrarrestar la inmunidad de las plantas (Whisson et al., 2007; Qutob et
al., 2013; Huang et al., 2017). Asi, el desarrollo de la enfermedad ocurre cuando los
patdogenos derrotan el sistema de defensa de la planta (Dong y Ma, 2021). Por
consiguiente, tanto el patdgeno como el hospedero mantienen una estricta regulacién
transcripcional de su maquinaria genética que impulsa lo que se conoce como carrera

armamentista patégeno-hospedero (Jupe et al., 2013; Dong y Ma, 2021).

P. capsici es uno de los oomicetos fitopatbgenos que mas dafos causa en los cultivos de
importancia agroalimentaria, por su amplio rango de hospedantes y su expansién a nivel
mundial (Lamour et al., 2012). Desde su identificacion en Nuevo México, Estados Unidos,
P. capsici se ha propagado por todas las regiones agricolas a nivel global, pues una vez
que se instala en los campos se vuelve dificil controlarlo y erradicarlo (Kamoun et al.,
2015; Barchenger et al., 2018). Su rango de hospederos va desde los mas comunes que
pueden ser las solanaceas como el chile y el jitomate o las cucurbiticeas como la
calabaza, el pepino, meldn, entre otros (Lamour et al., 2012; Reis et al., 2018). En dichos
hospederos P. capsici afecta distintas partes de la planta como raices, tallos, hojas y
frutos, y el rango de hospederos se expande a una gran variedad de plantas de diferentes
familias botanicas (Lamour et al., 2012; Reis et al., 2018; Saltos et al., 2021). Este
oomiceto también presenta un rapido desarrollo de la enfermedad y un ciclo de vida
hemibiotréfico, cuya incidencia e impactos negativos en los cultivos va en aumento
(Lamour et al., 2012; Kamoun et al., 2015; Barchenger et al., 2018; Reis et al., 2018).



De los estudios anteriores se sabe que debido a que presenta una rapida adaptacion a
los fungicidas, cambios ambientales y a nuevos hospederos, esto dificulta su control
(Hausbeck y Lamour, 2007; Lamour et al., 2012). Con la disponibilidad de las secuencias
gendmicas en P. capsici se han estudiado los genes efectores individuales para descifrar
su funcion en la virulencia (Fan et al., 2018; Li et al., 2019; Liang et al., 2021). Ademas,
los datos transcriptomicos publicados de P. capsici también han aclarado el estudio de la
regulacion transcripcional de la infeccion en los hospederos para mantener su ciclo de
vida (Jupe et al., 2013). Algunos aspectos estudiados en el desarrollo de la infeccidén han
mostrado que el patdgeno modula su actividad de virulencia para adaptarse a sus
hospederos haciendo uso de su maquinaria molecular y plasticidad (Lamour et al., 2012;
Jupe et al., 2013; Dunn y Smart, 2015; Barchenger et al., 2018). De acuerdo con Gémez-
Diaz et al., (2012), las interacciones planta-patégeno se encuentran entre los sistemas
mas dinamicos y con mayor plasticidad, lo cual, esta estrechamente relacionado con la
supervivencia y transmision. Como se plantea en el modelo “zig-zag” del desarrollo de la
enfermedad, la resistencia y susceptibilidad de los hospederos son dos factores
fundamentales que determinan el éxito y la patogenicidad de P. capsici (Jones y Dangl,
2006; Dong y Ma, 2021).

Un enfoque reciente, al menos en lo referente al estudio de los mecanismos moleculares
de la interaccién planta-Phytophthora, es la regulacion epigenética (Dong y Ma, 2021).
En algunos estudios se han reportado relaciones entre algunas marcas epigenéticas y la
expresion de genes relacionados con la patogénesis o la regulacion de la virulencia
durante la infeccion en microorganismos filamentosos. Lo cual indica que la regulacion
epigenética puede ser un mecanismo que explique el éxito de los patégenos en el
desarrollo de las enfermedades ya que son capaces de contrarrestar y escapar a la
inmunidad del hospedero (Gomez-Diaz et al., 2012; Dubey y Jeon, 2017). Por ejempilo,
la metilacion en la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3), que se ha estudiado en diversos
patdogenos como Colletotrichum higginsianum, Botrytis cinerea, Magnaporthe oryzae y
Fusarium fujikuroi, se relaciona con la actividad de virulencia y patogenicidad durante la
infeccion del hospedero, ademas de regular el desarrollo y la sobrevivencia del organismo
(Janevska et al., 2018; Dallery et al., 2019; Hou et al., 2020).



Actualmente, hay pocos estudios que aclaren el papel que juega la regulacion epigenética
en la virulencia de Phytophthora y en su adaptacion a diferentes hospederos y a cambios
ambientales. Especificamente, solo hay dos informes de un mismo grupo de investigacion
en P. sojae sobre cambios transcripcionales de efectores regulados por una marca
epigenética de metilacion de colas de histonas (Wang et al., 2020; Chen et al., 2023).
Estos datos presentados por Wang et al. (2020) y Chen et al., (2023) sustentan la
hipotesis de que la regulacion transcripcional de los factores de virulencia de
Phytophthora puede estar correlacionada con el estado de metilacion de las colas de
histonas, lo cual resalta la variacién epigenética de la cromatina como un mecanismo que
regula la expresion de efectores. En una revision reciente acerca de la funcion de las
modificaciones epigenéticas en el ciclo de vida y en la virulencia de los oomicetos del
género Phytophthora se destaca la falta de estudios de aspectos epigenéticos en P.
capsici, puesto que, la informacién referente a este tema se centra solamente en P.

infestans y P. sojae (Rojas-Rojas y Vega-Arreguin, 2021).

A pesar de los esfuerzos por dilucidar los mecanismos involucrados en la patogenicidad
de P. capsici (Vega-Arreguin et al., 2017), estos no se han descrito completamente y sus
interacciones con algunos hospederos no estan caracterizadas. Por ello, en este estudio
caracterizamos la patogenicidad y adaptacién del fitopatégeno cuando se enfrenta con
cuatro especies de plantas no estudiadas como hospederos de forma convencional (S.
americanum, V. unguiculata, C. annuum var. Glabriusculum y P. angulata). Para esto se
realizaron evaluaciones fenotipicas mediante ensayos de patogenicidad, observaciones
macro y microscopicas, ademas de tinciones histoldgicas para detectar las diferencias en
la respuesta a infeccion por P. capsici entre las distintas interacciones planta-patégeno.
Se detectaron cambios en la morfologia de la colonia micelial y en la produccion de
zoosporas, ademas, se encontré que la respuesta de la planta a la infeccion es
dependiente del tipo de interaccion. Determinamos los niveles de expresion relativa de
Avr3al, Avrl y Avrlb, genes efectores de tipo Avr de P. capsici, asi como, de SMYD3
una metilasa y JImJC6021, una desmetilasa de cola de histonas. Asi mismo, evaluamos
la activacion de la respuesta a la expresion de INF1 y Avr3al en S. americanum y P.
angulata, destacando el resultado de que S. americanum responde a la expresion del

efector, pero no P. angulata, lo que supone diferente respuesta inmunitaria.
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Los datos obtenidos muestran que las distintas interacciones planta-patégeno modulan
diferencialmente la regulacion de la expresion de los efectores Avr y de las metilasa y
desmetilasa de histonas, dependiente del tiempo del transcurso de la interaccion.
Ademas, informamos sobre los genotipos de S. americanum y C. annuum como
interacciones compatibles, diferentes a V. unguiculata y P. angulata que son parcialmente

incompatibles.

También, se constatd que la variacion en la regulacion del estilo de vida de P. capsici
estd en funcion del ambiente que establece con cada hospedero, lo que impulsa la
adaptacion del patdgeno y posiblemente la expansion del rango de hospederos. Queda
por examinar la relacion de la marca epigenética H3K4me3 sobre la regulacion de la
virulencia y de la adaptacion de P. capsici D3 cuando infecta plantas que no se reconocen
como hospederos preferidos. Esta marca se ha relacionado con la regulacion de la
virulencia en diferentes microorganismos fitopatégenos, pero aqui solo determinamos los
niveles de expresion relativa. Por ultimo, se sabe poco sobre las interacciones de P.
capsici con las plantas examinadas en este trabajo, por lo que con los resultados
obtenidos se generan nuevas preguntas sobre si podemos aprovechar el espectro de
resistencia y la variacion natural de las plantas no hospederas para descifrar los

mecanismos que hacen funcionar la resistencia genética a P. capsici.



2 Planteamiento del problema

A pesar de los esfuerzos por dilucidar los mecanismos relacionados con la virulencia de
P. capsici (Vega-Arreguin et al., 2017), no se han descrito completamente 0 no estan
caracterizadas sus interacciones con algunas plantas hospederas y no hospederas.
Ademas, se conoce poco acerca de las interacciones de P. capsici con S. americanum,
V. unguiculata, C. annuum var. Glabriusculum y P. angulata. Hasta ahora, no se han
descrito las respuestas a la infeccién de estas cuatro especies de plantas, tampoco se
ha explorado la actividad de genes efectores Avr ni los niveles de transcripcion o como
se regulan los genes en el transcurso de la infeccion. Asi mismo, las modificaciones
epigenéticas y el papel que éstas juegan en la autorregulacion del patégeno para
adaptarse al ambiente y sobrevivir han sido mucho menos estudiadas. Por la evidencia
existente, sabemos que los efectores tienen la capacidad de alterar procesos vitales de
las plantas y que la regulacion epigenética se superpone principalmente a los efectores,
por lo que, definimos estos dos aspectos como cruciales para comprender las

interacciones planta-patégeno.
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3 Justificacion

El desarrollo de la enfermedad causada por P. capsici impone grandes pérdidas en
rendimiento y calidad en los cultivos agricolas de gran importancia (Lamour et al., 2012).
Este microorganismo presenta un amplio rango de hospederos, alto grado de incidencia
y se ha diseminado ampliamente en las regiones productoras agroalimentarias a nivel
mundial (Lamour et al., 2012; Kamoun et al., 2015; Barchenger et al., 2018). A causa del
gran impacto economico que implican las enfermedades por P. capsici en sus
hospederos de cultivo, resulta relevante comprender la naturaleza de éste patdgeno
(Jupe et al., 2013), puesto que esta catalogado como el quinto fitopatogeno de mayor

importancia para la fitopatologia molecular global (Kamoun et al., 2015).

La creciente evidencia ha mostrado que los efectores son los actores principales en el
desarrollo de la enfermedad causada por P. capsici, ya que son necesarios para la
colonizacion y la infeccion de sus hospederos (Jones y Dangl, 2006; Biatas et al., 2018;
Ngou et al., 2021). A pesar de que los genes efectores son los mas estudiados, existe
una amplia lista de los cuales no se conoce su funcién precisa ni el papel que juegan en
modular la respuesta de defensa de las plantas para tener éxito y establecer la
enfermedad (Maillot et al.,, 2022). Pese a la disponibilidad de muchas secuencias
gendémicas de P. capsici no se han logrado estudiar, de manera extensiva, los genes
involucrados en la infeccion (Lamour, Mudge, et al., 2012; Jupe et al., 2013; Reyes-Tena
et al., 2019). De esto se sabe menos en no hospederos o en las interacciones
incompatibles (Vega-Arreguin et al., 2017). Muchos estudios se han centrado en
identificar efectores implicados en la virulencia, en cambio otros estudios se enfocan en

encontrar efectores con actividad de avirulencia.

Por otra parte, existen pocos estudios que aclaren el papel que juega la regulacion
epigenética de la virulencia de Phytophthora en la adaptacién a diferentes hospederos y
cambios ambientales (Li et al., 2020; Wang et al., 2020; Rojas-Rojas y Vega-Arreguin,
2021; Chen et al.,, 2023). Asimismo, existen solo dos estudios sobre los cambios
transcripcionales que presentan efectores regulados por marcas epigenéticas de
metilacion de histonas, H3K27me3 y H3K6me9, en P. sojae (Wang et al., 2020; Chen et

al., 2023). Por lo tanto, resulta de interés estudiar la epigenética de P. capsici, un
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patdogeno que infecta muchas especies de plantas, se adapta rapidamente a los
fungicidas, a cambios ambientales y a nuevos hospederos. Algunos estudios de
gendmica comparativa han informado que P. capsici no posee genes que codifiquen para
metiltransferasas de DNA, pero si para metilasas y desmetilasas de histonas (Wang et
al., 2016), por ello, en este estudio se ha elegido la marca epigenética H3K4me3 porque
existe evidencia de su regulacion en otros organismos patégenos filamentosos y en el
genoma de P. capsici se encuentran presentes genes de enzimas relacionadas con dicha

marca.

En la interaccidbn de P. capsici con plantas silvestres relacionadas con los cultivos
modernos en ocasiones se establecen patosistemas poco estudiados, que no estan
descritos 0 no estan caracterizados. Los distintos hospederos constituyen distintos
ambientes a los que el patdgeno se tiene que adaptar para completar su ciclo de vida.
Estos procesos de adaptacion a los ambientes restrictivos son potencialmente Gtiles para
estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion de los factores de
virulencia (efectores) y la regulacién epigenética en el patégeno. Asi como, las posibles

fuentes de resistencia genética en determinados genotipos de plantas.

Los estudios extensos sobre las interacciones planta-patégeno aportan conocimientos
valiosos para la comprension de las enfermedades de las plantas, y proveen las bases
tedricas para implementar estrategias de manejo de las fuentes de transmision de las
enfermedades (Reis et al., 2018) y con esto, proteger la salud vegetal y asegurar la
producciéon de alimentos, objetivo principal que se persigue en los esfuerzos de
investigacion de los fitopatégenos.
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4 Hipotesis

Las interacciones que se establecen entre P. capsici con diferentes genotipos de plantas
no hospederas desencadena diferentes mecanismos de virulencia y alteran de manera
diferencial la expresion de genes efectores y genes relacionados con la regulacion

epigenética por metilacion en el patégeno.

5 Objetivos
5.1 Objetivo general

Estudiar la virulencia del oomiceto fitopatégeno P. capsici en las plantas S. americanum,
C. annuum var. Glabriusculum, V. unguiculata y P. angulata, asi como, la relacion de la
virulencia con la regulacion de la expresion de genes efectores y metilasas/desmetilasas

de histonas.

5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar la virulencia de P. capsici en las plantas S. americanum, C. annuum
var. Glabriusculum, V. unguiculata y P. angulata.

2. Evaluar la respuesta de defensa de las plantas S. americanum, C. annuum var.
Glabriusculum, V. unguiculata y P. angulata posterior al establecimiento de la
interaccion con P. capsici.

3. Determinar los niveles de expresion de los genes efectores Avr3al, Avrly Avrlb, la
metilasa SMYD3 y la desmetilasa de histonas JmJC6021 de P. capsici cuando se
impone en S. americanum, C. annuum var. Glabriusculum, V. unguiculata y P.
angulata.

4. Evaluar la respuesta de defensa PTI y ETI de las solanaceas silvestres S.

americanum y P. angulata mediante la expresion transitoria de INF1 y Avr3al.
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6 Marco tedrico

6.1 El fitopatdogeno y la enfermedad

Phytophthora capsici Leonian es un oomiceto fitopatégeno causante de enfermedades
devastadoras en cultivos a nivel mundial (Lamour et al., 2012; Barchenger et al., 2018;
Stajich et al., 2021). La enfermedad consiste en pudricion de raiz y corona, necrosis del
tallo, tizon de la hoja y pudricion en frutos, en una lista amplia de hospederos (Leonian
1922; Erwin y Ribeiro, 1996; Granke et al., 2012; Lamour et al., 2012). De acuerdo con
Lamour et al. (2012), los sintomas de la enfermedad varian dependiendo del hospedero,
la parte de la planta infectada y las condiciones ambientales. Su transmisién es por el

suelo a través del riego o la lluvia (Erwin y Ribeiro, 1996; Barchenger et al., 2018).

6.1.1 Ciclo y estructuras de infeccion

P. capsici presenta un ciclo de infeccién hemibiotrofico, debido a que, al inicio del proceso
de infeccidn tiene una etapa biotréfica, en la que los sintomas de la enfermedad son
visualmente imperceptibles (Lamour et al., 2012; Jupe et al., 2013), seguida de una etapa
necrotrofica al final del desarrollo completo de la enfermedad, dénde se puede ver
necrosis o muerte del tejido vegetal infectado (Jupe et al., 2013; Fawke et al., 2015). La
germinacion de los esporangios es la fuente de transmisién de la enfermedad, ya sea
mediante la formacion de hifas o liberando zoosporas madviles que nadan hasta llegar a
la superficie de la planta hospedera (Lamour et al., 2012; Fawke et al., 2015). En la
biotrofia, tanto los esporangios que contienen las zoosporas como las zoosporas
individuales son capaces de germinar en la superficie de la hoja, adhiriéndose por la
formacién del apresorio y penetrando en las células mediante la formacion de haustorios
(Fawke et al., 2015). Posteriormente, en la necrotrofia cuando ocurre la colonizacién de
las capas celulares internas, las células infectadas mueren y se produce la necrosis, a la
qgue le sigue una produccion de nuevos esporangios para un nuevo ciclo de infeccion
(Lamour, et al., 2012).
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6.1.2 Rango de hospederos

Para P. capsici se ha reportado una lista extensa de hospederos a los que puede infectar,
aunque inicialmente se describié el aislado de chile por Leonian (1922). En diversos
estudios, se ha informado que este patdgeno puede enfermar a un rango amplio de
hospederos en diversos ambientes: en condiciones de campo, en invernadero y en
laboratorio (Erwin y Ribeiro, 1996; Hausbeck y Lamour, 2007; Granke et al., 2012; Lamour
et al., 2012). Las especies de plantas de cultivo preferidas por P. capsici suelen ser
solanaceas como pimiento, chile, tomate y berenjena. Al igual que, cucurbitaceas como
pepino, calabaza, melon y sandia, incluyendo fabaceas como el frijol ejotero y el frijol lima
(Erwin y Ribeiro, 1996; French-Monar et al., 2006; Hausbeck y Lamour, 2007; Tian y
Babadoost, 2007; Granke et al., 2012). Ademas de las familias botanicas Solanaceae,
Cucurbitaceae y Fabaceae, ahora se sabe que P. capsici puede infectar muchas otras
especies de plantas pertenecientes a mas de 20 familias no relacionadas
taxondmicamente (Erwin y Ribeiro, 1996; Granke et al., 2012; Lamour et al., 2012;
Barchenger et al., 2018; Reis et al., 2018).

6.2 La patogenicidad y la virulencia

Por convencion, en fitopatologia se usa el termino patogenicidad para referirse a una
descripcion cualitativa de la capacidad de un patdgeno para ser un agente causal de
enfermedad y la virulencia cdmo una medida cuantitativa del grado de patogenicidad en
un genotipo particular de plantas (D’Arcy, 2001; Sacristan et al., 2021). La finalidad de
los patégenos es causar enfermedad y a menudo se piensa que tiene que ver con el estilo
de vida o la capacidad de los patégenos para obtener lo que necesitan para sobrevivir a
toda costa. Su éxito se consolida con la capacidad para colonizar un hospedero y
transmitirse a otros, y para maximizar la aptitud en la interaccién con las plantas emplean
algunas estrategias como las actividades de virulencia, segun Sacristan et al. (2021).
Los mismos autores plantean que las actividades de virulencia son cualquier cosa que
juega a favor de los patdgenos para desencadenar la infeccion y multiplicarse,

consecuentemente ocasionando una enfermedad en el sentido cualitativo o cuantitativo.
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6.3 Los mecanismos moleculares de la enfermedad por P. capsici

P. capsici, al igual que los microorganismos fitopatbgenos oomicetos del género
Phytophthora, poseen genes que codifican para proteinas y otras moléculas que son
capaces de interferir con la actividad de defensa de las plantas (Kamoun, 2006;
Hogenhout et al., 2009) para cambiar el ambiente a su favor y asi abrirse paso para

colonizar el tejido vegetal .

6.3.1 El papel de los efectores en el desarrollo de la enfermedad

Segun la definicion asociada a fitopatologia, los efectores son una serie de proteinas que
los patdgenos producen y transfieren hacia las células de las plantas para favorecer la
infeccion de determinadas especies de plantas compatibles (Kamoun, 2006). Estos
efectores son capaces de alterar los procesos celulares de sus hospederos, ya que
usualmente acttan al unirse o al modificar enziméaticamente las moléculas del hospedero
(Petre et al., 2021). Los efectores son conocidos como los factores principales de la
actividad de virulencia en la interaccion entre las plantas y sus patogenos (Wang et al.,
2019). Algunas moléculas ejercen su actividad efectora en el espacio extracelular, estos
son llamados efectores apoplasticos porque interfieren con proteinas vegetales de la
primera capa de defensa contra patdgenos (Schornack et al., 2009). Otro tipo de
efectores de oomicetos se dirigen al interior de la celula hospedera, estos son los
llamados efectores citoplasmicos y hay dos clases de ellos, los Crinkler (CRN) y los RXLR
(Schornack et al., 2009; Fawke et al., 2015; Petre et al., 2021).

6.3.2 Efectores de avirulencia

Los efectores que activan la respuesta de defensa en algunas plantas hospederas, son
los que se denominan efectores de “avirulencia” o Avr (Sperschneider et al., 2015; Biatas
et al., 2018; Dong y Ma, 2021). Se les conoce como efectores Avr porque el sistema
inmunitario de algunas plantas ha evolucionado para reconocerlos, y consecuentemente
activar la ETI (Sperschneider et al., 2015), que se manifiesta como una respuesta
hipersensible (HR). De hecho, las actividades de avirulencia de los efectores de tipo Avr
siempre estan bajo una presion selectiva para evadir el reconocimiento por parte de los
receptores inmunitarios mientras mantienen su papel de Avr en las interacciones planta-

patdgeno (Bozkurt et al., 2012).
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Dado que, la HR es una respuesta de defensa efectiva contra los patégenos. Segun
Schornack et al. (2009), los efectores de oomicetos caracterizados con actividades de
avirulencia son efectores citoplasmicos de tipo RXLR, que pueden dirigirse al interior de
la célula mediante los motivos de proteina RxLR-dEER (Tyler et al., 2006; Jiang et al.,
2008). Un aspecto que genera confusion con el termino Avr es que algunos de estos
efectores también tienen funciones de virulencia en genotipos de plantas que son
susceptibles a una cepa del patdgeno porque no han evolucionado con receptores
especificos para reconocerlos (Goss et al., 2013).

6.4 La interaccion planta-patdogeno

Las interacciones entre las plantas con sus patégenos, en principio son muy dinamicas,
porque implican mecanismos de accioén de los componentes moleculares del patégeno
contra los componentes de la inmunidad de las plantas, y viceversa. Las plantas
naturalmente poseen un sistema inmunolégico para defenderse del ataque de los
patégenos, y las enfermedades ocurren cuando los patdgenos logran derrotar la
inmunidad de la planta (Jones y Dangl, 2006; Dong y Ma, 2021).

6.4.1 La compatibilidad en las interacciones planta-patégeno

El éxito en el desarrollo de la enfermedad por un patdgeno esta determinado, en parte,
por la compatibilidad entre los componentes de virulencia y los componentes de
inmunidad de las plantas (Jones y Dangl, 2006), lo que da como resultado interacciones
compatibles, parcialmente incompatibles e incompatibles, es decir, un espectro de
susceptibilidad a resistencia. En las interacciones compatibles, un patégeno adaptado
tiene éxito en el desarrollo de la enfermedad en un hospedero susceptible. En cambio,
en las interacciones parcialmente incompatibles, el patégeno adaptado sobrevive
limitadamente en un hospedero parcialmente resistente. A diferencia de las interacciones
incompatibles, donde el patdbgeno no adaptado no sobrevive en un hospedero resistente
(Jones y Dangl, 2006; Panstruga y Moscou, 2020; Maillot et al., 2022).
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6.5 El sistema inmune de la planta

Las plantas poseen sistemas inmunitarios innatos que les permiten defenderse de
diversos atacantes patdgenos. Dichos sistemas inmunitarios estan conformados por
componentes complejos que las plantas han desarrollado para detectar y hacer frente a
los patdgenos que les causan enfermedades (Jones y Dangl, 2006; Saur et al., 2020;
Chen et al., 2022).

6.5.1 Inmunidad activada por patrones moleculares asociados a patégenos
Cuando las plantas son atacadas por patégenos se activa un primer nivel del sistema de
defensa, la inmunidad activada por patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP), conocida como PTI. La PTI es accionada por los PAMP de los patégenos, ya
gue estos son detectados a través de receptores de reconocimiento de PAMP (PRR) que
se encuentran en la superficie celular (Jones y Dangl, 2006; Zhou y Zhang, 2020; Ngou
et al., 2021; Yuan et al., 2021a; Yuan et al., 2021b). Estos PRR son quinasas receptoras
gue conducen la sefializacion celular al asociarse con sus correceptoras reguladoras para
iniciar respuestas inmunitarias que protejan contra los patdgenos. La PTI efectiva puede
reducir fuertemente la colonizacién de los patégenos adaptados y detener eficazmente a
la mayoria de los patdgenos no adaptados, ademas de que ayuda a la resistencia basal.
Como resultado de la PTI se tiene la entrada de calcio, la produccion de ROS vy la
induccion de la expresion de genes de defensa (Jones y Dangl, 2006; Couto y Zipfel,
2016; Ngou et al., 2021).

6.5.2 Inmunidad activada por efectores

Muchos patdgenos pueden burlar la primera respuesta de defensa de las plantas
desplegando moléculas que funcionan como factores de virulencia (Jones y Dangl, 2006;
Cui et al., 2015; Malillot et al., 2022). Estas moléculas denominadas “efectores” son
codificadas por los patégenos con el objetivo de combatir las respuestas de defensa de
las plantas actuando en la celula vegetal e interfiriendo con la fisiologia de las células del
hospedero (Ngou et al., 2021; Petre et al., 2021).
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Como segunda medida de defensa, las plantas son capaces de detectar los efectores
mediante la activacion de receptores intracelulares que activan la respuesta inmune
contra patdégenos, esta respuesta de inmunidad se conoce como inmunidad activada por
efectores (ETI) (Zhou y Zhang, 2020; Yuan et al., 2021b). La activacion de la ETI implica
el uso de un tipo de receptores con repeticiones ricas en leucina (NLR) diferentes a los
PRR responsables de la respuesta por PTI (Yuan et al., 2021b). Por su parte, los NLR
pueden detectar directa o indirectamente a los efectores de patdgenos que son afines,
esto ocurre en el espacio intracelular y da lugar a una respuesta inmunitaria mas fuerte
(Peng et al., 2018; Lu y Tsuda, 2020).

6.5.3 La interdependencia de las vias de inmunidad PTI-ETI

Estudios recientes han presentado evidencia de que las dos vias de inmunidad, la PTly
la ETI, convergen en ciertos puntos reguladores de su funcionamiento. Anteriormente,
las dos vias habian sido consideradas como dinamicas separadas o solo se habia
teorizado que la ETI era una respuesta ampliada de la PTI; ahora la evidencia
experimental esta esclareciendo la informacién desconocida sobre los puntos conectados
entre PTI y ETI (Jones y Dangl, 2006; Pruitt et al., 2021). Los nuevos descubrimientos
establecen que la ETI también depende de los componentes reguladores de la PTI para
una resistencia completa y que, en cierto modo, actia mejorando la PTI al aumentar los

niveles de los componentes de sefializacién (Ngou et al., 2021; Yuan et al., 2021).

6.5.4 Susceptibilidad activada por efectores

Una parte central que se plantea en el modelo “zigzag” de Jones y Dangl (2006), es la
susceptibilidad activada por efectores (ETS), que explica la dinAmica compleja presente
durante las interacciones de los efectores de patdgenos con los componentes de la
inmunidad de las plantas. La ETS ocurre porque muchos patégenos adaptados emplean
conjuntos de efectores para contrarrestar los mecanismos de defensa de las plantas, esto
es lo que se conoce como mecanismo de contradefensa del patégeno (Wang et al., 2019).
Los efectores interfieren con la sefalizacion inmunitaria, neutralizando o anulando las
acciones de defensa vegetal para favorecer la infeccion y finalmente el desarrollo de la
enfermedad (Jones y Dangl, 2006; Chen et al., 2022).
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Dicha interrupcion de las acciones de defensa es lo que da lugar a una carrera
armamentista entre plantas y patégeno, o lo que en inglés se conoce como “arms race”.
Por lo tanto, la adaptacion de los efectores para derrotar la inmunidad de las plantas y
ganar patogenicidad es meramente un resultado de las presiones de seleccion que
promueven la coevolucion y el surgimiento de nuevos mecanismos de defensa y
contradefensa (Wang et al., 2019; Dong y Ma, 2021; Martel et al., 2021).

6.6 Genética de la resistencia a la enfermedad
La resistencia de las plantas al ataque de los fitopatdgenos usualmente se divide en
resistencia cualitativa o cuantitativa, segun la intensidad, que es determinada por los

mecanismos de respuesta de la planta (Roux et al., 2014; Cowger y Brown, 2019).

6.6.2 La resistencia cualitativa

La resistencia es de tipo cualitativa cuando la progresion de la enfermedad se detiene,
sin desarrollo del patégeno (Maillot et al., 2022). Est4 basada en la interaccidon gen por
gen, que consiste en la presencia de un par de genes compatibles, un gen de resistencia
en la planta que es capaz de reconocer un gen de avirulencia del patégeno (Veneault-
Fourrey y Rep, 2021). Esto implica una presién de seleccion fuerte para los patdgenos,
lo que resulta en la seleccién de las variantes de virulencia de efectores, para revertir la
resistencia a susceptibilidad y ganar patogenicidad, rompiendo asi la resistencia de las

plantas hospederas (Palloix et al., 2009; Cowger y Brown, 2019).

6.6.3 La resistencia cuantitativa

La resistencia es de tipo cuantitativa cuando los esfuerzos de la planta estan dirigidos a
reducir o limitar el desarrollo del patégeno, lo que conlleva una reduccion de la
enfermedad en lugar de la ausencia completa (Maillot et al., 2022). El fenotipo de
resistencia de la enfermedad lo determina la interaccion de multiples genes, actuando en
diferentes vias de regulacion e involucra muchos genes con efectos pequefios a
moderados que contribuyen a la resistencia (Corwin y Kliebenstein, 2017; Veneault-
Fourrey y Rep, 2021). Debido a esto, se considera de amplio espectro porque es mas
duradera, debido a la reducida seleccion de las variantes de virulencia de efectores, ya

que la presion de seleccion es menor (Palloix et al., 2009; Cowger y Brown, 2019).
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6.7 Evasion de la inmunidad del hospedero

Cuando los fitopatdégenos pueden escapar sin ser detectados por el sistema inmune de
las plantas hospederas, utilizando diversas estrategias que les dan ventaja para enfermar
con éxito a las plantas (Wang et al., 2022), se conoce como evasion de la inmunidad del

hospedero.

6.7.1 Mecanismos moleculares en la evasion de la inmunidad

Se han descrito diversos mecanismos moleculares implicados en la evasion de la
inmunidad vegetal en el contexto de la regulacion del patdgeno. Estos mecanismos, se
pueden clasificar en dos tipos: los que tienen que ver con cambios directamente en las
secuencias de DNA, y las modificaciones epigenéticas que no implican cambios en la
secuencia del DNA (Dong y Ma, 2021). Por un lado, los cambios en la secuencia del DNA
incluyen mutaciones puntuales, duplicaciones, reordenamientos (inserciones Yy
deleciones) y actividad de transposones. Por otra parte, las modificaciones de histonasy
la acumulacion de pequeiios RNA son mecanismos descritos en la regulacion epigenética
(Chen et al., 2021; Dong y Ma, 2021; Wang et al., 2022). La actividad molecular en la
evasion esta enfocada a producir variantes que ayuden a escapar, suprimir o alterar el
reconocimiento del patégeno por parte del sistema inmunitario vegetal, de modo que el
patégeno complete su ciclo de vida (Na y Gijzen, 2016).

6.8 Modificaciones epigenéticas en la adaptacion al hospedero

La lucha coevolutiva constante para sobrevivir que ocurre en la interaccién planta-
patdgeno, se trata de una carrera de ambas partes por estar un paso adelante en nuevos
mecanismos moleculares de defensa de las plantas y contradefensa de los patdégenos
para sobrevivir (Wang et al., 2019). En este contexto, la regulacién epigenética se
superpone a la regulacion por efectores en la virulencia, y se ha descrito como una

regulacion clave en algunos microorganismos fitopatégenos (Wang et al., 2022).

En Phytophthora, la regulacion epigenética es un aspecto que recientemente se esta
explorando, y se conoce bien en especies como P. infestans y P. sojae, pero no en P.

capsici (Dong y Ma, 2021).
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En estudios recientes se ha observado la evasion del reconocimiento de efectores por
parte del sistema inmunitario de la planta, y esto se debe al silenciamiento de efectores
Avr mediado por las modificaciones epigenéticas en P. sojae (Wang et al., 2020; Dong y
Ma, 2021). Las modificaciones de histonas que guian la transcripcion mediante la
modulacién de la cromatina, y la acumulacion de pequefios RNA que conducen el
silenciamiento de genes transcripcional y postranscripcionalmente, son dos principales

mecanismos epigenéticos explorados en Phytophthora (Dong y Ma, 2021).

Un estudio reciente de Wang et al. (2020), informé que la marca epigenética represiva
gue consiste en el aumento de la trimetilacion en la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3)
en la ubicaciéon del efector Avrlb de P. sojae se relaciona con el silenciamiento del
efector. Se sugiere que esto frena la expresion del efector y consecuentemente ocurre la
evasion del reconocimiento inmunitario de hospedero, favoreciendo el desarrollo de la
enfermedad en condiciones nativas, pero no en mutantes. Este estudio da soporte a las
crecientes investigaciones sobre la relacion existente entre la regulacion de la expresion
de efectores del patégeno por modificaciones epigenéticas de histonas, como un
mecanismo de plasticidad transcripcional para autorregularse, adaptarse al hospedero y

sobrevivir (Wang et al., 2020).

6.9 Informacioén de los hospederos de estudio

Las plantas hospederas preferidas o mas habituales para P. capsici estan bien
caracterizadas, sobre todo especies de cultivos agricolas y de importancia comercial.
Pero existen algunas especies silvestres y otras no convencionales que son poco
comunes en los estudios de interacciéon planta-P. capsici (Reis et al., 2018) y son plantas
gue estan emparentadas con los cultivos modernos, tales como Solanum americanum,
Vigna unguiculata, Capsicum annuum var. Glabriusculum y Physalis angulata (De La
Torre S. et al., 2018; Lemmon et al., 2018; Goettsch et al., 2021; Tobdén-Niedfeldt et al.,
2022).
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S. americanum comunmente llamada hierba mora es una especie solanacea silvestre
gue usualmente se le considera como maleza, aunque es consumida como alimento en
ciertas regiones de México. La especie se encuentra dentro de Solanum nigrum, un
complejo grupo de especies cuya taxonomia no se ha definido del todo (Lin et al., 2022),
sin embargo, se ha sugerido como Solanum americanum (Witek et al., 2021). Esta
especie esta adquiriendo una creciente importancia y se esta investigando por ser una
fuente de resistencia a enfermedades por P. infestans y Ralstonia solanacearum (Witek
et al., 2016; Moon et al., 2021). Otra especie es V. unguiculata, una fabacea conocida
como frijol caupi o ejotero, que en México se podria considerar un cultivo huérfano poco
estudiado. La categoria de cultivo huérfano se refiere a la caracteristica de pocos
esfuerzos en la investigacion de dicha especie, pese a los buenos rasgos productivos y
a su tolerancia a las condiciones abidticas y bidticas adversas (Oyatomi et al., 2016;
Tadele 2019). Asimismo, incluimos un chile silvestre proveniente de poblaciones de C.
annuum que corresponde a la variedad Glabriusculum del estado de Sonora (Goettsch
et al.,, 2021). Por ultimo, P. angulata es una solanacea silvestre considerada como
maleza, sin embargo, se encuentra relacionada con plantas de cultivos de importancia
econdmica, como el tomatillo o tomate verde cultivado en México (Martinez et al., 2023).
P. angulata al igual que S. americanum y C. annuum, estdn emparentadas con cultivos
como el jitomate, la papa y el pimiento, por ser miembros de la misma familia de las

solanaceas (De La Torre et al., 2018; Goettsch et al., 2021).
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7 Materiales y métodos

7.1 Crecimiento de plantas y material vegetal

En este estudio se incluyeron plantas de cuatro especies diferentes, estas son S.
americanum, V. unguiculata, C. annuum var. Glabriusculum y P. angulata, las cuales se
crecieron en invernadero, con un fotoperiodo natural de 16-8 horas dia-noche. La
germinacion de semillas de las diferentes plantas se realiz6é en charolas de 24 cavidades
con un sustrato 70-30 v/v de Peat Moss-vermiculita. A los 7 dias posteriores a la
emergencia se realiz6 el trasplante de las plantulas en macetas de un volumen de 1.6
litros (L) con una mezcla de sustrato de 70-30 v/v de Peat Moss-vermiculita. Las plantas
crecieron en el invernadero hasta su uso en los experimentos en el laboratorio, el riego
fue constante y la fertilizacibn comenz6 a las dos semanas después de la siembra
empleando el fertilizante Miracle-Gro® (4 g/L de agua) que se aplicd en el agua de riego
cada 7 dias. Se utilizaron hojas desprendidas de las plantas de maceta de 4-5 semanas
de edad para llevar a cabo los experimentos de patogenicidad y aislamiento de RNA de

tejido vegetal infectado.

7.2 Ensayos de infeccion

7.2.1 Inoculacion con zoosporas en hojas desprendidas

En este estudio se utilizé la cepa D3 de P. capsici, que se cultiva de manera rutinaria en
el laboratorio en placas Petri con medio V8® (Campbell’'s) mas los antibiéticos ampicilina
y rifampicina (100 mg/mL). Con un sacabocados del niumero 4 se inocularon discos de
micelio en las placas de V8® para permitir el crecimiento del patégeno in vitro durante 7-
10 dias. Posteriormente, las placas con P. capsici se expusieron a la luz directa durante
4 dias para permitir el desarrollo de esporangios y produccién de zoosporas adecuadas
para la inoculacion de plantas. Las zoosporas se recolectaron de los cultivos de P. capsici
que produjeron esporangios. Para esto, se adicionaron 10 mL de agua de dH20 en
campana de flujo laminar, luego, las placas se incubaron a 4 °C durante 90 min. Después,
las placas se agitaron en el sentido de las manecillas del reloj para favorecer la liberacion
de las zoosporas y se transfirio toda el agua con zoosporas a tubos de fondo cénico de
50 mL.
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Con una camara de Neubauer se conté la concentracibn de zoosporas en las
suspensiones y se inocularon 10 pL con aprox. 100 zoosporas por pL en las hojas de los
diferentes hospederos. La inoculacion con zoosporas se efectué Unicamente en las hojas
utilizadas en los ensayos de deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la

tincion con azul de tripano (Ver seccion 7.3.2) para detectar muerte celular.

7.2.3 Inoculacién con discos de micelio en hojas desprendidas

Los ensayos de virulencia se realizaron en hojas desprendidas de cuatro especies de
plantas (S. americanum, V. unguiculata, C. annuum var. Glabriusculum y P. angulata).
Las hojas de la parte intermedia de la planta adecuadamente seleccionadas fueron
colocadas en cadmaras de humedad montadas con charolas de unicel de 20x35 cm y
papel himedo. Se inocularon con discos de V8® con micelio de P. capsici obtenidos con
un sacabocados del numero 1, en la superficie abaxial de la hoja. Luego, se incubaron
en obscuridad a 28 °C en cdmaras humedas que posteriormente fueron colocadas en
una cadmara de incubacién. Se realizaron observaciones diariamente en luz visible y luz
UV, con las fotografias obtenidas se midié el area de infeccion con el software ImageJ
(las fotografias fueron tomadas a las 24, 48 y 72 hpi). Los experimentos se repitieron tres
veces de forma independiente con 8 réplicas de cada hospedero. Para las extracciones
de RNA se recuper6 el tejido y se congelaron muestras de interaccion planta-P. capsici a
las 24, 48 y 72 hpi usando nitrégeno liquido, y se conservaron a -80 °C para su uso

posterior.

7.2.3 Inoculacion de raiz en plantas completas

Las plantas de 5 semanas de edad fueron inoculadas con 1 mL de suspension con
zoosporas de P. capsici a una concentracién aproximada de 1x10° zoosporas/mL. Con
una micropipeta se inocularon 1000 pL en el sustrato cerca de la raiz y corona. Asimismo,
se hidrat6 el sustrato de las macetas de las plantas previo a la inoculacion para favorecer
el movimiento de las zoosporas. Las plantas permanecieron en el laboratorio a
temperatura ambiente y el fotoperiodo del dia. Posteriormente, se tomaron fotografias a
los 3 y 7 dpi para evaluar el efecto del patégeno y se registraron las observaciones

fenotipicas.
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7.3 Tinciones histologicas

7.3.1 Tincion con DAB

Para determinar los efectos de la interaccion de P. capsici D3 con los hospederos, se
implementd la tinciébn con diaminobenzidina (DAB) para determinar la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Siguiendo el protocolo descrito por Daudiy O’Brien
(2012), la solucién de tincion con DAB se preparé con 50 mg de DAB y 45 mL de dH20
estéril para obtener una concentracion final de 1 mg/mL. Por un lado, se prepar6 una
solucion destefiidora con etanol al 96 % mas acido acético en una proporcion 3:1 (v/v).
Por otro lado, una solucién blanqueadora se preparé con etanol al 96 %, acido acético y
glicerol en una proporcion 3:1:1 (v/v/v). Para la tincion de hojas, se tomaron GUnicamente
las hojas infectadas de 24 y 48 horas, se colocaron en placas de Petri y se adicionaron 6
mL de la solucién DAB. Posteriormente, se aplicaron 6 mL de Na2HPO4 (10 mM) a las
muestras, se cubrieron con papel aluminio y se mantuvieron en agitacion a 80 rpm
durante 8 horas. Después de la incubacion, se reemplazoé la solucién de tincion DAB por
la solucién destefidora durante una noche para eliminar la clorofila. Finalmente, se
remplazoé la solucion destefiidora por la solucién blanqueadora y se dej6 reposar durante

1 noche més a temperatura ambiente para eliminar el remanente de clorofila en las hojas.

7.3.2 Tincion con azul de tripano

En la tincién con azul de tripano se llevo a cabo la metodologia de Fernandez-Bautista et
al. (2016), para ello, se prepard una solucion de tincion de azul de tripano con 10 mL de
acido lactico (85% v/v), 10 mL de fenol (tampén TE equilibrado, pH 7.5-8.0), 10 mL de
glicerol (299%), 10 mL de dH20 y 20 mg de azul de tripano. También, se preparo la
solucién decolorante con etanol (98-100%) + acido acético, y las soluciones limpiadoras
A (&cido acético-etanol, 1:3 v/v) y B (acido acético-etanol-glicerol, 1:5:1 v/v). Para el
procedimiento de tincidn se tomaron hojas infectadas con P. capsici D3, se mezclaron 50
mL de solucidn de tinciéon y 50 mL de etanol 96% (1:1 v/v) en un vaso de precipitados. El
vaso se cubrid6 con una tapa de vidrio para evitar la evaporacion del etanol, y
posteriormente la mezcla se calent6 en bafio Maria a 96 °C. Una vez que la mezcla hirvio,
se introdujeron las hojas en la solucion y se dejaron por 5 min o hasta que su color verde

se desvanecio por completo.
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Las hojas fueron transferidas a placas Petri, se afiadio la solucién destefiidora y se
mantuvieron en agitacion durante una noche a temperatura ambiente. Las hojas se
enjuagaron con glicerol al 60% al menos 2 veces y cuando estaban completamente
destefiidas se colocaron en otra placa Petri para permitir el secado y hacer las

observaciones microscopicas.

7.4 Observaciones macroscopicas

La virulencia de P. capsici D3 en diferentes hospederos fue realizada mediante
observaciones macroscopicas. La progresion de la infeccion en el tejido foliar se evaluo
mediante observaciones con una lampara de luz UV de onda larga de 100W. Se tomaron
fotografias de la infeccion a las 24, 48 y 72 horas y a partir de estas se obtuvieron datos
de area de infeccion. Por otra parte, se compararon los fenotipos de la infeccion por P.
capsici. De igual manera, las tinciones con DAB y azul de tripano se observaron
macroscopicamente para detectar diferencias en el proceso de infeccién en los

hospederos.

7.5 Evaluacion de morfologia de colonia

Para los ensayos de morfologia de colonia se utilizaron placas Petri con agar V8®
clarificado. Este medio contiene los mismos componentes que el medio V8® estandar,
excepto que a los 200 mL/L del jugo V8® se les ha retirado la mayor parte de los
componentes solidos de las verduras mediante centrifugacién. Asimismo, se agregaron
los antibidticos ampicilina y rifampicina (100 mg/mL) y se inocularon las placas con tejido
de diferentes hospederos infectados con P. capsici. Previamente se infectaron hojas
desprendidas mediante inoculacion de disco (las hojas se lavaron con dH20 y etanol al
70%), a las 72 horas se obtuvieron discos de hojas infectadas con un sacabocados del
nimero 1. Los discos del mismo tamafio se colocaron en las placas con medio V8®
clarificado, se cubrieron con papel aluminio y se incubaron a 28°, durante 7 dias hasta
gue el micelio crecié en toda la placa. Para los ensayos de crecimiento de colonia micelial
se establecié un control con la cepa original de P. capsici D3 creciendo en medio V8®
clarificado y sin haber infectado ningin hospedero. Se tomaron fotografias cada 24 horas
para medir el diametro de colonia en ImageJ y asi graficar el crecimiento de la colonia

micelial del dia 1 al dia 7.
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7.6 Extracciones de RNA del tejido de interaccion planta-P. capsici

7.6.1 Extraccion de RNA con TRizol™

El RNA se extrajo de las muestras de interaccion planta-patégeno que se recuperaron
del tejido vegetal infectado con P. capsici a diferentes tiempos. También se extrajo RNA
del micelio de P. capsici, ya que este se utilizaria como control para normalizar los datos
expresion relativa. Se llevo a cabo por el método de extraccién de RNA con Trizol™
(Invitrogen) basado en la metodologia de Zhao et al. (2018). Para la extraccion de RNA,
usando nitrégeno liquido se trituré aprox. 5 g de hojas infectadas con P. capsici. El polvo
fino obtenido se transfirié a un tubo de centrifuga de 1.5 mL. Se agrego 1 mL de reactivo
Trizol™ al tubo que contenia el polvo fino y se agité en vortex durante 30 s. La muestra
homogeneizada se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la
disociacion completa de los complejos nucleoproteicos. Luego, se centrifugé a 12,000 xg
durante 10 min a temperatura ambiente para eliminar los restos celulares y se transfirié
el sobrenadante a un tubo nuevo. Enseguida, se agrego 0.2 mL de cloroformo por 1 mL
de Trizol™ y se agité en vortex vigorosamente durante 15 s, luego, las muestras se
centrifugaron durante 15 min a 4°C a 12,000 xg. La mezcla se separ6 en una fase roja
inferior de fenol-cloroformo, una interfase y una fase acuosa superior incolora, como el
RNA permanece exclusivamente en la fase acuosa superior incolora se transfirieron 600
pL de esta a un tubo nuevo, con cuidado y sin alterar la interfase. Posteriormente, se
agrego 0.5 mL de alcohol isopropilico grado biologia molecular al tubo que contenia la
fase acuosa superior incolora. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 min y se centrifugd a 4°C a 12,000 xg. Luego, se deseché el sobrenadante y
se agregd 1 mL de etanol al 70% al tubo y se agité suavemente el tubo varias veces para
lavar el sedimento. Se centrifugd a 10,000 xg durante 5 min a 4°C y se desecho el
sobrenadante, la pastilla del RNA se secé a temperatura ambiente durante 5-10 min.
Después, se agregaron 40 puL de agua libre de RNasa para resuspender el RNA.
Finalmente, se midié la concentracion y pureza del RNA en NanoDrop®, luego, se
realizaron alicuotas con una cantidad de 1,000 nanogramos de RNA que se guardaron a

-80°C para su uso posterior.
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7.6.2 Extraccion de RNA con el kit “Quick-RNA plant miniprep kit”

Se utilizé el kit “Quick-RNA plant miniprep kit” de la marca Zymo Research. Las muestras
de hojas infectadas colectadas y congeladas a -80°C se trituraron finamente en el tubo
de lisis con perlas “ZR BashingBead” y se afiadieron 800 uL del RNA “lysis buffer”, la
mezcla se agité en vortex durante 30-60 s. Luego, se centrifug6 por 1 min a 10,000 xg,
se transfirieron 400 puL del sobrenadante en una columna Zymo-Spin IICG en un tubo
colector y nuevamente se centrifugd durante 30 s. Se afiadieron 400 pL de etanol grado
biologia molecular (95-100%) al filtrado, directamente en el tubo colector. Se mezclo con
la micropipeta y la mezcla se transfiri6 a una columna Zymo-Spin II-CR en un tubo
colector, después, se centrifugbé durante 30 s a 10,000 xg y se descarté el filtrado. En
este punto, se realiz6 un tratamiento con DNAasa en la columna, para ello, primero se
hizo un lavado con 400 pL del “wash buffer” en la columna, se centrifugd por 30 s 'y se
descarto el filtrado. Posteriormente, se agregaron 80 pL de una solucién de DNAasa
directamente en la columna y se incubd durante 30-60 min a 37°C para permitir la
actividad de la enzima. Posteriormente, se afiadieron 400 pL de RNA prep buffer a la
columna y se centrifug6 por 30 s, se descarto el filtrado y se agregaron 700 pL de RNA
wash buffer a la columna, se centrifugd por 30 s y nuevamente se descart6 el filtrado.
Nuevamente, se afiadieron 400 pL de RNA wash buffer, se centrifugé por 2 min y la
mezcla se transfirid6 a un tubo de 1.5 mL libre de RNAasa. Se agregaron 50 pL de
“DNAse/RNAse free water” directo en la matriz de la columna y se centrifug6 por 30 s.
Luego, se transfirié el RNA eluido en el filtro Zymo-Spin IlI-HRC, previamente preparado
con 600 puL de “Prep Solution” con centrifugacion a 8,000 xg durante 3 min. Finalmente,
el RNA eluido fue transferido al filtro Zymo-Spin 11I-HRC en un tubo libre de RNAasa de
1.5 mL y se centrifug6 a 16,000 xg durante 3 min. Se midié la concentracion y pureza del
RNA en NanoDrop®, y se realizaron alicuotas con una concentracion de 1,000
nanogramos de RNA para su uso posterior, se guardaron a -80°C. Para el tratamiento
con DNAasa, previamente, se preparo una mezcla que contenia 8 pL del buffer, 8 pL de
la enzima DNAasa y 64 pL de agua inyectable, para cada muestra.
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7.6.3 Combinacion de protocolos extraccion de RNA

Debido a la escasez de las columnas “Zymo-Spin IICG” del kit, se prob6 exitosamente
una combinacion de protocolos para conjugar las metodologias sin el uso de dichas
columnas. Primero, se realiz6 la extraccidon como lo indica el protocolo del Trizol hasta la
obtencion de la mezcla con alcohol isopropilico, y a partir de aqui se continué con el
protocolo del kit con columnas. La mezcla con alcohol isopropilico se transfirio a la
columna Zymo-Spin II-CR del kit y a partir de este punto, se llevo a cabo la metodologia
de extraccion de RNA con kit incluido el tratamiento con DNAasa. Con esta combinacion

de protocolos se logré obtener RNA de mayor pureza y concentracion.

7.7 Retrotranscripcion, PCR y gPCR

Se uso el RNA extraido de las muestras de interaccion y el RNA de micelio. La sintesis
del cDNA de la primera hebra a partir de RNA mensajero (mMRNA) se realiz6 con el
“‘SCRIPT cDNA Synthesis Kit” de Jena Bioscience
(https://www.jenabioscience.com/images/PDF/PCR-511.0003.pdf), siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se us6 Retrotranscripcion (RT) y el oligo-(dT)zo0, probando
las opciones sugeridas por el fabricante en los protocolos, 1a (combinacion estandar del
RNA/oligo sin desnaturalizacion) y 1b (combinacién de RNA/oligo con desnaturalizacion).
Se obtuvieron mejores resultados en la sintesis de cDNA preparando el mix de reaccién
1b y la incubacion de la mezcla a 65 °C durante 5 min, luego se colocé en hielo para
completar la reaccion con el resto de los componentes indicados. La RT se realizé en un
termociclador BIO-RAD T100™ con las condiciones indicadas por el protocolo de sintesis.
Para verificar la sintesis correcta se efectué una PCR usando 1 pL del cDNA producido
en la RT y oligonucledtidos (2 uM) para amplificar el gen del factor de elongaciéon (EF1)

de P. capsici.

La gPCR se realiz6 usando el kit para qPCR en tiempo real con tincion de “DNA gPCR
SybrMaster highROX” que emplea como colorante el “SYBR® Green Fluorescent DNA

Stain”, de la marca Jena Bioscience (https://www.jenabioscience.com/images/PDF/PCR-

374.0003.pdf), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Siguiendo las pautas

estandar de biologia molecular se utilizaron oligonucle6tidos especificos para cada gen

de interés y el gen de referencia EF1 usado como control endégeno.
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La expresion relativa de cada gen de interés se determino en las diferentes muestras de
interaccidon planta-patégeno y se compard con su expresion en el micelio de cultivo
axénico. Para determinar la expresion relativa, se efectuaron dos réplicas biologicas y
tres réplicas técnicas para cada gen, teniendo en cuenta que se produjeran resultados

similares en cada una de las repeticiones.

Cuadro 1. Oligonucleotidos utilizados para determinar los niveles de expresion relativa de efectores Avr.

Oligos Secuencia Long. (nt) GC% m Amplicon (bp)
Avr3al-F | CATCATGGCAGACCCAAGCA 20 55 59°C
Avr3al-R | ATAATCCAGGTGGATCGCGT 20 50 59 °C 1o
Avrl-F CGACGAGAGGGGAGGATTTC 20 60 59 °C
Avrl-R AGTATTTGGGGGCCTTCACC 20 55 59 °C 170
Avrlb-F | GTGGATTCTCCAATGCTGCG 20 55 59 °C 183
Avrlb-R GTCCCAGTTTGGCTAGAACG 20 55 59 °C
EF1 CTAAGGGCACCCAGGACTTC 20 60 58.3 °C 193
EF1 TCACCCGACTTCACGAACTT 20 55 58.3°C

Cuadro 2. Oligonucleétidos usados para determinar los niveles de expresion relativa de SMYD3 y
JmJC6021.

Oligos Secuencia Long. (nt) GC% Tm Amplicon (bp)
SMYD3-F ACCTCAACAGCTAAACGCCA 20 50 60.7 °C 123
SMYD3-R | CACGTCGCTCTGGAGACTTT 20 55 60.7 °C
JmJ6021-F | AGAGGAACTACTGGAGCGGT 20 55 61.8 °C 931
JmJ6021-R | CAAGGGATACCGTACCAAGT 20 55 61.8 °C

7.8 Andlisis de secuencias de genes efectores homologos

Se realizé una busqueda de genes efectores homaélogos de avirulencia (Avh) en otras
especies de Phytophthora para los cuales esta reportada la actividad de avirulencia en la
literatura existente. Se obtuvo una lista de genes Avh y Avr en las especies mas
estudiadas, P. infestans y P. sojae, ademas de algunos Avr de P. capsici. Las secuencias
de nucledtidos de los genes encontrados con actividad de avirulencia conocida, se

obtuvieron del NCBI y de los conjuntos de datos de efectores publicados.
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Las secuencias de nucleotidos de la lista de efectores agrupados se alinearon con la
herramienta en linea Muscle Bioinformatics para obtener un archivo FASTA. El archivo
FASTA del alineamiento se paso a formato phylip y las secuencias se procesaron en
PhyML para generar un arbol filogenético de méaxima verosimilitud. Con las opciones
predeterminadas y el mejor modelo elegido por el software “Smart Model Selection”
(SMS) (Guindon et al., 2010; Lefort et al., 2017). El arbol filogenético generado en PhyML
se importé desde Evolview suite en formato newick para asignar una raiz, visualizar y
agregar anotaciones. En Evolview se agregd un heat map del porcentaje de identidad de
nucleotidos de los efectores Avh y Avr de tres especies de Phytophthora comparados con
los tres efectores analizados en el presente estudio (Avr3al, Avrl y Avrlb).
Adicionalmente, se agregaron motivos conservados de las secuencias de efectores, los
cuales se identificaron con MEME Bioinformatics (https://meme-

suite.org/meme/tools/meme) 'y los datos se computaron en  Evolview

(https://lwww.evolgenius.info/evolview/#/treeview).

7.9 Ensayos de expresion transitoria del efector Avr3al en plantas

Para esta prueba se utilizé la cepa de Agrobacterium tumefasciens GV2260 con las
construcciones genéticas de INF1 y Avr3al de P. capsici, previamente obtenidas en el
grupo de laboratorio. La cual contiene un plasmido de sobreexpresion en el vector binario
pB7WG2D con los genes INF1 y Avr3al. Se establecieron cultivos en medio LB con los
antibioticos Estreptomicina 100 mg/mL y Espectinomicina 100 mg/mL, se dejaron crecer
durante dos dias a 28 °C en agitacion a 180 rpm. A partir de estos se realizdé un nuevo

cultivo para tener células de 24 h de crecimiento y adecuadas para la agroinfiltracion.

Se tomo el cultivo de 24 h'y se midio la ODeoo €n un espectrofotometro para la preparacion
de las bacterias. Los cultivos crecidos en medio LB fueron centrifugados y se
resuspendieron en MgClz (2mM), se midié nuevamente la ODsoo y se ajusté a 0.5. Las
células se dejaron reposar durante dos horas antes de iniciar la infiltracion. Una vez
preparadas las bacterias, se infiltraron hojas de plantas de S. americanum y P. angulata
de 4 a 5 semanas de edad, con una jeringa de 1 mL sin aguja y ejerciendo presion sobre
el embolo para infiltrar las células de Agrobacterium en las hojas.
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Se establecié un disefio de cuatro puntos de infiltracion en cada hoja, como controles se
infiltraron el buffer que consiste en una solucion de MgClz y el vector vacio (EV) que es
la bacteria A. tumefasciens que contiene el plasmido sin el gen. Y Agrobacterium que
contenia el plasmido mas el gen, INF1 en un tratamiento y Avr3al en otro. Con ayuda de
la aguja de la misma jeringa se realizé una pequefia incision en los sitios marcados en la
superficie abaxial de la hoja para facilitar la infiltracién en los cuatro puntos de infiltracion
por cada hoja (Buffer, EV, INF1 y Avr3al). Se infiltraron 2-3 hojas por planta, tomando
las hojas completamente abiertas de la parte intermedia de la planta, no hojas de mayor
edad de la parte inferior ni hojas demasiado jovenes de la parte de superior. Las plantas
agroinfiltradas se mantuvieron a temperatura ambiente con el fotoperiodo del dia y los
fenotipos se evaluaron a los 7 dias post-infiltracion. El experimento se repitio 3 veces con
6 réplicas técnicas para un numero total de 18 datos en S. americanum y 2 veces con 6

réplicas para un total de 12 en P. angulata.

7.10 Obtencion de imagenes y datos de virulencia

Se obtuvieron datos de area de infeccion utilizando el software de procesamiento de
imagen digital ImageJ, que posteriormente se analizaron en RStudio. Se realiz6 un
ANOVA y una prueba de TuckeyHSD para la comparacion entre el comportamiento de la
virulencia en funcién de la interaccion. Para la evaluacion del crecimiento micelial de P.
capsici D3 en placas Petri se realizaron mediciones de didmetro de colonia con ayuda de
ImageJ. A partir de fotografias tomadas diariamente de cada cultivo en placa Petri con
una escala de referencia en la misma. De los datos de morfologia de colonia se obtuvo
la media y el error estandar de la media para graficar una cinética que nos muestra el
crecimiento colonial del dia 1 al dia 7, con ggplot2. Asimismo, de la cuantificaciéon de
zoosporas se graficd la concentracidbn estimada en cada una de las muestras

provenientes de diferentes interacciones.

7.11 Normalizacién de datos de expresion relativa de genes

Los datos de Ct de los genes de interés (Avr3al, Avrl, Avrlb, SMYD3 y JmJC6021)
obtenidos por gPCR se normalizaron con respecto al gen enddgeno o de referencia (EF1)
y los Ct de cada muestra de interaccion planta-P. capsici se normalizaron al micelio como

control.
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Los caélculos se realizaron por el método de AACt y para normalizar los datos de Ct de
los genes de interés al Ct de EF1 como gen de referencia se obtuvo la diferencia, como

se muestra a continuacion.

ACt(control)=Ct(gen de interés)-Ct(gen de referencia)
ACt(Muestra)=Ct(gen de interés)—Ct(gen de referencia)

Para normalizar el ACt de cada muestra de interaccién al ACt de la muestra de micelio:

AACt (Muestra) = ACt(interaccion) — ACt (micelio)

Debido a que los célculos se hacen con logaritmo base 2, se utilizd la ecuacién REN =
2-AACt (Muestra)narg obtener la relacion de expresion normalizada para cada gen de interés
en las muestras de interaccion y finalmente se obtuvo la diferencia entre los valores de
fold change de los genes interés en cada muestra de interaccion y los valores en el

micelio.

7.12 Analisis de datos

El andlisis de datos se realizé en RStudio y se visualizaron utilizando la paqueteria
ggplot2. Primero, todos los datos se capturaron en Microsoft Excel y se guardaron como
archivos .csv para posteriormente importarlos en RStudio con readxl. Segundo, el analisis
estadistico general fue un ANOVA (aov) y una prueba de TuckeyHSD de los resultados
del aov. Para asignar la significancia estadistica y el tratamiento con mayor efecto, los
resultados se asignaron a un modelo (variable ~ tratamiento) vy
multcompLetters4(modelo, TuckeyHSD). Los boxplots del area de lesion en tres puntos
de tiempo de las cuatro interacciones, se visualizaron incluyendo los datos individuales y
las réplicas (Rep 1, Rep 2 y Rep 3) que representan las tres veces que se repitieron los

experimentos independientes.

Para obtener la cinética del crecimiento de la colonia micelial de P. capsici se obtuvo la
media, y el error estandar de la media para cada interaccién, y se visualizaron en ggplot2
con la escala de colores viridis. La gréfica de barras de la produccion de zoosporas se
realizd con la misma paqueteria y escala de colores, las barras de error indican la

deviacion estandar.
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Para las graficas de los niveles de expresion relativa de genes Avr, los calculos se
hicieron en Excel para obtener el Fold change (Logz), posteriormente, los datos se
analizaron en RStudio y se graficaron con ggplot2. Primero, la comparacion de la
expresion de cada gen por cada interaccion, segundo, una visualizacion general, y
tercero, un analisis de componentes principales (PCA) adicional. El cual fue util para
evaluar visualmente las similitudes y diferencias de los datos entre las muestras para
determinar si se agrupaban solo datos de la misma muestra, lo que indicaria mayor

confiabilidad entre los datos por muestras de cada interaccion.

De la evaluacién de los fenotipos de la respuesta a la expresion de INF1 y Avr3al, mas
los respectivos controles se obtuvieron datos del nivel de respuesta hipersensible. Para
ello, primero se defini6é el HR_score con base en todos los fenotipos obtenidos, en una
escala del 0 al 6. Donde 0 indica que no hay HR visible y 6 representa el mayor nivel de
HR. La visualizacion de los datos de HR_score se construyé con geompoint de ggplot2,
haciendo un conteo (count) del nimero de datos del nivel de HR que cae en cada score,
lo que hace puntos pequefios 0 mas grandes dependiendo del “count” (conteo). Por
altimo, los niveles de expresion relativa de la metilasa/desmetilasa de histona se
transformaron de Logz a Logioy se visualizaron en un heatmap para mostrar los niveles
de expresion relativa de SMYD3 y JmJC6021. Adicionalmente, se agreg6é un PCA del

nivel de expresion relativa, para indicar la variacion de los datos en las muestras.
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8 Resultados

8.1 Comparacion de la virulencia de P. capsici entre cuatro interacciones planta-
patdgeno

Como primer paso en este estudio, se caracterizo la patogenicidad y virulencia de P.
capsici en cuatro diferentes interacciones planta-patégeno. Primero, se verificd
cualitativamente la patogenicidad de P. capsici en la interaccion con cuatro especies de
plantas, que se enlistan en el cuadro 3. Se inocularon zoosporas en la raiz de plantas
sanas en maceta y se observo el fenotipo a los 3 y a los 6 dpi. A los 3 dpi se evalud el
progreso de la enfermedad en las plantas, detectamos que S. americanum empieza a
decaer, porque exhibe sintomas de marchitamiento y que V. unguiculata, C. annuumy P.
angulata permanecen sin sintomas aparentes de la enfermedad. Sin embargo, a las 72
horas notamos que S. americanum se muestra completamente enferma y con marchitez
severa, V. unguiculata se muestra tolerante a la enfermedad, pero se observa un
decaimiento de las hojas, en C. annuum al igual que en S. americanum, se observo la
mayor severidad de la enfermedad y en P. angulata la enfermedad no se desarroll6 y
permanece sin sintomas aparentes en el trascurso de la interaccion, hasta los 6 dias

postinoculacion (Figura 1B).

Cuadro 3. Especies de plantas utilizadas en este estudio.

_ Familia Cultivar o ) Reaccion
Especie o » Nombre comun
botanica accesion evaluada
Solanum ) Hierba mora
) Solanaceae Silvestre ) S
americanum americana
Vigna unguiculata Fabaceae Cultivo huérfano Frijol caupi NH
Capsicum annuum Chiltepin de
] Solanaceae Fomentada S
var. Glabriusculum Sonora
_ ; Tomatillo
Physalis angulata Solanaceae Silvestre ) NH
silvestre

NH=no hospedero, S=susceptible.
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3 dias 6 dias

Figura 1. Evaluacion fenotipica de la reaccion a la inoculacion de P. capsici en raiz en diferentes especies.
(A) Vista de plantas sanas (sin inoculacion) utilizadas en este trabajo, (a) S. americanum,(b) V.
unguiculata,(c) C. annuum var. Glabriusculum, (d) P. angulata. (B) Fenotipos de plantas inoculadas con
zoosporas (1x10° aprox.) de P. capsici en raiz. Se muestran fotografias a los 3 dias (izquierda) y 6 dias
(derecha) postinoculacion.

Segundo, realizamos observaciones microscOpicas a partir de imagenes de hojas
desprendidas inoculadas con P. capsici y se dio seguimiento a la interaccion en el
transcurso del tiempo para detectar y cuantificar el comportamiento de la virulencia de P.
capsici en las cuatro especies de plantas. Los datos del area de lesion mostraron que la
virulencia varié dependiendo del tipo de interaccion, y entre las diferentes especies
vegetales la progresiéon de la infeccibn se regula segun el genotipo y el tiempo
transcurrido. En la Figura 2A, se observan los fenotipos de las cuatro interacciones
planta-P. capsici, en tres puntos de tiempo, a las 24, 48 y 72 h. La virulencia fue
significativamente mayor en S. americanum en los tres puntos de tiempo. A las 24 h no
hubo diferencias significativas entre el area de lesién por P. capsici entre V. unguiculata,

C. annuum y P. angulata.
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A las 48 horas no se observaron diferencias en el area de lesion entre V. unguiculata y
C. annuum, pero si se observo el area de lesion significativamente menor en P. angulata.
En cambio, a las 72 horas las interacciones se separan en cuanto a virulencia, puesto
que, se observaron diferencias significativas entre el area de lesién entre todas las

interacciones.
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Figura 2. Progresion de la infeccidon ocasionada por P. capsici en hojas. (A) Fenotipos de hojas infectadas
S. americanum, V. unguiculata, C. annuum var. Glabriusculum y P. angulata, a las 24, 48 y 72 hpi,
observadas bajo luz visible y luz UV. (B) Medicién del area de lesién y de expansion de la infeccion sobre
la superficie de las hojas en los distintos hospederos. Las mediciones se realizaron a las 24,48y 72 h en
las mismas hojas con ayuda del software ImageJ. Los datos se analizaron con un one-way ANOVA y una
prueba de Tuckey HSD en Rstudio. Las letras indican las diferencias significativas en el area de lesion
entre los diferentes hospederos, las letras iguales indican que no hay diferencias significativas en dichos
hospederos, en cambio, las letras diferentes indican diferencias significativas y el orden alfabético indica
los hospederos con mayor y menor progresion del area de lesion, respectivamente.

En la interaccion S. americanum-P. capsici, se observo una clara diferenciacion de la fase
biotrofica y necrotrofica, incluso con las observaciones macroscopicas en luz visible

(Figura 2A). Esta diferencia de fases se observé en C. annuum var. Glabriusculum a las

72 horas, pero en menor nivel.
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En S. americanum (Figura 11A) y V. unguiculata (Figura 2A) se indujo una respuesta
similar a una respuesta hipersensible previo a la expansion de la infeccion a través del
tejido foliar. Asimismo, la transicion de la fase biotrofica a necrotréfica ocurrio primero en
S. americanum (Figura 2A y Figura 11A) y después en C. annuum var. Glabriusculum,
mientras que en V. unguiculata no se detect6 una diferenciacion clara de la transicion en
algunas hojas evaluadas. En P. angulata tampoco se observo la transicion de fase
(Figura 2A y Figura 11B) porque no hubo una progresion de la infeccion como ocurrié
en los hospederos susceptibles S. americanum y C. annuum. Curiosamente, el fenotipo
de hidrosis o “water soaking”, una caracteristica de la infeccién por patdégenos que puede
verse como un signo del progreso de la infeccion exitosa (Ekanayake et al., 2022; Hu et
al., 2022; Lajeunesse et al., 2023), solo se observo de manera clara en S. americanum a
las 72 horas, en cambio en C. annuum fue casi indetectable por la rapida transicion de
biotrofia a necrotrofia. Este fenotipo no se detectdé en V. unguiculata ni en P. angulata
(Figura 2A y Figura 11B).

Los resultados de la evaluacion de la virulencia, en sintesis, exhiben variaciones en la
progresion de la infeccién o diferencias en las reacciones causadas por el patégeno,
dependiendo de la interaccion. Los datos fenotipicos permitieron constatar que
determinados genotipos difieren en el grado de resistencia, unos pueden sobrevivir al
patbgeno y otros pueden ser susceptibles. Lo anterior nos permiti6 comparar las
variaciones en la virulencia de P. capsici, en un espectro del nivel de resistencia de cuatro

especies de plantas.

8.2 Los cambios en la morfologia de colonia de P. capsici y la produccion de
zoosporas difieren en la interaccion

Los experimentos de crecimiento micelial en los ensayos de morfologia de colonia de P.
capsici se realizaron para detectar cambios en la forma y el patrén de crecimiento del
micelio, guiados por la interaccion planta-patégeno. Partiendo de la premisa de que cada
planta impone un ambiente distinto al que P. capsici se tiene adaptar, infectamos hojas
desprendidas de S. americanum, V. unguiculata, C. annuum var. Glabriusculum y P.

angulata.
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Dejamos crecer por 72 horas y tomamos nuevo indculo directamente de las hojas
infectadas, inoculamos discos de dichas hojas en placas con medio V8® y se dio
seguimiento al nuevo crecimiento micelial. Luego, se midié el diametro de colonia
diariamente desde el dia 1 al dia 7, hasta que el control cubriera completamente la placa.
El control se refiere a la cepa de “stock” in vitro que se siembra rutinariamente en el

laboratorio, sin inocular en alguna planta.

Control S. americanum V. unguiculata C. annuum v.g. P._angulata
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Figura 3. Ensayos de morfologia de colonia in vitro. (A) Observaciones macroscdépicas del crecimiento
micelial de los cultivos de discos de hojas infectadas de diferentes hospederos a los 4 dias (abajo) y a los
5 dias (arriba). (B) Crecimiento de colonias de P. capsici del dia 1 al dia 7. El patégeno se inocul6 y se
dejé crecer en el hospedero, luego se recuperé y se dejé crecer en medio V8 clarificado. (C) Concentracion
de zoosporas producidas por P. capsici en los aislados de hojas infectadas. Las letras indican las
diferencias significativas entre las diferentes muestras. Letras iguales indican que no hay diferencias
significativas entre dichas condiciones. Las letras diferentes indican diferencias significativas. El orden
alfabético indica las muestras con mayores y menores diferencias respectivamente.
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Los fenotipos detectados por las observaciones macroscopicas mostraron diferencias en
la morfologia de la colonia micelial dependiente del tipo de interaccion (Figura 3A).
Comunmente, P. capsici presenta una morfologia estrellada abierta o relajada, en medio
V8, como se observa en el control (Figura 3A), pero cuando se impuso en diferentes
especies de plantas, tendié a cambiar su morfologia. El aislado de S. americanum todavia
presentd micelio en forma estrellada, pero fue mas cerrada o compacta en comparacion
con el control. En cambio, cuando la cepa se aislé tanto de V. unguiculata como de C.
annuum la forma del micelio se volvi6 mas laxa, menos densa y estrellada. Asimismo,

después de la interaccion con P. angulata el micelio fue menos denso y nada estrellado.

Los datos de didmetro de colonia visualizados en la grafica de la Figura 3B, indican que
el crecimiento de la colonia micelial no fue significativamente diferente entre el control, S.
americanum y V. unguiculata, pero si lo fue entre estos tres anteriores y los aislados de
C. annuum var. Glabriusculum y P. angulata. La produccion de zoosporas varié
significativamente entre los aislados de los distintos hospederos (Figura 3C). En
resumen, la morfologia de colonias y la produccion de zoosporas son dos aspectos que
se comportaron diferente por efecto del ambiente impuesto por la especie de planta.

8.3 Diferencias detectadas en la respuesta a la infeccion por P. capsici entre
distintas interacciones planta-patégeno

Para comparar la respuesta a la infeccion por P. capsici en las cuatro interacciones
planta-patégeno, se montaron ensayos de infeccidén con zoosporas, luego, se llevé a cabo
una tincién histolégica del tejido vegetal inoculado con P. capsici D3, asi como una prueba
bioquimica para la deteccion de ROS. Con esto, pudimos evaluar la respuesta a la
infeccion distintiva de cada planta. Las observaciones macroscopicas de los fenotipos
mostraron que las dos pruebas implementadas para detectar la muerte celular y la
acumulacion de ROS produjeron resultados similares, los cuales estan determinados por
el tipo de interaccion planta-P. capsici. Se observo que en S. americanum se produjo una
mayor cantidad de ROS, que se extendio sobre la mayor parte de la superficie de la hoja.
Esto ocurrié diferente en C. annuum var. Glabriusculum, ya que mostré una respuesta
disminuida desde el inicio de infeccion hasta las 48 horas, los cual no es concordante con

los fenotipos de infeccion con micelio a las 48 horas.
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En V. unguiculata no hubo respuesta notable en la produccién de ROS a las 24 y 48
horas, lo que es consistente con el limitado pero latente avance de la infeccion con
micelio. En P. angulata la respuesta fue minima a las 24 horas, pero aument6 a las 48
horas sin incremento de la muerte celular. En la Figura 4A, se muestran las diferencias
en la produccion de ROS en respuesta a la infeccion por P. capsici en las cuatro plantas

estudiadas, a las 24 y 48 hpi.

S. americanum C. annuum v.g. V. unguiculata P. angulata
A 24 hpi 48 hpi 24 hpi 48 hpi 24 hpi 48 hpi 24 hpi 48 hpi
I J 1

e T Tem 1em 1cm 4 1em « tem

Figura 4. Observaciones macroscoépicas de la respuesta a la infeccién en hojas de diferentes plantas. (A)
Tincion de DAB para la deteccion de la acumulacién de ROS inducida por la infeccién por P. capsici. Las
fotografias se obtuvieron a las 24 y 48 hpi. (B) Fenotipos de muerte celular y colonizacion del patégeno en
el tejido vegetal infectado a las 24 y 48 hpi, obtenidos mediante observaciones macroscépicas de tinciones
con azul de tripano.

Por otra parte, en la Figura 4B se observan los fenotipos de muerte celular en el tejido
de la hoja, revelados con la tincion con azul de tripano, a las 24 y 48 hpi. La mayor muerte
celular se observé en S. americanum en los dos puntos de tiempo, en cambio, en las
demas plantas fue limitada. Incluso en V. unguiculata y P. angulata solo se notaron los
puntos de reaccion donde se inocularon las zoosporas, pero no se observo expansion de
la muerte celular. Lo que fue consistente con los niveles de ROS, que variaron

dependiendo del grado de infeccion que logré desarrollar el patégeno en las hojas.
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8.4 Los niveles de expresion relativa de genes efectores Avr estan regulados
diferencialmente entre las interacciones planta-P. capsici

Determinamos, por RT-gPCR, los niveles de expresion relativa de tres genes efectores
tipo Avr (Avr3al, Avrly Avrlb) de P. capsici en cuatro interacciones planta-patdgeno (S.
americanum, V. unguiculata, C. annuum y P. angulata), a las 48 y 72 hpi del transcurso
de la interaccion. Los datos obtenidos de las gPCR fueron normalizados, primero, con
respecto al gen constitutivo EF1 y, segundo, con respecto a la expresion de los genes en

el micelio de P. capsici cultivado en agar V8® clarificado.
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Figura 5. Niveles de expresién de genes efectores Avr de P. capsici a las 48 hpi. (A) Expresion relativa de
los genes efectores Avr3al, Avrl y Avrlb, expresada en fold change determinada por el método de AACt
de los datos obtenidos de RT-qPCR, en muestras de RNA de micelio y muestras de interaccién en S.
americanum, V. unguiculata, C. annuum y P. angulata. Las lineas punteadas indican el limite del nivel de
expresioén en el control y las letras muestran las diferencias significativas en los niveles de expresién entre
las muestras. (B) Una vista general de los niveles de expresion relativa de los efectores en el micelio y los
cuatro hospederos. (C) Un PCA de los datos de expresion relativa de los efectores agrupados por muestras.

Pudimos examinar el comportamiento en los patrones de expresion de Avr3al, Avrl y

Avrlb, en el transcurso del tiempo de diferentes interacciones planta-P. capsici.
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Encontramos que, a las 48 hpi Avr3al se expreso a un nivel significativamente mas alto
en la interaccion con C. annum. En S. americanum y V. unguiculata se expreso a niveles
similares, pero en P. angulata los transcritos estuvieron por debajo de los niveles de
transcrito del micelio. En el caso del gen Avrl, en todas las interacciones los niveles de
transcritos se expresaron en valores por debajo de los transcritos en el micelio. En
cambio, Avrlb en todas las interacciones se expreso por arriba de su expresion en el
micelio, particularmente, en P. angulata Avrlb se expreso significativamente mas que en
el resto de las interacciones. En V. unguiculata Avrlb se expres6 mas que en S.
americanum y en C. annuum, y en estas dos ultimas interacciones Avrlb se expreso en
niveles similares. En la Figura 5 se muestra la expresion de efectores Avr a las 48 hpi.
El componente PC1 explica la mayor parte de la variabilidad (65.29 %) en los datos por

muestras (interaccion planta-P. capsici) analizadas (Figura 5 C).
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Figura 6. Niveles de expresién de genes efectores Avr de P. capsici a las 72 hpi. (A) Expresion relativa de
Avr3al, Avrly Avrlb. Las lineas punteadas indican el limite del nivel de expresion en el control y las letras
muestran las diferencias significativas en los niveles de expresion entre las muestras. (B) Visualizacion
general de los niveles de expresion relativa de los efectores agrupados en las 5 condiciones de estudio
(micelio y los cuatro hospederos). (C) PCA que muestra la variacion de los datos de expresion relativa, en
cada una de las muestras, representadas por formas y diferente color.
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En la Figura 6, analizamos los datos de expresion de Avr3al, Avrl y Avrlb a las 72 hpi
del transcurso de la interaccion. Aqui, constatamos que Avr3al a las 72 horas se expresé
a niveles altos en C. annuum, comparado con los niveles de expresion de las otras tres
interacciones. En las interacciones de P. capsici con S. americanum, V. unguiculata y P.
angulata no hubo diferencias significativas en los niveles de expresion de Avr3al,
aunque, cabe remarcar que se expresa por arriba del nivel de expresion en el micelio.
Asimismo, Avrl al igual que Avr3al se expreso mas en la interaccion de C. annuum, pero
no a niveles dramaticos, y en el resto de las interacciones Avrl se expreso por abajo del
nivel del micelio. Por otra parte, Avrlb a las 72 hpi experimentd un cambio en su
expresion, se expres6 mas en V. unguiculata que en otras interacciones. Como se
muestra en las Figuras 6A y 6B, entre las 48 y 72 hpi ocurrieron cambios drasticos en
los patrones de expresion de los genes Avr, los cuales estan relacionados con el tiempo
transcurrido de la interaccion y el tipo de interaccion. Para el caso del set de datos de
expresion relativa después de 72 hpi del transcurso la interaccion, la mayor parte de la

variabilidad sustenta en el PC1 (65.76 %), al igual que los de 48 horas (Figura 6C).

Para examinar a mayor profundidad la funcion de los efectores Avr de P. capsici,
incluimos una exploracion adicional de las secuencias de nucle6tidos de una lista de
efectores homdlogos de avirulencia (Avh) de P. infestans, P. sojae y P. capsici.
Comparamos la similitud de las secuencias mediante el software bioinformatico
MUSCLE, de efectores Avh contra los efectores Avr de P. capsici incluidos en este
estudio. Obtuvimos los datos de porcentaje de identidad de nucleétidos de la lista de
secuencias de efectores Avh con actividad de Avr conocida, construimos un mapa de
calor y agregamos los motivos de DNA identificados con el software MEME-motifs. Con
este analisis, constatamos que pese a la variacion en las secuencias de los efectores Avh
en las especies y entre especies, se conservan regiones que codifican para motivos de
proteina, que son esenciales para la actividad de avirulencia. Destaca la presencia del
motivo RXLR necesario para la traslocacion de los efectores Avr que activan la inmunidad
ETI. La mayoria de los efectores Avh incluidos en el analisis tienen funciones ya descritas,
lo que permite un acercamiento a las posibles funciones de los efectores Avr3al, Avrly
Avrlb, evaluados en este estudio. Los resultados del analisis de secuencias se muestran

en la Figura 7.
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Figura 7. Andlisis comparativo de las secuencias de genes efectores Avh y Avr de P. infestans, P. sojae y
P. capsici con actividad de avirulencia conocida. (A) Arbol maxima verosimilitud del alineamiento de
secuencias de la base de datos de NCBI de genes efectores Avh y Avr conocidos, realizado con PhyML y
visualizado en Evolview. (B) Porcentaje de identidad de nucledtidos de las secuencias de efectores Avh y
Avr conocidos contra los efectores de este estudio: Avr3al, Avrl y Avrlb. (C) Identificacion de motivos
conservados en las secuencias de genes efectores Avh y Avr, analizados mediante MEME Bioinformatics
y visualizados con Evolview. Los colores diferentes indican motivos conservados. Las lineas punteadas
marcan el limite de pares de bases.

8.5 El nivel de respuesta a la expresion del efector Avr3al de P. capsici supone
diferente respuesta inmunitaria en dos especies solanaceas

Para verificar la respuesta inmunitaria de las plantas sobreexpresamos transitoriamente,
por infiltraciébn con Agrobacterium, dos genes indicadores de la respuesta de defensa de
la planta. Para esto, utilizamos S. americanum y P. angulata, porque estas plantas
mostraron respuestas contrastantes tanto en la acumulacion de ROS como en muerte

celular.
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Implementamos la técnica de agroinfiltracion con A. tumefasciens GV2260 con las
construcciones de plasmidos pB7W2D con los genes INF1 y Avr3al, previamente
obtenidas en nuestro grupo de investigacion. Se infiltr6 Agrobacterium en hojas de
plantas de 4 semanas de edad, y evaluamos la respuesta a la expresion a los 7 dias. Los
experimentos de infiltracion los repetimos al menos tres veces en S. americanum y solo
dos veces en P. angulata, por el limitado nimero de plantas adecuadas para la expresion.
Primero, se revisaron todas las fotografias tomadas de los fenotipos de la expresion de
INF1y Avr3al en las hojas infiltradas (Figura 8A), con esto definimos una escala de HR

del O al 6, donde 0 indica ausencia de HR y 6 indica el nivel mas alto de HR como se

observa en la Figura 8B.
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Figura 8. Respuesta hipersensible por la expresién de INF1 y Avr3al en las solanaceas silvestres S.
americanum y P. angulata. (A) Imagenes representativas de los fenotipos de referencia para la escala de
HR, evaluados a los 7 dias. (B) Nivel de HR determinado por el alcance de la muerte celular inducida en
los sitios de infiltracion en una escala de 0 (sin muerte celular visible) a 6 (mayor grado de muerte celular).
(C) Observaciones macroscopicas de los fenotipos de HR en hojas infiltradas de S. americanum y P.
angulata, bajo luz visible y luz UV. (D) Visualizacion de los datos de indice de HR para INF1 y Avr3al,
comparados con los controles EV y el buffer. El HR_score representa el conteo del nimero de datos que
corresponden a cada nivel de HR.
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En la Figura 8C, se resaltan los fenotipos representativos del nivel de respuesta a la
expresion de INF1 y Avr3al en S. americanum comparados con los de P. angulata. Los
fenotipos observados mostraron que S. americanum tuvo una mayor respuesta a la
expresion, tanto de INF1 como Avr3al, puesto que la mayor parte de los datos indicaron
respuestas con nivel de HR entre 2 y 6 de acuerdo con la escala disefiada, para ambos
genes. Por el contrario, el nivel de respuesta observado en P. angulata, mostro valores
minimos o nula respuesta. La visualizacion de los datos de HR_score se construyé con
geompoint en ggplot2, haciendo un conteo del nimero de datos del nivel de HR que cae
en cada score, lo que hace puntos pequefios o0 mas grandes dependiendo del conteo
(Figura 8D). Los controles incluidos fueron el “buffer” y el vector vacio, los cuales no

mostraron respuesta en las hojas.

8.6 Las interacciones planta-patdgeno modulan los niveles de expresion de una
metilasa y una desmetilasa de histonas

Exploramos la regulacion epigenética de P. capsici para detectar diferencias que
permitan comprender la relacion entre las modificaciones epigenéticas en la cromatina y
la regulacién de la transcripcion de genes durante el ciclo de infeccion. Determinamos
por RT-qPCR, los niveles de expresion relativa de SMYD3 y JmJC6021, una metilasa y
una desmetilasa de histonas, respectivamente. Las cuales tienen como funcion regular
el establecimiento de las trimetilaciones en la lisina 4 de la histona 3, conocida como
marca epigenética H3K4me3. La expresion relativa de SMYD3 y JImJC6021 de P. capsici

la examinamos en cuatro interacciones con plantas y en el micelio.

Los datos de expresion relativa mostraron que, a las 48 hpi, SMYD3 se expres6 mas en
todas las interacciones planta-patégeno, comparado con su expresion en el micelio. Entre
las distintas interacciones se observé una mayor expresiéon de SMYD3 en C. annuum y
una menor expresion en P. angulata, tanto a las 48 hpi como a las 72 hpi. Un
comportamiento intrigante en los cambios en la expresion de SMYD3 fue que, a las 48
hpi se expresé mas en S. americanum que en V. unguiculata, pero a las 72 hpi ocurri6 lo
contrario. Asimismo, el nivel de expresion de SMYD3 en P. angulata fue

significativamente mas bajo que en el resto de las interacciones.
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En cuanto al nivel de expresiéon de JmJC6021, a las 48 hpi mostr6 menor expresion en
las interacciones con S. americanum, V. unguiculata y P. angulata, comparado con el
nivel de expresion en el micelio, sin embargo, en C. annuum mostro niveles de expresion
similares que en el micelio. Por otra parte, a las 72 hpi, IMJC6021 se expresd mas en
todas las interacciones comparado con su expresion en el micelio. La mayor expresion
de JmJC6021 se observo en C. annuum y la menor expresion en P. angulata, que fue

incluso menor que en el micelio.
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Figura 9. Niveles de expresién de SMYD3 y JmJC6021 de P. capsici en cuatro interacciones diferentes.
(A) Niveles de expresion relativa de SMYD3 y JmJC6021, a las 48 hpi, en las interacciones con S.
americanum, V. unguiculata, C. annuum y P. angulata. (B), Niveles de expresién relativa de SMYD3 y
JmJC6021 a las 72 hpi. Los datos de fold change fueron transformados a Logio para visualizar los niveles
de expresion relativa en el mapa de calor. El PCA (abajo), muestra la variacién de los datos de expresién
relativa, para cada una de las muestras de interaccion, representadas por puntos de diferente color
dependiendo del hospedero en interaccién con P. capsici.

De manera general, se observd que la regulacién de la expresion de SMYD3 fue
predominantemente alta en todas las interacciones planta-P. capsici, tanto a las 48 como
a las 72 hpi. En cambio, la expresiéon de ImJC6021 estuvo regulada a la baja a las 48 hpi
en todas las interacciones, pero no a las 72 hpi. Por lo tanto, la variacion en los niveles
de expresion relativa fue dependiente tanto del tiempo transcurrido como del tipo de

interaccion.
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9 Discusion

Estudios previos han informado sobre lo complejas y dindmicas que son las interacciones
de P. capsici con sus plantas hospederas, principalmente en las especies de cultivos. Sin
embargo, del conocimiento previo sabemos que este fitopatdgeno puede enfermar una
amplia gama de hospederos causando dafios graves (Erwin y Ribeiro, 1996; Hausbeck y
Lamour, 2007; Granke et al., 2012; Lamour et al., 2012). En las plantas infectadas, el
sintoma principal es el marchitamiento y la enfermedad puede progresar rdpidamente
hasta concluir en la muerte de la planta (Vega-Arreguin et al., 2017). Pero pese a los
esfuerzos realizados para detectar fuentes de resistencia genética en plantas de cultivo,

estas son de limitadas a ausentes (Vega-Arreguin et al., 2017).

Un enfoque poco explorado, al menos en P. capsici, es el estudio de la interaccion con
plantas silvestres relacionadas con los cultivos modernos, para tener un panorama mas
amplio en la comprension de los mecanismos genéticos reguladores de la virulencia del
patdgeno, asi como la resistencia genética a las enfermedades en especies poco
estudiadas, que no estan descritas o caracterizados completamente. En este estudio,
nuestro objetivo fue analizar cuatro interacciones planta-P. capsici para explicar el
comportamiento en la regulacion de dos componentes de la virulencia del patégeno: i) la
regulacion de la expresion de efectores Avr, y ii) la regulacion de dos genes que codifican
para una metilasa y una desmetilasa de histona, implicadas en el establecimiento de
modificaciones epigenéticas en la histona 3. Ademas, evaluamos las respuestas de
defensa de la planta para detectar diferencias entre distintas interacciones. Nos
planteamos la hipétesis de que las interacciones planta-patégeno constituyen distintos
ambientes a los que P. capsici se tiene que adaptar para sobrevivir y completar su ciclo
de vida, mediante la regulacion de los componentes genéticos asociados con los
mecanismos de virulencia y el control de la defensa de la planta. Esto determina
caracteristicas diferenciales en la regulacion de la expresion de efectores y
metilasas/desmetilasas de histonas, lo que se relaciona con los esfuerzos de P. capsici

para prosperar en las plantas en las que se impone.
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En los experimentos realizados evaluamos la evidencia obtenida para abordar las
preguntas relacionadas con la hipotesis, primero, ¢ Como se comporta la patogenicidad
y virulencia de P. capsici en las cuatro especies de plantas?, ¢ Cudles caracteristicas en
el patdgeno y en la respuesta de la planta difieren entre distintas interacciones? Luego,
¢,Como el ambiente que constituye cada interaccion modula la expresion génica del
patdgeno en el transcurso del tiempo?, y ¢ Como distintos genotipos de plantas difieren

en la respuesta de defensa?

Mediante la evaluacion de la patogenicidad de P. capsici y los fenotipos de respuesta de
las plantas, clasificamos las interacciones planta-patdgeno segun las categorias
utilizadas por Maillot et al. (2022). Asignamos a S. americanum como una interaccion
compatible, al igual que C. annuum, porque ambas especies son susceptibles, aunque la
respuesta inicial a la enfermedad en la planta parece ser fuerte. V. unguiculata y P.
angulata como interacciones parcialmente incompatibles, ya que en estas especies P.
capsici sobrevive, pero la infeccion no se desarrolla completamente o0 no progresa, esto
quedd comprobado con el crecimiento micelial del tejido recuperado de las interacciones.
En todos los casos crecio micelio en los experimentos de morfologia de colonia, con sus
respectivas diferencias y modificaciones, pero, ademas las respuestas a la infeccion
evaluadas con los ensayos de muerte celular y acumulacion de ROS dan soporte a la
clasificacion (Figura 4). Estos resultados son consistentes con un estudio de Reis et al.
(2018), donde evaluaron la patogenicidad de P. capsici y obtuvieron que el genotipo de
S. americanum que examinaron fue susceptible a 2 aislados y fue resistente otros 2. En
el caso de V. unguiculata, ésta fue categorizada cémo no hospedero en los 4 aislados de
P. capsici evaluados, en cambio, P. angulata fue no hospedero a 3 aislados y susceptible

a solo 1 aislado.

Con las comparaciones de la virulencia de P. capsici mostradas en la Figura 1y la Figura
2, constatamos que el ambiente que constituye cada interaccion influye en la
patogenicidad, similar a lo que reportaron Lu et al. (2021) en interacciones con P.
infestans. La interaccion ejerce una presion que impacta en el crecimiento y desarrollo
del patdégeno, lo cual, se observo en la morfologia de colonia y la produccion de

zoosporas.
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Se detecto que la forma de la colonia micelial parece estar relacionada con el nivel de
resistencia de la planta, ya que el espectro va de micelio estrellado en las interacciones
con hospederos susceptibles a un micelio laxo sin forma estrellada en plantas mas
resistentes. El ambiente adverso en las plantas resistentes también impacta en la
produccion de zoosporas de P. capsici, lo que compromete la continuidad del ciclo de
infeccion (Figura 3C). Lo que concuerda con lo reportado en la literatura, que el desarrollo
y la morfologia de P. capsici se comporta diferente dependiendo de los aislados o cepas,
de los genotipos de plantas que infecta y de los tejidos de los que aisla (Gevens et al.,
2008; Quesada-Ocampo y Hausbeck, 2010; Lamour et al., 2012; Rai et al., 2020; Parada-
Rojas et al., 2021; Saltos et al., 2021).

El andlisis de expresion relativa de los genes efectores Avr exhibe una expresion
diferencial entre las muestras de interaccion y el tiempo transcurrido de la interaccion.
Los resultados muestran que, a las 48 horas, la expresion de Avr3al podria estar ligada
a la virulencia del patégeno en hospederos compatibles y la susceptibilidad, dado que,
se expresé mas en la interaccion con C. annuum. En S. americanum y V. unguiculata se
determinaron niveles similares de Avr3al mayores al control y en P. angulata se expresé
menos que en el micelio. En cambio, la expresiéon de Avrl fue baja en todas las
interacciones, comparadas con el micelio, lo cual sugiere que al menos a las 48 horas
este gen no tiene una funcion esencial en la infeccién, aunque sigue el mismo patrén que
Avr3al gue se expresa mas en las interacciones compatibles que en las parcialmente
incompatibles (Figura 5). En contraste con la expresion relativa de Avrlb a las 48 horas,
que se expresa mayormente en las dos interacciones parcialmente incompatibles (V.
unguiculata y P. angulata), pero en menor nivel en los hospederos susceptibles (S.
americanum y C. annuum), lo que sugiere que Avrlb se regula para contribuir a los

esfuerzos de la actividad efectora en interacciones con no hospederos.

También mostramos que, a las 72 horas, la regulacion de los efectores experimentd un
cambio dramatico en los niveles de expresion en algunos hospederos, pero no en otros.
La expresion de Avr3al incrementd en C. annuum, y en el resto de las interacciones se

expreso en niveles similares, menos que en C. annuum, pero mas que en el micelio.
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Nuevamente, a las 72 horas, Avrl al igual que Avr3al se expres6 mas en C. annuum,
pero no en las otras interacciones. En cambio, Avrlb mostré niveles de expresion
mayores en V. unguiculata. Con esto, se puede inferir lo siguiente: primero, que la
expresion de Avr3al incrementa con el transcurso del tiempo de interaccion y que juega
un rol esencial en la infeccion, durante todo el proceso de desarrollo de la enfermedad
principalmente en hospederos susceptibles, pero no exclusivamente, esto concuerda con
los resultados que informaron Vega-Arreguin et al. (2014). Segundo, que Avrl parece no
tener una funcion esencial a las 48 hpi, pero si a las 72 hpi, especificamente en C.
annuum, un hospedero susceptible, posiblemente para favorecer la necrotrofia (Figura
6). Y tercero, que la expresion de Avrlb esta asociada a la actividad efectora en
interacciones parcialmente incompatibles o no hospederas, que de cierto modo

contribuye a los esfuerzos de P. capsici para sobrevivir.

Ahora, desde el contexto de las respuestas de defensa de la planta, evaluamos la
expresion de INF1, un PAMP que activa la respuesta inmunitaria de tipo PTI en algunos
genotipos de plantas (Kamoun et al., 1998; Du et al., 2015; Derevnina et al., 2016). Asi
como la expresion de Avr3al, un efector de tipo Avr que es capaz de desencadenar la
respuesta de defensa por HR probablemente por la via de inmunidad ETI al ser
reconocido por el gen R3a de la planta, esto esta reportado en la interaccion P. infestans-
N. benthamiana (Armstrong et al., 2005; Bos et al., 2010). Con la expresion de estos
genes, obtuvimos que S. americanum mostrd una respuesta similar a HR, con niveles
similares en la expresion de INF1 y Avr3al de P. capsici (Figura 8C), pero en P. angulata
no se observo respuesta a la expresion de INF1 y Avr3al. Este andlisis revelé que es
posible que S. americanum pueda reconocer INF1 y Avr3al y, en consecuencia, activa
una respuesta inmunitaria fuerte expresada como un fenotipo similar a HR. Las
caracteristicas de la HR en los sitios de infiltracién de INF1 y Avr3al indican que por la
confluencia del fenotipo es mas probable que se deba al reconocimiento inmunitario que
a la toxicidad del efector. Sin embargo, otra posibilidad es la suma de un sistema inmune
fuerte mas la presencia de componentes de la resistencia basal o receptores inmunes
gue pueden reconocer INF1 y Avr3al. Lo cual tiene mayor soporte por los niveles
similares de HR en INF1 y Avr3al, los datos muestran que en S. americanum la PTI

puede ser tan fuerte como la ETI.
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En cambio, en P. angulata no hubo respuesta a la expresién de INF1 y Avr3al,
posiblemente, se debe al tipo de interaccion parcialmente incompatible, ya que la planta
puede tener mecanismos de activacion de PTI y ETI, diferentes del reconocimiento de
INF1y Avr3al. Ya sea porque no posee los receptores requeridos para el reconocimiento
inmunitario, tal vez porque se trata de interacciones poco comunes en la naturaleza o
porque tiene componentes genéticos de la resistencia basal fuertes, o simplemente el

patégeno no estd adaptado al hospedero.

Ademas, que S. americanum puede reconocer componentes moleculares de P. capsici,
lo que es un indicador de que no se trata de una interaccion poco comun como en muchas
solanaceas. Estudios en S. americanum, informaron que algunos NLR conservados de
esta planta pueden reconocer efectores de patdgenos confiriendo resistencia a las
enfermedades (Lin et al., 2021; Witek et al., 2021; Lin et al., 2022; Lin, Olave-Achury, et
al., 2022). Otros estudios resaltan que S. americanum es un reservorio de fuentes
naturales valiosas de resistencia genética a enfermedades causadas por P. infestans y
Ralstonia solanacearum (Moon et al., 2021; Witek et al., 2021). Cabe sefialar, que la
fuerte activacion de la respuesta inmune en S. americanum contrasta con la
susceptibilidad a P. capsici descrita aqui, ya que se esperaria que por tener un sistema
inmune fuerte para combatir al patbgeno no desarrollaria la enfermedad. Por ello, aqui
proponemos que el patégeno encontrd un nicho de oportunidad en una planta relacionada
con sus hospederos preferidos como el chile, y aprovecha que sabe moverse hacia los
componentes de susceptibilidad que no le son para nhada desconocidos, desactivando la
respuesta de defensa de la planta que consecuentemente revierte la resistencia a

susceptibilidad.

Al igual que como se describe en una serie de informes sobre la investigacion de S.
americanum, el espectro de inmunidad difiere dependiendo de la cepa y especie de
Phytophthora, asi como de los genotipos evaluados (Witek et al., 2016; Lin et al., 2021,
Lin et al., 2022; Lin et al., 2022). Las fuentes genéticas de resistencia de S. americanum
estdn mejor caracterizadas en P. infestans, y hay informes escasos sobre la interaccién

con P. capsici.
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En este estudio, describimos la interaccion compatible entre P. capsiciy S. americanum,
exponemos evidencias de una fuerte respuesta de defensa, pero una reversion de la
resistencia a susceptibilidad. Ademas, establecemos que S. americanum y P. angulata
pueden ser excelentes modelos de estudio de inmunidad de las plantas y la interaccion

planta-Phytophthora.

La rapida adaptacion a una especie silvestre como S. americanum puede explicarse por
una afinidad por las plantas de la familia de las solanaceas emparentadas con el chile.
Pero ademas, indica que en las plantas silvestres de este tipo, los patdgenos pueden
sobrevivir utilizandolos como hospederos intermedios hasta instalarse en plantas de
cultivo, teniendo en cuenta que las malezas prevalecen por mas tiempo en las
poblaciones naturales (Deahl et al., 2004; Reis et al., 2018). Por otra parte, en las
especies silvestres relacionadas con los cultivos modernos, como la fabacea V.
unguiculata y las solanaceas C. annuum var Glabriusculum, P. angulatay S. americanum
pueden ser Utiles para identificar fuentes genéticas novedosas de resistencia que puedan
transferirse a las plantas de cultivo, como lo plantearon Lin et al. (2021). Esto aportaria
al desarrollo de estrategias mas eficaces para hacer frente a las enfermedades de las

plantas.

Adicionalmente, en este trabajo analizamos la regulacion epigenética de P. capsici,
partimos de la idea de que una metilasa y una desmetilasa de histonas podrian estar
relacionadas con el establecimiento de la marca epigenética H3K4me3. Esta marca
epigenética consiste en trimetilacién en la lisina 4 de la histona 3, y se asocia con
activacion transcripcional de ciertas regiones gendOmicas. Para este analisis
determinamos la expresion relativa de JmJC6021 y SMYD3 que codifican enzimas
modificadoras de cola de histona para H3K4me3. Los resultados muestran que los
niveles de expresion relativa de la metilasa SMYDS3 contrasta con la expresion de la
desmetilasa JImJC6021, en todas las interacciones planta-patdgeno, tanto a las 48 horas

(Figura 9A), como a las 72 hpi (Figura 9B) del transcurso de la interaccion.
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Inferimos que los niveles de expresion relativa son indicadores del nivel de transcripcion
de SMYD3y JmJC6021, que se traduciran a enzimas modificadoras, y que en ese mismo
patron relativo se establece H3K4me3 sobre los genes en los que ejerce accion
activadora de la transcripcion. Obtuvimos que, tanto a las 48 hpi como a las 72 hpi se
observd el mismo patron de expresion, la mayor expresion relativa de SMYD3 y
JmJC6021 se determind en la interaccion de P. capsici con C. annuum, mientras que V.
unguiculata y S. americanum mostraron niveles similares de expresion de SMYD3 y
JmJC6021. Los niveles mas bajos de expresion de ambos genes se observaron en la
interaccidn con P. angulata comparado con el resto de las interacciones. También, los
niveles de expresion de SMYD3 fueron significativamente mayores a las 72 hpi

comparado con las 48 hpi.

De manera general, resulta interesante que los niveles de regulacion epigenética en C.
annuum son significativamente mayores. Al parecer, esto se correlaciona con la
compatibilidad de la interaccion, pero también con la etapa de infeccion. Ya que la
activacion de los genes que estan bajo influencia de la marca H3K4me3 posiblemente
requieren activarse mas a las 72 hpi, cuando ya esté establecida la necrotrofia. Lo que
ocurre diferente en P. angulata, que mantiene niveles bajos de SMYD3 y JmJC6021,
probablemente porque en una interaccion parcialmente incompatible mas restrictiva para
P. capsici no se requiere la activacion sino el silenciamiento de genes con una marca
epigenética de represion para no ser detectado y escapar al reconocimiento. Como
ocurre naturalmente con la regulacion epigenética de Avrlb de P. sojae bajo la marca de
represion H3K27me3 (Wang et al., 2020). Otro ejemplo, es la marca epigenética
H3K36me3 que se asocia con la activacion de la expresion del efector PsKMT3 de P.
sojae (Chen et al., 2023).

Este estudio sugiere que una marca de activacion H3K36me3 de dominio SET guia la
activacion de un efector, algo como lo que se exploré superficialmente en este estudio,
en busca de implicaciones en el proceso de establecimiento de modificaciones
epigenéticas que se superponen a la regulacién efectora. Lo que resulta interesante es
que la metilasa SMYD3 explorada en este estudio, cuenta con un dominio SET y, también
se relaciono con la activacion transcripcional (Rojas-Rojas y Vega-Arreguin, 2021).
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Por lo que, aun queda por determinar qué genes estan bajo regulacion de la marca
epigenética H3K4me3 establecida por la actividad de SMYD3 en P. capsici. El
comportamiento diferencial en la regulacion de la virulencia de P. capsici, modulada por
el ambiente que impone cada hospedero, resulta util para estudiar la regulacion efectora
y la regulacion epigenética del patdogeno en la adaptacion al hospedero y para detectar
posibles mecanismos que regulen la adaptacion del patégeno y posiblemente la
expansion del rango de hospederos. Queda por examinar la relacion de la marca
epigenética H3K4me3 sobre la regulacion efectora cuando P. capsici interactia con
plantas que no se reconocen como hospederos preferidos, ya que esta marca epigenética

se ha relacionado con la regulacién de la virulencia de diferentes patdgenos filamentosos.

Existen varios estudios en los cuales se examinaron las modificaciones epigenéticas
mediadas por metilasas y desmetilasas de histonas relacionadas con la marca
epigenética H3K4 en hongos fitopatdgenos. En Magnaporte oryzae, Penicillium
expansum, Colletotrichum higginsianum, Fusarium fujikuroi y Fusarium graminearum,
esta reportado que la eliminacion de metilacion por enzimas con dominio SET genero
defectos en el crecimiento micelial, la formacién de estructuras reproductivas y de
infeccion, asi como efectos negativos en la colonizacion, la adaptacion al estrés vy,
consecuentemente, en la patogenicidad y virulencia de los fitopatogenos (Pham et al.,
2015; Studt et al., 2017; Dallery et al., 2019; Zhou et al., 2021; Xu et al., 2023). Otros
estudios sobre la desmetilacion de H3K4me3 informaron que las desmetilasas de la
misma familia que JmJC6021, regulan negativamente la transcripcion de genes
relacionados con el desarrollo y el metabolismo secundario (Gacek-Matthews et al., 2016;
Bachleitner et al., 2019; Schumacher et al., 2019; Hou et al., 2020b). Lo que esta

estrechamente relacionado con la virulencia y los procesos de infeccién.

La interaccion planta patégeno es una lucha constante, y es el escenario de presion
selectiva para los componentes inmunitarios del hospedero en la carrera armamentista
planta-patégeno y para los efectores del patégeno, ya que los ciclos continuos de
interaccién (enfermedad vy resistencia) se favorecen por los efectores patégenos que

promueven la enfermedad ETI-ETS (Dong y Ma, 2021).
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Debido a esto, la ETI ejerce una presion selectiva sobre los patdgenos para modificar o
perder efectores reconocidos y asi escapar del reconocimiento. Mientras que la ETS
ejerce presion selectiva sobre la planta hospedera para reconocer nuevos efectores
(Dong y Ma, 2021; Wang et al., 2022).
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Figura 10. Modelos de los principales mecanismos para la resistencia y susceptibilidad en la interaccion
planta-patégeno. (A) Un diagrama ilustrativo de la interaccién molecular planta-P. capsici. (B) Diagrama
de algunos mecanismos del patdgeno para evadir la respuesta de defensa de la planta y promover la
enfermedad por P. capsici. (C) Un posible modelo sobre cémo funciona el mecanismo de defensa en un
hospedero susceptible y otro resistente. (D) Modelo “zigzag” de Jones y Dangl, que representa los
principios involucrados en los mecanismos de virulencia de los patégenos y la inmunidad de las plantas.
(E) Evidencia de rasgos fenotipicos examinados en dos genotipos de solanéceas silvestres, P. angulata
(arriba) y S. americanum (abajo). La figura fue creada con ayuda de Biorender.com e Inkscape.

En la Figura 10 resumimos nuestros resultados. En diferentes interacciones el patégeno
se autorregula y hace uso de sus mecanismos moleculares para infectar a las plantas
(Figura 10A). Luego, sabemos que existen mecanismos como las modificaciones
epigenéticas de las histonas que favorecen el escape de patdgeno a la defensa de la
planta (Figura 10B), pero esto depende del tipo de interaccion. En la Figura 10C se
muestran los distintos tipos de interaccion con flechas de diferentes colores y la linea

punteada en la parte superior representa el limite para la resistencia.
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Los hospederos susceptibles no son capaces de pasar la linea para la resistencia, los
parcialmente incompatibles algunos, pasan la linea y pueden sobrevivir dependiendo de
la fuerza de los componentes de la inmunidad basal. En cambio, las interacciones
incompatibles logran la resistencia completa, apoyado por el modelo “zig-zag” de la
respuesta inmune de Jones y Dangl (2006) de la planta (Figura 10D). Y en la Figura 10E
se resaltan algunas evidencias de diferentes niveles de respuesta a la interaccioén con P.
capsici de dos especies de plantas solanaceas, propuestas con base en nuestros
resultados, para futuros estudios de los componentes genéticos de la resistencia

hospedera y no hospedera.
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10 Conclusiones

En este estudio, constatamos que las cuatro interacciones analizadas constituyen
distintos ambientes, unos mas restrictivos que otros, lo que determina los esfuerzos de
P. capsici para prosperar en las plantas en las que se impone. En su mayoria, nuestros
experimentos representan una evaluacion cuantitativa que nos permitié identificar
cambios tanto en la regulacion del patégeno como en los procesos del hospedero en el
transcurso de la interaccion. El planteamiento de evaluar los reguladores de la virulencia
(efectores) y la regulacién epigenética nos permiti6 examinar en el transcurso de la

interaccion los patrones de expresion génica del patdégeno.

Dada la importancia de comprender los mecanismos que usa P. capsici para ganar
patogenicidad en las plantas hospederas y no hospederas, los aportes de este trabajo,
resultan relevantes para el estudio de este patégeno, de modo que, estos sean Utiles para
ampliar el conocimiento de la regulacion molecular de la virulencia en la interaccion
planta-patégeno y explicar la rapida adaptacion a sus hospederos y a los cambios

ambientales.

En las especies de cultivos domesticados raras veces se encuentran fuentes genéticas
de resistencia a patdgenos, de hecho, pocas plantas dentro de la familia de las
solanaceas se han encontrado que sean resistentes a P. capsici, en este trabajo
presentamos evidencias de que P. angulata posee una defensa efectiva para resistir a la
infeccion del patégeno. Por ello, ampliamos la blusqueda en especies silvestres
relacionadas con los cultivos modernos como fuentes de resistencia. Mediante la
diseccion de los componentes de la resistencia hospedera y no hospedera en respuesta
a la interaccion de P. capsici con diferentes especies de plantas silvestres, aprovechando
la resistencia y el acervo de variacion natural de las plantas no-hospederas.

S. americanum se considera una especie no hospedera de P. infestans y en estudios
previos ha sido propuesta como un sistema modelo interesante para estudiar la
inmunidad de las plantas. Se ha determinado el reconocimiento exitoso de efectores de
avirulencia de Phytophthora por parte de genes Rpi-amr de resistencia, lo que culmina

en una resistencia completa. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que a pesar
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del sistema inmune robusto que posee S. americanum, durante la interaccion con P.

capsici D3 este logra vencerlo y se abre paso para desarrollar la infeccion.

A pesar del rompimiento de la resistencia, consideramos que S. americanum colectada
localmente y crecida en el laboratorio, puede ser una planta modelo potencialmente util
para estudiar los componentes de la inmunidad hospedera y no hospedera a P. capsici,
y en otras especies de Phytophthora. Para comprender cémo se da la adaptacion del
patébgeno a nuevos hospederos, al mismo tiempo que se investiga la sobrevivencia en

hospederos intermedios antes de establecerse la enfermedad en los cultivos agricolas.

Queda por explorar entre la lista de efectores de avirulencia de P. capsici diferentes a
Avr3al caracterizados o candidatos, para evaluar si son capaces de activar la respuesta
inmune e inducir HR. Asi como, abordar las nuevas preguntas que surgen, por ejemplo,
si Avrlb tiene una funcion crucial en la regulacion efectora en las especies de plantas no

hospederas.
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12  Material suplementario

24 hpi 48 hpi 72 hpi

Figura 11. Comparacién de la interaccion planta-P. capsici. (A) Evaluacién de la respuesta a la infeccién
con discos de micelio de P. capsici en hojas desprendidas de S. americanum, y (B) la reaccién a la
inoculacién en hojas de P. angulata. Se muestran tres réplicas tomadas de tres experimentos
independientes y evaluadas a las 24, 48 y 72 horas postinoculacion.
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Figura 12. Electroforesis de RNA en gel de Agarosa. (A) Geles de las extracciones de RNA total de
muestras de interaccion planta patégeno. (MPM) Marcador de peso molecular, (a) S. americanum, (b) V.
unguiculata, (c) C. annuum v.g., (d) P. angulata y (e) micelio. Los duplicados de muestras en cada tiempo
indican repeticiones en la extraccion, el gel marcado con un recuadro arriba a la derecha indica un gel con
las 4 muestras con RNA. El gel marcado abajo a la derecha muestra una comparacion de dos métodos de

extraccion, la extraccion con kit completamente y una combinacién de la extraccion con Trizol algunos
componentes del kit.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de las PCR de las muestras de cDNA. La sintesis de cDNA se
comprobd mediante electroforesis con la amplificacion del factor de elongacién EF1. (A) Los geles
observados en un mini-fotodocumentador muestran la presencia o ausencia EFlen las muestras
correspondientes, (MPM) Marcador de peso molecular, (a) S. americanum, (b) V. unguiculata, (c) C.
annuum v.g., (d) P. angulata y (e) micelio. (B) Un acercamiento muestra la presencia (+) o ausencia (-) de
cDNA en las muestras.
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Cuadro 4. Secuencias de nucle6tidos de los genes efectores Avr de este estudio.

Avr3al ID: >PcAVR3al E2_263_1 #3

ATCGATGGTGCAGTCGCTCGATGCGCGACTCAACGGCCAAGCTGATGGCACAAGATTTCTTCGTGCACA
CCACGAGAATGAAGAAGAATCCGACAGAGAGGAAAGGGGCCTCACGGATTTGTTCAAGACCGAGAAGGC
GGCAGTGAAGAAAATGGCCAAGGCCATCATGGCAGACCCAAGCAAGGCCGATGACGTATACCAGAAGTG
GGCGGACAAGGGATATACTCTTACGCAACTGAGCGACTTCTTGAAGTCCAAGACCAGGGGGAAGTACGA
TCGAGTCTACAACGGGTACGCGATCCACCTGGATTATTGAAAAGCTCTGCTGCTGTCGAAGCACAAAAA
GGTTTTAGAGTAACGTCAATGACAACTCGGCGGCCGC

Avrl ID: >Pcap_Avrl_Pcapsici LT1534 jgi|Phycal1|129759|e gw1.87.114.1

ATGAAGTCAATCTATCGCGTCCTCCTGCTGACGGTGTTCGCCCTACTTTGTGGTCTCTCCAACGCTGTG
AATTCAGGTGGAAGATTGTTGCGGGTAGTGGACTCAACCGACGAGAGGGGAGGATTTCCATCGTACCTC
AAGGATTCATTCACTAAGTGGAGAATCAACTCGAAGATCAAGTCTTGGGTCAAGAAGCAGAAGACGGAC
GAATACGTTCTATCCAAACTGGGTCTAAGCACCCTGACAGGGAAAGACCTGGTGAAGGCCCCCAAATAC
TCGCAATTCCAGGATTTCAAGGTCGGTATGTGGCTGAAAGAAGCGACACCTACAACGACAGTGTTCAAC
ACTTTGGGACTGAATAAAGTGGAAGGCGCAGTGGAGAAAGCAGACGACTTCGGCACTTACGTGAAATAT
GTAATGGCCCTCGGGGAAAAGGCAGACGACTACCCTCTTGTCACGTGGCGGAAGCTCTTCGGAGGAGGA
TCTCTTGAACAACTGGAGCTAAAACGAAAGATCCTTCTTCTAGTGAAGAGAGACGAGATCGATATCAGC
GTCATGCTGGGGTAG

Avrlb ID: >Pcap_Avrlb_Pcapsici LT1534 jgi|Phycall|567591|estExt2_Genewisel.C_PHYCAscaffold 250479

ATGAACTCAATGTACCGCGTCCTCCTGCTTACGGTGTTCGCCTTGCTTTGTGGATTCTCCAATGCTGCG
AATTCAGGTGGGAGATTGTTGCGGGTCGTGGACTCCGCCGAAGAGAGGGGGGGATTTACCTCGTACCTC
ATGGACTCTTTCACTAAGTGGAGAATCAACTCAAAGATTAACTCTTGGGTCAACAAGCAGAAGACGGAC
GAATACGTTCTAGCCAAACTGGGACTAAGCACACTGACAGGGAAAGAACTCGTGAAGGCCGCCAAATAT
CCTCAATTCCAAGATTTCAAGGTTGGCGTGTGGCTGAAAGAGGCGACACCTACAACGTCAGTGTTCAGC
ACTTTGGGACTGGATAAAGTGGAAGGCGCAGTGGAGAAAGCAGACGACTTCGGGACTTACGTGAAATAT
GTAATGGCCCTCGGGGAAAAGGCAGACGACTACCCTATTACCAGGTGGCGGGAGCTTTTCGGGGGAGGA
TCTCCTGAACAACTGAAGCTAAAGCGACAACTCCTATTTCTAGCGAAGAGAAATGCAATCGACATCAGG
ATCATGCTGGGT
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Cuadro 5. Secuencias de nucle6tidos de SMYD3 y JmJC6021.

SMYD3 ID: >jgi|[Phycall|96394|e_gw1.1.416.1

ATGACCATGTACCATGAAGTGCTGGACGATCGTAAGGGCCGATGCGCCGTCGCCTCCGTCGCTCTACGG
GCCGGTTCCTGCGTATTACGCACAGCTGCTGTGTGCGCCGTGTCTGTTTCTTCATGTGGCTGGTGTTTC
ACGCCCCAAATCGCTCTCTCTCGGTGCACAGGCTGTCGTGTAGCTCGGTACTGTTCCCGCAAGTGCCAA
CAGCTCGATTGGGCTCAACATCGTCTCGAATGCTCGGCCTGGCGCAGCGTTCCAGCCGTTAAGACTTTG
CCTACTGTTTTACTAGTTAGTCGTCTTGCTTTCAAGCTTTTTCTGAGCTCTGGAATCGATCAGGAAGAG
AGAAACAGTGTACTGAAGTTACGACATCATTTGGAGGACACCTCAACAGCTAAACGCCAGCAATTCCAA
GAAATGACAGCGTTAGTGCTGCTGCTTCTGTCACGATATAAAGGAGACAAAAAGCTATTGATCCCGAGC
TTGGAAAGTCTCCAGAGCGACGTGGAAGAAGAGATACTGAAGCTTTTTGGACGGGTCAACTGCAACGTC
TTCTCGTTAGCGAACGACGTGACTAACGAGGCCGTTGGGATCGGATTGTTCCCGAACGGAGCACTGTTC
AATCATGACTGTGACCCGAACTGTGTCGTGAGCTTTAAGGGACGAGAGATGCAGGTTCACGTGGTGAAG
GACGTCCAAGAAGGTCAAGAGCTCACGGTCTCGTATATTGAGCTGCTTCAGTCTACAACGTCGAGACAA
GCGGAGCTAAAGGGCTCGTACTTCTTCGACTGTGAATGTACACGATGCCAAGCAGCTACAACAGACGAC
TGGTATTTGGATGGGCTCATGTGTAGCAACAAGGAGTGTCAAGGTTTCGTTGAGCTTGCGAGGCATGAG
GAGGAGCTGAAGGCTATCAGTGCTTTACCGTCTTCTTCCGATCTAAAGACGTGGGAGAAGTATCAGAAG
ATGTGGACAATTGCAACGCAGCAAGTACGACTCCATCCACGAAATGCTCGGGTAGCTGTGATGGCTCGT
GAGATCGGGAATTTTCTCTTAACTGCATCTGAGCAGTTGCAGCATCACGCGCTCCCTTTTTGTCTGGCA
GAGCTGCACGCAACAGAGTGGCTACTCCCGAAGACTCCACTGCCTTCCCGAGGTCTTCTGCGATTCCAA
ATAGGAAAAATCCTGTTTGAACAAGCAGCGAGTGCTGAACAGCTCCAAAAAGCTGCGGAATATCTCCAA
CAAGCTCTCTCAGTGTACGTATCAATGGTCGTGACTGGATTCGTTTTGAATTGA

JmJC6021 ID: >jgi|Phycall|60217|gw1.62.208.1

ATGGACTGGGACCCGAAGAACAGCGACTGTGATGGCTACATCTGTCCGCCATGCCCAGTGTTCTACCCC
ACGGCCGAAGAGTTCCAGCACCCACTGAAATATATTTCCAGTATCCGCCACATCGGTATGCAAGCTGGT
ATTTGTAAAATTGTTCCTCCCAAGGGCTGGCGTCCTCCATTTGCCATCAACGAGAAGACCTTCCGTTTC
CGGACTCGAGTGCAGCAGCTCAACTGTATCGAAGGCCATTCCCGTGCCGAGGGCCAGTTCGTGGAGGCT
CTGAGACTCTTCCTCTACCAGCGTGGAGAACCTATGAAGGAGCTCCCACGTGCTGACGGACAGCTCGTG
AATCTCCACTTACTGTACAAGACGGTGGTCTCTTTCGGCGGTTTTGGTGCAGTTTGTGCCAGTGGCAGG
TGGGAGAATGTCGTACGTCGAGTTGGACGCACAAAAGGCGCGACAGAGCCGTCGGAAGAGCTCTGTGAA
GTTTATAAGAGACATTACGAGATGTTGTTGCTTGCTTACGAGAAGGAACAACGGAGTAAAGACAGTAAC
AATAGCAATAGAGAAGCAGAAGTCAAGATGAAGATTGAGGACGTACAAGCTACACCTTCTGGAGGAAAT
TCGACTGGGAATACCAAAGCGACACCGTCGTCCAAGCCCCGTACGCTCAGTGGAAGGAAACGTCCAGCC
TCAGTACATGAAGAAGAAGACGACGCAGATGAAGAACAGTCCCGTGTAAAGCGCACCTTGTTCTCTGAT
GGAGAACACACTAGCAGCGAAGAGAATGAGAGCCATCCAACGACGCCACCGAAGCTTGGGAGACGGTTA
AAGGATCACCAGAGAAGTATCAATCAGCTGGACCTCGAACCTGAAGCTCTTAAACCGTCAGAAACCCGC
AAGGAGAGGCTTGGAGCTCCAGAGATTCGTACAGGACAGAAGTTCTACCGGTTTTTCCCAGAAGCAGGG
GCTGTTTTGACAGAAGTGAAGCGCGTATTTGGAGGAAAGAAGCCGCACGTTGCCGTGCGATACGTGGAG
GACGGCTCGAACGACGACGTGGAGCTGTCCACCATGGAGATCCTGATCGCCAATGGCTGGGACGCAGAC
GCCGCGGAGCTGGCGTTTAACAGCGAGATCTGCCAGGTTTGTCTGCGTGGCGATTGCTGGGACCGGATG
CTGCTGTGCGATGGCTGCAACAGTGGCCAGCACATCTTCTGCTTGGACGAACCGCTGGACGTGGTGCCC
ACTGGGGACTGGTACTGCAACGACTGTGTGCAGGACGCGATGGATCCGAGTAAAAGCAAGGAAAACCCA
AAGTTCGGCTTCGATATGGGCGCGGAGATCAGTCTCATGGACTACAAGGAGCGTGCAGATGCTTGGAAA
CGTGAGTACTTTTCCTTGTCGTCGGAGATTCATCCGGACGAAGCTGTGAGTGATCGGGAGCTGGAGAGC
GAGTACTGGCGATTACTGAGCATTCCAATGCACGAGCAGCGGCTGGAAGTCCAGTATGGCAGCGACGTG
GACACTGGCGCCAACGGCAGCGCTTTCCCTCGTCAGGATCTTTACGCCAAGAGTCTTCGTACTGTGAAA
AAGCGCTGGAAGAATCTGACTGCAAAGGCCAAGAGCGAACACGTTCGTCAATTGAGCGAATTCTTCTCC
CACGGACTTCGTGATGGTCTAGCAACAACAGCTGGAGGAGACAATGTGGATACAATAGCAGCCAAATCA
CTAGAGGAACTACTGGAGCGGTACGCTCAGGACGACTGGAACTTGAACAATATGCCGAAACTACCTGGT
TCCGTGCTCCAGTACTTGGATGAAGATATCAAGGGCATTATGGTCCCGTGGTTGTACGCTGGAATGTGC
TTCTCCACTTTTTGTTGGCACGTGGAGGACCATAATTTCTACAGCACAAGTTACTTGCACTGTGGCGCT
CCCAAGACTTGGTACGGTATCCCTTGTGCCAGTGCCGAGCTCTTTGAACGGACGATGAAGGAATTAACC
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CCCGAATTGTTCGGGAGTCAACCGGATCTCCACATGCAACTGGTCACGATGTTCTCGCCGAAAACGCTG
CGAGATCATGGCGTTCCTGTGTACCGAGCTACACACCGTCCGAACGAGTTCATCGTCACGTTCCCGTCC
GCTTATCATGCAGGCTTCAACAACGGCTTCAATTGTGCTGAAGCCGTGAATTTCGCCACGATGGATTGG
TTGCCGTGGGGTGCCAAGTCTCTGCTGAAGTACCGTCAATTCCAGAAGCTCCCAGTCTTCTGCCACGAA
GCTCTGGTCTGTACTTTGGCTGAGACTCTCGTGGATGGGAACGCCTTTGACTTCAATCATGCCCAGACG
TCTCTACTCCCAGCAGTGGAGCAGTTGCTACAGGAGTATCAGGAGTTCCAACGTCGTGTGGATGACAGC
GAGATGCCTGTGGAGAAGCGGGAGCTTATGGCTGAGTATGAGAAGCACGGGGCAGTTGCTGATCCGGAA
GCGACGTCAACAACTACAGGACGGCGGAGTATGGTGGCTCGAACATGTAACAGGTCGTCGAAGATGGCT
GTTAGCCTACCCGATAGGGGGTCTAAGATGAAGATGGAGACGATGCGACCTACCCGGATGGTACTGTGG
GCAGGGCGTTCCGGCAAGAATGAAGGTCTCCGTTGTGTCACGTGCAAGCAGTACTGCTATCTCCAGGCT
GTGGTTTGTACGAGATGTCGTCCGCAGCAGGGAAGCAGCACTGTTGGCTGCGTTGAGCACTACCCGACC
ATGTGCAAGTGCAGAAATCCAGAGAACTTCGTGTATCTGTATCGATATGAAATTACCAAGCTTGAAGAG
ATGATCAGCAGCTTACAGGGGCGATTGGAAAGCGTTCAAGACTGGAACAGGGAATGTGACGTTGTGATG
GAGTATACTGGAGGACGAAAGCCGACGGTTCTCGAATTGAAGCAGCTCTTATCACGTGGTAAATCCAGT
GGAGGTGCTGATGTGAAGCGTTTGGATGCCTTGGAGTTCGCGATTTCAGATGCTAAAAGCTGGGATTCT
CGTGCTGAACAACTGCTGGCAAAGGATAAACGCTCGTACTTGACCATCGCAGCGTTTGAGGCGCTGTTA
GCTGAAGGTGAGAAACTGCTCGTTGAGTCTGCAGTCATTGGGGATTTACGCAAAGACGTGGAGGAATGG
CGATCCATTCATGCGGACGCTTTGAAGCTCTTAAACTCCATACAAGCGATTGCCAACCAAGAGATCGCG
AAAGCTCAGCCCAGAGCTTCTGCTGATGTGTCGTCTATTCTCCAGTCCATGGGCGCTCCTAACGTCTTG
CTGCATGGCAACGTCCATTTCGGCCACCTTTGCAATTCGATACACGACGTGAGTGATCGTCTACGAGCG
AAACAAGAGAGCAACGCAGACGGGAGCTTCCTCAGTCAACTGGTACGAGGCCAGCGGTATCTGGAAGTG
CTCTGTAAAGTGAACGTCCTGGCTGCCACCATAATAGACCGCGTTCATGGCAGCACCGTGATGGGGACT
CCTACCCAAGGTCAAGTGGAGCGTGTACTGGGCGAAGTGGACGAGTTGCAGCTGCAAAATCCCCATTCG
ATAGTGAACGCTGAGGCCTTGAGGAAACTGTTAGCAGCAACAGAAGCAGAGGCCGCAGAGGTGGAGGAA
GCGCTGGGTGATCGCTCGAAAAGTACCGAAGAGCTGGAAGTTCTGCTTCGACGAGCAGTAGCAATGCCC
ATTCCTCCCGCGAATACTCTGGAGCTCAAGGACCGTCTCGAGAAGTGCCGATTGTGGGAACGTCAAGCT
CTGAAGCTCTTGAACGTCTCCGGAATGGAGAAACGACCGTCACTGGACGACGTCGAGCGCTTCTACGCC
CAAGCGGACGCTCATTTCGTCTCAACTTCGTCCCTACTGTATCGACAAGTGCACTCACGTCTTCAGGAC
TGCCGTCGCTGGTACGATGCTGTCCACGCGTTGTTCTTACGGCCATCCAACAGCCACCTCTCTCTCGGT
CAGTTCTTGCAGACTGCACTGGATAAAATGCCGCTGCAACACCACAAGCAGCTCCACTGCGTCTGTCAG
CAGGTCCTCAGTGAACGTGCTCAGGTCGTGACGTGCCAGAGTTGTCAGCTCTACTTCCATCCGCAGTGT
GTACCGGAGTTGATGCCTCAACGTTCTCGAGACGTTTTCCTATGTGGGTCTTGCCGTCCGCAACGTAAG
AAAGCAGGGAATCGACGAACTCCCGACGCTCCGATCTTCTGCGTCTGCCGTGGCGTCGAGCATTCGCCT
ATGATCTGCTGTGACTTCTGTGACGAATGGTATCACGCTGTGTGTGTGGATCTCTCGCCTCTGGAGCTG
GATAAAGTGGACGCTTTCCGTTGTTCGCGTTGTTCTCGTCGGCAGAATTTATACTACATGGACAAGAAG
CTTTTACGACGTGAATGTATGGGGCGGAGGCCTTCGCTCTCGCGTGTGGAAAGTTTCCTGACTCAAATG
CAGACTCACTTGGTTGCTTTCCCACCTGGAGCTCAAGAACTCTTGGCTTATGTCCATGCAGTGAAGAAG
GTGAACAGCGATGTAGAGACATTCGCTCGGGACTTCGCTCTACGGCCGTTCTCTCCTACCGTCTACGCT
ACACCCGAGTACGTGCAGATCCAAGAAGCGGCTGTATTGGAGCTCATGGAGCGTGTAACTGGGCTTGAA
GTAGGGCTGGAGCTGGCCCAGACCCAGTTAGGAGCTGTCCACTGGTGTTTAAGAGCGTGCCAACTCGTT
CTGGGCCCGAATTCTCGAGCTCCACGGTACGCCCACCTTGTTGCATTGCTCCAAGACGTCAAGAGTCAA
GAGCCAGGGTTTGCCTTCCCTCGAGAGGAGTACCGACTCATGCAGTTGACCATTGTAGAGCGAGTGAAC
AAGGCTGCGCAGTGGCTTCGAGCTACGAAGACGTTGGAGGTGGAAGAGTGGAATATCGAGAAGGCACAA
CGTCTACAGCGCGAGTCGGAGGAACTCAGTGCGTATCTGGAGCTGCCAGCGACCGAGTTGGAACTTGTC
CAGAAGATTTTAGCTAATCAGCAAGAGGAACCGGACAGTCCGAGCGCCATCGCCTGGAAGAGACAGCGA
CACTGGTAG
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