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INTRODUCCION

Los citricos son uno de los principales cultivos frutales con distribucion
mundial, de alta adaptabilidad a diversas condiciones climaticas. En
Meéxico, la citricultura representa una actividad de gran importancia
econdmica. La produccidon general de citricos por estados es liderada
por Veracruz, destacando el limon Persa debido a que la mayor parte
de su produccion se exporta [1]. Sin embargo, enfrenta diversas
fuentes de estrés biotico y abidtico que merman su productividad. El
Wood Pocket (WP) o manchado sectorial es una fisiopatia causada por
estrés por calor y déficit hidrico que se caracteriza por la presencia de
manchas clordticas en las hojas pudiendo causar la muerte del arbol
debido a que las ramas se vuelven quebradizas con lo cual se favorece
la entrada de patdogenos [2]. El objetivo del presente estudio se enfoco
en comparar la expresion de genes codificantes de tres enzimas
antioxidantes (APX, CAT y SOD) en hojas de arboles con y sin
sintomas de WP de una misma planta de limon Persa.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecid durante el 2021 en una huerta en
produccion de seis anos de edad del INIFAP Campo Experimental
Ixtacuaco. El muestreo se dirigio a arboles con sintomatologia de WP.
Se seleccionaron tres arboles, de los cuales se obtuvieron tres hojas,
dos con sintomatologia WP y una sana. Las hojas seleccionadas eran
fisiologicamente maduras, de tamano homogéneo vy libres de dano
mecanico y de sintomas de otras enfermedades.

Las hojas colectadas fueron congeladas y se extrajo el ARN total, se
cuantifico y se analizo su integridad. En seguida, la expresion de los
genes se analizd mediante RT-PCR semicuantitativo, se sintetizé el
cDNA utilizando la enzima retrotranscriptasa M-MLV (Promega) y oligo
dT(18) (oligo T4). Se evaludo la expresion de tres genes. APX
(Ascorbato Peroxidasa), CAT (Catalasa) y SOD (Super Oxido
Dismutasa); como gen control se utilizd el gen Actina

Por ultimo, para el analisis de la expresion geénica, los productos de |a
RT-PCR fueron resueltos en gel de agarosa tenido con bromuro de
etidio (1.8%, 75V, 45 min) y visualizados en un fotodocumentador (Bio-
Rad). Las imagenes de los geles fueron analizadas empleando un
metodo densitomeétrico con el software ImageJ. Cada muestra se repitid
dos veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis de expresion mostraron claramente que las hojas con
sintomas de WP tienen un nivel de actividad menor de los genes
antioxidantes, siendo aproximadamente el doble la expresion en las
hojas sanas que en las enfermas (Figura 1 a).
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Esto pone de manifiesto que la alteracion fisiologica que genera el WP
podria tener un origen epigenetico en respuesta a las condiciones
ambientales [4]. Resulta de especial interés que exista una diferencia
en la expresion geénica relacionada a enzimas antioxidantes en hojas
sanas y con sintomatologia de la misma planta, ya que esta expresion
diferencial, especificamente represion (Figura 1 b) depende de la
misma planta y no de algun factor externo [2,3].
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Figura 1. Analisis de expresion de genes antioxidantes en plantas de limon Persa
con WP, a) comparacion de la expresion relativa de tres genes antioxidantes
entre hojas sanas (gris claro) y con sintomas de WP (gris oscuro). Letras
diferentes muestran diferencia estadistica significativa (p<0.05), b) relacidn entre
la expresion de hojas con sintomas de WP con respecto a las hojas sanas, donde
al ser los valores negativos para los tres genes, se muestra que se reprimen, y C)
patrones de bandas de amplificacion RT-PCR de los diferentes genes en estudio.

La represion de las enzimas antioxidantes puede generar una
acumulacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), las cuales se
sintetizan en respuesta a diferentes estimulos de estrés abiotico,
iIncluido el calor y la sequia, sin embargo, una ligera descompensacion
en el equilibrio con las enzimas antioxidantes podria desencadenar
alteraciones fisiologicas graves [5]. Los resultados obtenidos en el
presente estudio muestran claramente una expresion diferencial de los
genes antioxidantes entre las hojas sanas y las que presentan
sintomas de WP en una misma planta (Figura 1 C); por lo tanto, la
hipotesis de la existencia de un factor epigenético afectando la
expresion de estos genes a nivel transcripcional en zonas especificas
en respuesta al calor, estrés hidrico o radiacidon solar [6] cobra
relevancia al buscar los mecanismos moleculares que generan el WP y
el posible diseno de estrategias para contrarrestarlos. Futuras
Investigaciones de las alteraciones globales de expresion y alteraciones
epigenéticas podrian conducir a una mayor comprension de esta
fisopatia que afecta en gran medida a la produccion de limon Persa en
Mexico.

CONCLUSION

Se observo una expresion diferencial de los genes antioxidantes APX,
CAT y SOD entre las hojas sanas y las que presentan sintomas de WP
(disminucidn del 50 % en la expresion relativa) en una misma planta, lo
gue puede sugerir alteraciones epigeneéticas en esta fisiopatia.
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