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Resumen. En aguacate se ha demostrado la parti-
cipacion de proteinas relacionadas con patogénesis
en la defensa contra algunos de sus patdogenos mas
importantes. Sin embargo, en la enfermedad de la
mancha de sol del aguacate causada por el Avoca-
do sunblotch viroid (ASBVd) atn quedan algunos
componentes de la respuesta de defensa por acla-
rar. En particular, la infeccion por ASBVd puede
ser asintomatica o causar sintomas, lo cual gene-
ra incognitas sobre el mecanismo de defensa de la
planta. En esta investigacion se analiza la expre-
sion de genes codificantes de proteinas de defensa,
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Abstract. Involvement of pathogenesis related
proteins in defense against some of the most
important avocado pathogens has been shown.
However, infections caused by Avocado sunblotch
viroid (ASBVd) require further research to elucidate
the response components. Avocado response to
ASBVd infections can be either asymptomatic or
symptomatic, which further raises questions about
plant defense mechanisms. This research analyzed
the expression of genes PaNPRI, EREBP, PR-5
and PR-6, which encode defense proteins, in
symptomatic and asymptomatic avocado leaves and
fruits infected with ASBVd. Data analysis shows
that ASBVd infections modify the expression of
PR-5 and PR-6, while the expression of PaNPRI
and EREBP does notchange. Expression differences
on fruit were more evident with PR-5 on fruit from
asymptomatic trees; PR-6 had higher expression
on infected fruits but there were no differences
between symptomatic and asymptomatic fruits.
The coordinated expression of both genes on fruit
suggest the activation of a synergistic defense
mechanism in response to ASBVd infection.
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PaNPR1, EREBP, PR-5y PR-6 en hojas y frutos de
aguacate infectado por ASBVd, en condicién sin-
tomatica y asintomatica. El analisis de datos mues-
tra que la infeccion de ASBVd modifica la expre-
sion de los genes PR-5 y PR-6, mientras que la de
PaNPR1 y EREBP no se modifica. Se encontraron
diferencias en la expresion en frutos, siendo nota-
ble con PR-5 en frutos de arboles asintomaticos; a
su vez, PR-6 se expresa mas en frutos infectados
pero sin diferencias entre sintomatico y asintoma-
tico. La expresion coordinada de ambos genes en
frutos sugiere la activacion de un mecanismo si-
nérgico de respuesta de defensa a la infeccion de
ASBVd.

Palabras clave: Avocado sunblotch viroid, Persea
americana, genes PR.

La enfermedad de la mancha de sol causada
por el Avocado sunblotch viroid (ASBVd) es una
de las infecciones mas persistentes en el aguacate
producido en México (Vallejo-Pérez et al., 2017).
Esta enfermedad causa efectos citopaticos y cam-
bios fisiologicos (Di Serio ef al., 2013; Saucedo-
Carabez et al., 2014; Vallejo-Pérez et al., 2014;
Saucedo-Carabez et al., 2015; Vallejo-Pérez et al.,
2015), que finalmente resultan en frutos de menor
tamafio y calidad externa e interna, y con menor
rendimiento de fruto. En los frutos, los dafios se-
veros incluyen heridas deprimidas en su superficie
que varian desde un color amarillo hasta manchas
necroticas (Desjardins, 1987). A pesar de su seve-
ridad, el ASBVd tiene la particularidad de causar
infecciones asintomaticas en los arboles (Semancik
y Szychowski, 1994), y con ello un mayor riesgo
de diseminacién no intencionada, por material ve-
getal o por semilla. La primera estrategia de con-
trol de la enfermedad es la identificacion de arboles
infectados y esta se puede complementar con la
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Key words: Avocado sunblotch viroid, Persea
americana, PR genes.

Avocado sunblotch is a disease caused by
Avocado sunblotch viroid (ASBVd), one of the
most persistent infections that affects avocado
production in Mexico (Vallejo-Pérez et al., 2017).
Avocado sunblotch causes cytopathic effects
and physiological changes (Di Serio et al., 2013;
Saucedo-Carabez et al., 2014; Vallejo-Pérez et al.,
2014; Saucedo-Carabez et al., 2015; Vallejo-Pérez
et al., 2015) that result in smaller fruit, low external
and internal quality and reduced yield. Severe
damages on fruit include depressed wounds on the
surface with yellow to necrotic spots (Desjardins,
1987). In spite of its severity, a particular feature
of ASBVd is that it causes asymptomatic infections
in trees (Semancik and Szychowski, 1994), a fact
that poses a high risk of non-intentional dispersion
by plant material or seed. The first strategy to
control this disease is the identification of infected
trees, followed by identification of the defense
mechanisms that allow a tree to show no symptoms.

Genes regulated during the defense response
to pathogens in avocado have been found in gene
expression profiles and have shown the molecular
basis of the plant-pathogen interaction. These
studies have mainly focused on infections by
Colletotrichum gloeosporioides (Djami-Tchatchou
et al, 2012) and Phytophthora cinnamomi
(Mahomed and Van Den Berg, 2011). PR genes in
avocado are particularly important because they
favor an induced immune mechanism known as
systemic acquired resistance. This study initiated
with the hypothesis that the gene expression
cascade in the avocado defense response to ASBVd
(responsible for avocado sunblotch infection) is
different between asymptomatic and symptomatic
trees, possibly due to differential defensive capacity
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identificacion de los mecanismos de defensa que le
permiten a un arbol no manifestar los sintomas de
la enfermedad.

En la busqueda de destacar genes regulados du-
rante las respuestas de defensa a patdogenos en agua-
cate se han elaborado estudios de perfiles de expre-
sidén que han revelado las bases moleculares de la
interaccion planta-patogeno, enfocadas principal-
mente en infecciones causadas por Colletotrichum
gloeosporioides (Djami-Tchatchou et al., 2012) y
Phytophthora cinnamomi (Mahomed y Van Den
Berg, 2011). En aguacate han destacado los genes
PR por favorecer un mecanismo inmune inducido
de defensa de la planta conocido como resistencia
sistémica adquirida. En este trabajo se partié de la
hipotesis que la cascada de expresion en respuesta
de defensa del aguacate al ASBVd, causante de la
enfermedad de la mancha de sol, es diferente en
arboles asintomaticos de aquellos que presentan
sintomas, posiblemente indicando una capacidad
de defenderse del ataque de esta enfermedad. El
objetivo de este estudio fue describir los cambios
en niveles de expresion de los genes de defensa se-
leccionados en plantas infectadas con sintomas y
asintomaticas de la infeccion de ASBVd.

Se colectaron hojas maduras y frutos inmaduros
de nueve arboles de aguacate (Persea americana
Mill.) cv. Hass de un huerto comercial (19°26°6”N
101°52°28”0, 1610 m de elevacion). Los arboles
fueron previamente identificados como arboles sa-
nos, arboles positivos a ASBVd con sintomas visi-
bles y arboles positivos asintomaticos (Vallejo-Pé-
rez et al., 2015) y sin sintomas de otra enfermedad.
Se muestrearon tres hojas y tres frutos por arbol en
tres arboles de cada grupo.

Se eligieron cuatro genes relacionados con de-
fensa a patdgenos en aguacate: PaNPR1 (Backer et
al., 2015), PR-5, PR-6 y EREBP (Djami-Tchatchou
et al., 2013). El gen de actina (Reeksting et al., 2014)
se us6 como gen de referencia. Las secuencias de los
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against the disease. Thus, this study described
changes in the level of expression of defense
genes selected in symptomatic and asymptomatic
ASBVd-infected plants.

Mature leaves and unripe fruit from nine
avocado trees (Persea americana Mill.) cv. Hass
were collected in a commercial orchard (19°26°6”
N 101°52°28” O, 1610 m altitude). Trees were
previously classified as healthy, positive for
ASBVd with visible symptoms, and positive for
ASBVd without symptoms (Vallejo-Pérez et al.,
2015), and with no visible symptoms from another
disease. Three leaves and three fruits from three
trees of each group were sampled.

Four genes associated with pathogen defense
in avocado were selected: PaNPRI (Backer et al.,
2015), PR-5, PR-6 and EREBP (Djami-Tchatchou
etal.,2013). The actin gene (Reeksting et al., 2014)
was used as a reference gene. Sequences of the
primers were taken from the mentioned references.
ASBVd detection required primers designed by
Schnell et al. (1997).

Total RNA extraction involved tandem use of
PureLink® Plant RNA Reagent (Invitrogen) and
Direct-zol® RNA MiniPrep (Zymo Research) as per
manufacturer’s directions to deal with high phenol
and polysaccharides content in sample tissue.
RNA concentration and quality were measured
in a Nanodrop 8000 (Thermo Scientific, USA),
and the integrity of each sample was verified on a
denaturing gel, according to the protocol by Aranda
etal (2012).

A mixture (10 pL final volume per reaction)
containing the following substances was prepared
to perform reverse transcription and amplification:
1X of Reaction Mix buffer (0.2 mM of each ANTP
and 1.6 mM of MgSO,), 0.2 uM of sense primer,
0.2 mM of antisense primer, 0.4 pL of Super
Script® IIT RT/Platinum® TagMix (Invitrogen), and
100 ng of total RNA; the volume was completed by
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iniciadores se tomaron de las referencias mencio-
nadas. Para la deteccion del ASBVd se emplearon
los iniciadores disenados por Schnell et al. (1997).

Para la extraccion de RNA total, se usaron en
forma conjunta los métodos PureLink® Plant RNA
Reagent (Invitrogen) y Direct-zol® RNA MiniPrep
(Zymo Research), de acuerdo con los manuales de
cada kit, debido al alto contenido de fenoles y po-
lisacaridos en el tejido. La concentracion y calidad
del RNA se midieron en un Nanodrop 8000 (Ther-
mo Scientific, EUA), y la integridad de cada mues-
tra se verifico en gel desnaturalizante de acuerdo
con el protocolo de Aranda et al. (2012).

Para la retrotranscripcion y amplificacion, en un
volumen final de 10 pL por reaccidon se mezclaron:
1X de Reaction Mix buffer (0.2 mM de cada ANTP
y 1.6 mM de MgSO,), 0.2 uM de iniciador senti-
do, 0.2 mM de iniciador antisentido, 0.4 pL de Su-
perScript® III RT/Platinum® TagMix (Invitrogen),
100 ng de RNA total, y se completd el volumen
con agua tratada con DEPC. Las reacciones se co-
rrieron en un termociclador (Applied Biosystems
2720, EUA) con las siguientes condiciones: sinte-
sis de cDNA 1 ciclo de 32 min a 50 °C; 1 ciclo de 2
min a 94 °C; seguido de 40 ciclos de 15 s a 94 °C,
15 s con la temperatura de alineamiento calculada
(TA) para cada iniciador (Cuadro 1), 15 s a 68 °C.
Por ultimo, se program6 un paso de elongacion fi-
nal por 5 min a 68 °C. Los productos obtenidos de
la RT-PCR se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2%/TAE a 80 V por 60 min. Los geles
fueron expuestos a luz UV en el fotodocumenta-
dor (Vilber Lourmat Infinity-1000/26MX, Francia)
para obtener imagenes de los productos finales. La
prueba de deteccion del patogeno se ejecutd con
RT-PCR duplex en un solo paso empleando los ini-
ciadores del ASBVd y de actina. La mezcla utiliza-
da para un volumen final de 10 pL de reaccion fue:
1X Reaction Mix buffer, 0.2 uM de ambos iniciado-
res, sentido y antisentido; 0.4 pL de SuperScript® 111
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adding DEPC-treated water. PCR reactions were
conducted in a thermocycler (Applied Biosystems
2720, EUA) under the following conditions: cDNA
synthesis 1 cycle of 32 min at 50 °C; 1 cycle of 2
min at 94 °C, followed by 40 cycles of 15sat94°C, 15 s
using the calculated annealing temperature (TA) for
each primer (Table 1), and 15 s at 68 °C. Finally, a 5
min elongation step at 68 °C was added. RT-PCR
products were separated by electrophoresis in
2%/TAE agarose gel at 80 V for 60 min. Gels
were exposed to UV light in a UV-transilluminator
(Vilber Lourmat Infinity-1000/26MX, France)
to capture images of the final products. Pathogen
detection tests were carried out using single-step
duplex RT-PCR, ASBVd and actin primers. The
mixture used for a 10 pL final volume of reaction
contained 1X Reaction Mix buffer, 0.2 uM of
both primers (sense and antisense), 0.4 pL of
SuperScript® ITI RT/Platinum® TagMix, and 100 ng
of total RNA; the volume was completed by adding
DEPC-treated water. Amplification conditions
were similar to those described previously. Defense
genes and ASBVd viroid were detected in three
samples of mature leaves and three samples of

Cuadro 1. Temperaturas de alineamiento calculadas (TA)
para ejecutar la RT-PCR de un solo paso y ta-
mafio de los productos esperados en pares de
bases (pb).

Table 1.Calculated annealing temperature (TA) for one-

step RT-PCR, and size of the expected products in

base pairs (pb).

Iniciador TA (°C) Tamafio del producto (pb)
ASBVd 52.0¢ 250

Actina 57.1 103
PaNPR1 56.3 119

PR-5 55.6 171

PR-6 52.0 158

EREBP 61.6 96

*Temperatura de alineamiento para la prueba de deteccion del
ASBVd por RT-PCR duplex / *Annealing temperature to de-
tect ASBVd through duplex RT-PCR.
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RT/Platinum® TagMix; 100 ng de RNA total, y se
complet6 el volumen con agua tratada con DEPC.
Las condiciones en el termociclador son iguales a
las ya mencionadas. En los analisis de los genes de
defensa y deteccion de ASBVd, se analizaron tres
muestras de hoja madura y tres muestras de fru-
to inmaduro por grupo de arboles sanos, con sin-
tomas y asintomaticos. Nueve bandas del viroide
obtenidas de tejido de hoja, cuatro de arboles con
sintomas y cinco de arboles asintomaticos, fueron
secuenciadas (Macrogen Inc, Seul, Corea) y com-
paradas con BLASTn del NCBI.

Con el programa de analisis de imagenes ImageJ®
se comparo la densidad de bandas en gel de agarosa
(Schneider et al., 2012). Los valores de densida-
des de las bandas fueron normalizados por trans-
formacion de datos V(x+1) y comparados con los
valores de densidad de actina y después graficados.
Las graficas resultantes indican un perfil de intensi-
dad relativa media, tomada de una region de interés
constante. Las diferencias entre los tejidos y los ar-
boles se analizaron por la prueba t de Student. La
significancia estadistica se considerd con p < 0.05.

La prueba de deteccion del ASBVd indica que
el tejido de arboles infectados amplifico una banda
de aproximadamente 250 pb, que coincide con el
tamano esperado del patéogeno en cuestion, banda
que no se presenta en arboles sanos (Figura 1). La
amplificacion del gen de actina indica que la re-
accion se llevo a cabo en todas las muestras ana-
lizadas. Las secuencias analizadas mostraron alta
coincidencia con tres aislamientos del ASBVd
(KF562705.1, KF562706.1 y KF562704.1, Iden-
tidad>92%; valor E<7x10%, datos no mostrados)
reportados en las zonas productoras de aguacate
(Beltran et al., 2014).

Los productos de la amplificacion separados por
electroforesis se presentan en la Figura 2. Los teji-
dos de arboles sanos muestran expresion basal de
los genes evaluados, por lo que las comparaciones
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unripe fruit per group from healthy, symptomatic
and asymptomatic trees. Nine viroid bands from
leaf tissue, four from symptomatic trees and
five from asymptomatic trees were sequenced
(Macrogen Inc, Seul, Corea) and compared using
BLASTn from the NCBI.

Band density was compared using image
processing with ImageJ® (Schneider et al., 2012).
Band density values were normalized by data
transformation V(x+1), compared with the actin
density values and then plotted. The resulting
graphs display a profile of the average relative
intensity taken from a constant region of interest.
Differences between tissue and trees were analyzed
using Student’s t-test. Statistical significance was
considered as p < 0.05.

The detection test for ASBVd on tissue from
infected trees amplified a band of approximately
250 pb, which coincides with the expected size
of the studied pathogen; this band is not present
in healthy trees (Figure 1). Amplification of the
actin gene shows that a reaction occurred in all the
analyzed samples. Sequencing of the bands highly
matched three ASBVd isolates (KF562705.1,
KF562706.1 and KF562704.1, greater than 92%
identity, and E-value less than 7x10¢, data not
shown) found in avocado production areas (Beltran
etal.,2014).

Amplified products separated by electrophoresis
are shown in Figure 2. Healthy tree samples show
basal expression of the tested genes and serve as
expression reference to ASBVd infection between
infected trees (symptomatic and asymptomatic)
and healthy trees. Surface and percentage data
calculated by Image]® were used to calculate
relative density of each band; this relative density
was adjusted to the level of expression of the actin
gene reference (Figure 3).

The PaNPRI and EREBP genes did not show
significant differences in differential expressions
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Figura 1. Deteccion del Avocado sunblotch viroid (ASBVd) en aguacate. Productos amplificados por RT-PCR diplex de un
solo paso. Los tejidos positivos para la infeccién con ASBVd muestran dos productos, el que pertenece al viroide
de 250 pb y el de la amplificacion del gen de actina de 103 pb. Carril 1: marcador de 100 pb; Carriles 2 y 3: tejido
foliar, y Carril 6 fruto de arboles sanos; Carriles 4 y 7: hoja y fruto de arboles asintomaticos; Carriles 5y 8: hoja
y fruto de arboles con sintomas visibles. La banda correspondiente al viroide se expresa solo en arboles infectados.

Figure 1. Detection of Avocado sunblotch viroid (ASBVd) in avocado. Amplified products using duplex one-step RT-PCR.
Tissues that tested positive for ASBVd show two products, one that belongs to the 250 bp viroid, and one from the
amplification of the 103 bp actin gene. Lane 1, 100 bp marker; Lanes 2 and 3, healthy leaf samples; Lane 4 and 7,
leaf and fruit samples from asymptomatic trees; Lane 6, fruit sample from healthy tree; Lanes 5 and 8, leaf and
fruit samples from trees with visible symptoms. The band corresponding to the viroid is expressed only in infected

trees.

Hojas

Frutos

A e oo o e e —

PaNPR1

— S GE— — — S—

PR-5 | p— . e €=

PR-6 — G —— G—— O— G—

EREBP c— a—

H S
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Figura 2. Productos de la amplificacion de genes de defensa. Los primeros tres carriles corresponden a tejido foliar, los tres
restantes a tejido de frutos. H, sano; S, sintomatico; A, asintomatico.

Figure 2. Amplification products from defense genes. The first three lanes correspond to leaf tissues, and the other three to
fruit tissue. H, healthy; S, symptomatic; A, asymptomatic.

del efecto de la infeccion del ASBVd se realizaron
entre arboles con sintomas y arboles asintomaticos,
con respecto al sano. Los datos de area y porcen-
taje calculados por Imagel]® se usaron para obtener
densidades relativas de cada banda y se ajusto al
nivel de expresion del gen de actina usado como
referencia (Figura 3).

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2018

among infected, symptomatic or asymptomatic
trees, nor regarding their basal expression
on healthy tissue (Figures 3A and 3B). PR-5
expression on asymptomatic trees is over-expressed
and significantly different from expression of
symptomatic trees and basal expression, while
fruits from symptomatic trees did not show any
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Figura 3. Analisis cuantitativo de las intensidades de los productos de la RT-PCR de los genes relacionados con defensa.
Se muestran los promedios de las densidades relativas ajustadas, los cambios en la intensidad son negativos o
positivos a partir del valor de la expresion basal asignada como 1. La linea vertical sobre cada barra representa
el error estindar (n=3). S, tejido de arbol con sintomas; A, tejido de arbol sin sintomas; *, diferencia significativa
con respecto al tejido sano; f, diferencia significativa entre sintomético y asintomatico.

Figure 3. Quantitative analysis of band intensity from RT-PCR bands for defense-related genes. The average of the adjusted
relative densities is shown; changes in intensity are negative or positive depending on the value of the basal expres-
sion assigned as 1. Vertical lines on each bar represent the standard error (n=3). S, tissue of trees with symptoms;
A, tissue of asymptomatic trees; *, significant difference in relation to healthy tissue; {, significant difference be-

tween symptomatic and asymptomatic.

Los genes PaNPRI y EREBP no mostraron di-
ferencias significativas en la expresion diferencial
entre los arboles infectados, con sintomas y asinto-
maticos, ni con respecto a la expresion basal en los
tejidos sanos (Figuras 3A y 3B). La expresion de
PR-5 en el fruto de arbol asintomatico esta sobre-
regulada y es significativamente diferente a la de
fruto de arbol con sintomas y a la expresion basal,
mientras que en los frutos de arbol con sintomas no se
encontraron diferencias con la expresion basal (Figura
3C). En las hojas no se encontraron diferencias en la
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difference from basal expression (Figure 3C). No
expression differences were found in leaves from
symptomatic and asymptomatic trees, nor in the
basal expression. The expression of PR-6 on fruit
infected by ASBVd was up-regulated and, although
it increased in asymptomatic fruits, no difference
was observed on fruits from symptomatic trees
(Figure 3D). As for leaf tissue, a significant down-
regulation was observed on asymptomatic trees.

It is documented that changes in NPRI gene
expression induce changes in PR-5 expression
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expresion entre arboles sintomaticos y asintomati-
cos, ni con respecto a la expresion basal. La expre-
sion de PR-6 en frutos infectados con ASBVd tuvo
regulacion positiva, y, a pesar de su incremento en
frutos asintomaticos, no se observo diferencia con
los frutos de arboles con sintomas (Figura 3D). En
el caso del tejido foliar se observo una regulacion
negativa significativa en los arboles asintomaticos.

La expresion de genes NPRI pueden inducir la
expresion de PR-5 (Shah et al., 2001). Sin embar-
g0, los resultados siguieren que los cambios de ex-
presion de PR-5 en tejidos infectados por ASBVd
no fueron inducidos por PaNPR1, debido a que los
niveles de expresion de éste no muestran diferen-
cias significativas con respecto a la expresion basal.
Backer et al. (2015) reportaron que la expresion
constitutiva basal de PaNPR1 fue mas alta en hojas
que en frutos inmaduros; ademas, y a diferencia del
conocimiento que se tiene donde el acido salicilico
es activador de NPR1, los autores encontraron una
regulacion negativa de PaNPRI en el tratamiento
con acido salicilico a las 12h después de la aplica-
cion, lo que sugiere una funcion alternativa en las
respuestas de defensa.

Por otro lado, se sabe que los viroides pueden
inactivar algunos factores de transcripcion, in-
cluyendo EREBP, generalmente al suprimir las
vias de regulacion de los mRNA asociados a ellos
(Matousek et al., 2015; Katsarou et al., 2016). En
esta investigacion no hubo diferencias en la expre-
sion de EREBP. A pesar de que el etileno es una
hormona muy comun que puede simular el ataque
de patogenos y promover la expresion de algunas
proteinas PR, éste tiene limitada participacion en el
desarrollo de sintomas inducido por viroides (Hu et
al., 2011), lo cual es consistente con los resultados
obtenidos.

Con respecto a la induccion de los genes PR-5
y PR-6, los resultados obtenidos permiten suponer
que el mecanismo que activa la expresion de genes
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(Shah et al.,2001). However, results in this research
suggest that changes in PR-5 expression on tissue
infected by ASBVd were not produced by changes
in PaNPR1 expression because it did not change
significantly from basal. Backer et al. (2015)
reported that PaNPRI constitutive expression was
higher on leaves than on unripe fruits. Additionally,
and contrary to documented reports on NPRI
activation by salicylic acid, they found PaNPRI
down-regulation 12 h after salicylic acid treatment;
this behavior suggests an alternative function for
defense responses.

On the other hand, it is known that viroids can
inactivate some transcription factors, including
EREBP, usually by suppressing regulation ways
of mRNA associated with them (Matousek ef al.,
2015; Katsarou et al., 2016). In this research, no
differences were found in EREBP expression.
Although ethylene is a common hormone that
can simulate a pathogens attack and favor the
expression of some PR proteins, it has a limited
involvement in the development of symptoms
induced by viroids (Hu et al., 2011), a fact that is
consistent with the obtained results.

As for induction by PR-5 and PR-6 genes, the
results in this research suggest that the mechanism
that activates PR genes expression acts as a non-
specific coordinated set of genes that varies in
magnitude and can stop the primary infection (Fister
et al., 2016). The expression of PR-5 on fruit from
asymptomatic trees was high compared with that
on other tissues, which suggest that this organ has
a more active defense mechanism. The expression
of PR-5 genes may occur by the action of abscisic
acid, ethylene, salicylate, methyl jasmonate or any
other elicitor (Velazhahan et al., 1999). Therefore,
PR-5 induction in fruits from asymptomatic trees
may have resulted from the activation of another
signaling messenger different from ethylene, which
would also explain why the EREBP transcription
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PR funciona como un conjunto de genes coordina-
do, no especifico, que varia en magnitud y puede
llegar a detener la infeccion primaria (Fister et al.,
2016). La expresion de PR-5 en frutos de arboles
asintomaticos fue elevada en comparaciéon con la
de los otros tejidos, lo cual sugiere una respuesta
de defensa mas activa en este 6rgano. La expresion
de los genes PR-5 puede ocurrir por la accion de
acido abscisico, etileno, salicilato, metil jasmonato
o algunos otros elicitores (Velazhahan et al., 1999).
Consecuentemente, es posible que la induccion de
PR-5 en frutos de arboles asintomaticos se deba a
la activacion por la sefializacion de otro mensajero
diferente al etileno, lo cual explicaria también por-
qué el factor de transcripcion EREBP no cambid
sus niveles de expresion (Figura 3B). Sin embargo,
la expresion de PR-5 depende del tipo de patogeno,
ya que la infeccion de Colletotrichum gloeospo-
rioides no modifico su nivel de expresion (Djami-
Tchatchou et al., 2013).

La expresion de PR-6 tuvo una regulacion po-
sitiva en los frutos, similar a lo que ocurrié con
PR-5. Las proteinas PR-6 pertenecen al grupo de
inhibidores de proteasas reportadas en una gran va-
riedad de plantas respondiendo a diversos estimu-
los externos incluyendo heridas, alimentacion por
insectos e infecciones microbiales (Habib y Fazili,
2007; Turra 'y Lorito, 2011). La expresion de PR-6
puede ser regulada por etileno y activada en hojas
durante la maduracion de frutos (Margossian et al.,
1988); también puede ser inducida por aplicacio-
nes exogenas de metil jasmonato y acido abscisico
(Wang et al., 2003). Debido a la escasa expresion
de EREBP en los frutos de arboles asintomaticos, la
expresion de PR-6 en éstos parece relacionada con
la induccién por acido jasmoénico o a través de una
ruta alterna (Koiwa et al., 1997).

Este estudio establece las bases para plantear di-
versas rutas de defensa del aguacate que son indu-
cidas por la infeccion del ASBVd. Los cuatro genes
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factor did not change its expression level (Figure
3B). However, the expression of PR-5 depends
on the type of pathogen, since Colletotrichum
gloeosporioides infection did not modify its
expression level (Djami-Tchatchou et al., 2013).

PR-6 expression was up-regulated on fruits
like PR-5. PR-6 proteins belong to the group of
protease inhibitors reported to be present in an
extensive range of plants that respond to diverse
external stimuli, including wounds, insect-feed and
microbial infections (Habib and Fazili, 2007; Turra
and Lorito, 2011). The expression of PR-6 can
be regulated by ethylene and activated in leaves
during fruit ripening (Margossian et al., 1988); it
can also be induced by exogenous applications of
methyl jasmonate and abscisic acid (Wang et al.,
2003). Given the poor EREBP expression on fruits
from asymptomatic trees, the expression of PR-6
on them seems to be associated with induction by
jasmonic acid or through an alternate route (Koiwa
etal., 1997).

This study sets the basis to further explore
diverse defense routes in avocado that are induced
by ASBVd infection. The four studied genes showed
differential expression, both in leaf tissue and fruit
tissue from healthy trees and infected with ASBVd.
The more significant changes in expression were
recorded in fruits from asymptomatic trees with
PR-5 and PR-6. In contrast, in leaf tissue from
asymptomatic trees only the PR-6 basal expression
was modified.

End of the English version ~~——~——~——~—

estudiados presentaron expresion diferencial, tanto
en tejido foliar como en tejido de fruto de arboles
sanos como infectados con ASBVd. Los cambios
mas significativos en la expresion se dieron en frutos
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de arboles asintomaticos en los genes PR-5 y PR-6.
En cambio, en tejido foliar unicamente se modifico
la expresion basal de PR-6 en arboles asintomati-
Cos.
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