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Introduccion.

La patogénesis en los hongos se ha abordado desde dos
aspectos principales: a nivel celular, involucrando el
reconocimiento del hospedante, la fijacién, la penetracion
e invasion en el hospedante y la formacién de estructuras
de reproduccién. El nivel molecular comprende la
recepcion de estimulos o sefiales, la transduccion de
estas al nucleo y finalmente el cambio de la expresion
génica para la adaptacion del patdégeno a las condiciones
proporcionadas por el hospedante. La expresion génica
durante el proceso patogénico guarda relaciéon con la
etapa de infeccién, en la cual los genes se pueden
inducir, mantener o reprimir. Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid. es un hongo patégeno, necréfito, capaz de
resistir a condiciones ambientales adversas y es
causante de la enfermedad denominada ‘pudricién
carbonosa’ que afecta a mas de 500 especies de plantas.
En este trabajo se realiz6 el estudio de los genes
expresados diferencialmente de M. phaseolina por medio
de la técnica hibridacion sustractiva (HS) en la
interaccién con frijol (Phaseolus vulgaris L.) var. pinto
ul114.

Metodologia.

Las interacciones realizadas entre la plantula de frijol-M.
phaseolina HMPO5, se realizaron en medio MS dentro de
una camara bioclimatica a una temperatura de 25 °C con
un fotoperiodo de 16 h luz durante 7 dias; se obtuvieron
muestras de RNA después de 12, 24, 48, 72 y 96 h, de
raiz control (no infectada) y de raiz problema (infectada)
para la extraccibn de RNA total; cada muestra se
almaceno a -70 °C. Se utilizé la técnica de Hibridacion
sustractiva®® para obtener un banco diferencial con el
material obtenido en la interaccién a las 48 h. Para el
andlisis por macroarreglos las membranas fueron
hibridadas® por quimioluminiscencia (Roche™), usando
2 sondas de cDNA control y 2 sondas problema
correspondientes a los tiempos de 48y 72 h

Resultados. A las 48 h de interaccion entre frijol y M.
phaseolina se observo en microscopio la adhesion de las
hifas y microesclerocios a la superficie de la raiz (Fig. 1).
Por HS se obtuvo un total de 254 clonas positivas, que

mostraron expresion diferencial, las cuales fueron
hibridadas en un macroarreglo. La hibridaciéon por
macroarreglos permitio confirmar la expresién diferencial
de algunos insertos de estos plasmidos (Fig. 2).

Fig. 1. Interaccién de M. phaseolina - P. vulgaris a las 48 h.—-A.
Interaccion en caja petri, previo a la extraccion de RNA. —-B. Raices (R)
invadidas por M.phaseolina, vista de estereoscopio. —C.
Microesclerocio (Me) adherido a raiz de P. vulgaris vista en microscopio
optico con aumento del0X.
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Fig. 2. —=A. Amplificacion de clonas al azar proevenientes de la HS. -B.
Hibridacion de plasmidos por macroarreglo.

Conclusiones. Se logro obtener un banco diferencial por
HS y confirmada la expresion diferencial de algunos
genes por macroarreglo.
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