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Desarrollo de alternativas biotecnoldgicas para la obtencién de plantas @#rus

sinensis(L.) Osbeck resistentes a la enfermedad de la Cancrosis de los citricos.
Resumen

Entre las enfermedades bacterianas mas relevantes para la citricultura argentina se
encuentra la Cancrosis de los citricos, presente en la mayoria de las zonas productoras de todo
el mundo, a excepcion de Europa. Las pérdidas econdmicas mas importantes son ocasionadas
por las restricciones cuarentenarias a los frutos, impuestas por paises libres de estas
enfermedades, que limitan las exportaciones a tales destinos. Dado que no se ha encontrado
resistencia natural a la enfermedad, ni en el germoplasma disponible para el mejoramiento, ni
en las especies utilizadas como pie para propagar las variedades comerciales de citrus,
actualmente se intenta controlar al patdogeno causante de la Cancrosis (Xanthomonas
axonopodis pv. citjimediante la aplicacion de bactericidas de contacto a base de cobre. Si
bien éstos permiten controlar parcialmente el desarrollo de la enfermedad, no sdélo son
eliminados por las lluvias y el viento, sino que también resultan contaminantes para el
ambiente y para el hombre. Por estas razones el desarrollo de estrategias biotecnolégicas
representa una alternativa atractiva para la blusqueda de la resistencia a la Cancrosis. En tal
sentido, el objetivo principal de esta Tesis fue desarrollar plantas transgénicas de Citrus
sinensis (naranjo dulce) resistentes a la enfermedad, a partir de la expresion del péptido
antimicrobiano dermaseptina. En primer lugar, se demostré el efecto bactericida del péptido
frente a Xanthomonas spp. en ensayos in vitro. Siguiendo estos resultados, se realizé una
construccion que permite la expresidn constitutiva de dermaseptina y su exportaciéon a
apoplasto, region donde se multiplica la bacteria durante la infeccion. Luego, se
transformaron plantas de C. sinensis y se obtuvieron 7 positivas para los genes marcadores de
seleccion utilizados (resistencia kanamicina y GFP), cuya posterior caracterizacion molecular
confirmé la presencia de la secuencia de dermaseptina en el genoma de las plantas.
Finalmente, mediante ensayos de infeccion en cadmaras de crecimiento, se establecié que la
expresion del péptido antimicrobiano en las plantas transgénicas de naranjo indujo resistencia
parcial frente a la infeccion con X axonopodis. Si bien aun resta desarrollar ensayos de
infeccidén en invernadero, estos resultados permitieron convalidar la estrategia biotecnolégica

escogida para conferir resistencia a la Cancrosis.

Palabras claves: citricos transgénicos, dermaseptina, Cancrosis, Xanthomonas.



Development of biotechnological alternatives to obtain Citrus sinensis (L.) Osbeck

plants resistant to citrus canker disease.

Summary

Canker disease is one of the most important bacterial diseases affecting citric
production in Argentina, and it is also present in most producing areas around the world,
exceptin Europe. Since that a substantial percentage of lemon, grapefruit and orange is
intended for export, outbreaks of this disease provoke an immediate quarantine for the fruits
harvested in the affected areas, with the subsequent losses of economic income. As no natural
resistance has been found, neither in commercial orange varieties nor in any of the common
graft stock varieties, current attempts to control the Canker causative pathogen Xanthomonas
axonopodis pv. citri consists of preventive sprayings with copper-based bactericides. Despite
this approach confers partial disease control, copper-based bactericides are not only be
eliminated by rain and wind, but they also result harmful to the environment and to human
beings. Due to these limitations, biotechnological strategies represent an attractive alternative
for the search of Canker resistance. In that way, the main aim of this work was to obtain
transgenic Citrus sinensis (sweet orange) plants expressing an antimicrobial peptide
(dermaseptin) in order to confer resistance against Xanthomonas axonopodis pv. Ccitri

infections.

First of all, bactericidal effect of dermaseptin against Xanthomonas spp. was
demonstrated byn vitro assays. Following these results, a genetic construct allowing the
constitutive expression of dermaseptin and its export to apoplast was generated. That's where
bacteria multiplies during infection. Then, C. sinensis plants where transformed with this
construction, obtaining seven positive plants for the GFP and kanamycin marker genes. Later
molecular characterization confirmed the presence of dermaseptin sequence in the
corresponding genomes. Finally, controlled X. axonopodis infection assays showed significant
reduction of disease symptoms in transgenic plants. Even though the results obtained in this
work should be confirmed at the level of greenhouse and field trial assays (since controlled
infection assays cannot be directly extrapolated to real agricultural conditions), they indicate

that the strategy used in this work could be effective in achieving Canker resistance.

Key words: transgenic citrus, dermaseptina, citrus Canker disease, Xanthomonas
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Introduccién

1. La produccion de citricos en Argentina y el mundo.

La produccion mundial de frutas citricas totales esta distribuida entre los paises de los
hemisferios Norte y Sur en porcentajes aproximados del 70% y 30%, respectivamente. Esta
distribucion permite que parte de la produccion de un hemisferio sea exportada al otro para

satisfacer las demandas que se generan en contraestacion (Justo and Rivera, 2009).

Argentina es actualmente el séptimo productor de frutos citricos, con una participacion
del 3,1% del total mundial. A su vez, ocupa el cuarto lugar en industrializacién de frutas
citricas y es el segundo productor del hemisferio Sur, luego de Brasil. Segin un informe
publicado en 2011 por la Federacion Argentina del Citrus (FederCitrus), la produccién del
sector citricola argentino para el afio 2010 se estimé en U$S 1.153,7 millones, de los cuales

527,5 correspondieron al mercado interno y 626,2 a la exportacion (FederCitrus, 2011).

La produccion de citricos de nuestro pais esta concentrada en el Noroeste y Noreste
argentinos (NOA y NEA, respectivamente). EI NOA, integrado por las provincias de
Tucuméan, Salta, Jujuy y Catamarca, produce el 54,84% de la produccién argentina. EI NEA,
integrado por Entre Rios, Corrientes, Misiones y Buenos Aires, produce el 42,77 %. El 1,39%
restante esta distribuido en otras provincias, tales como Chaco y Formosa (FederCitrus,
2011).

La expansion citricola en el NOA es relativamente reciente y se destaca del resto del
pais por estar localizada en areas de baja contaminacién ambiental, donde también es posible
producir utilizando bajos niveles de plaguicidas, ya que existen enemigos naturales de las
distintas plagas. La actividad agricola en estas regiones ha logrado un alto grado de
especializacion, capitalizacién e incorporacién de tecnologia, o que le permite competir en
los mercados mas exigentes del mundo. Asi, se ha desarrollado una infraestructura de apoyo y
de servicios (transporte, provision de insumos, cosecha), de procesamiento (plantas de
empaque, industria), industrias anexas (envases, viveros, maquinarias, mantenimiento) y de
apoyo tecnoldgico (generacion y transferencia de tecnologia de produccion, procesamiento,
administracion, comercializacion), que permite una alta eficiencia productiva. La amplia
diversidad climética comprendida en las regiones citricolas, ha permitido la especializacion de
la produccion en las diversas provincias, como es el caso de la produccién de limones en
Tucuman y la de pomelos rojos y rosados en Salta y Jujuy. Ha posibilitado ademas maximizar

la produccion de mandarinas y naranjas tanto tempranas como tardias (Justo y Rivera, 2009).
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A diferencia del NOA, el NEA es una regién con problemas de enfermedades
cuarentenarias, como la Cancrosis de los citricos, que plantean una marcada dificultad para
cumplir con los protocolos de exportacion. Por ello, los productos de esta region tienen
vedado el acceso a mercados importantes como EEUU y Japon y enfrentan considerables
limitaciones en mercados como los de Brasil, Chile, Uruguay y la Union Europea. Sin
embargo, con la aplicacion del programa de mitigacion de riesgos elaborado por el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), y aprobado por los paises
compradores de la Unién Europeda permitido mantener abiertos los mercados e ir

ampliando paulatinamente el volumen de los envios (JustRigad, 2009).
1.1. La produccién de naranjas en Argentina.

La produccion argentina de naranjas en el afio 2010 fue de 833.000 Tn, lo que
representa el 1,69% de la produccién mundial y un 4,47% de la produccién del hemisferio
Sur. La exportacion en el mismo periodo fue de 162.000 Tn, representando 4,28% de la
exportacion mundial y 11,31% de la del hemisferio Sur (FederCitrus, 2011).

La superficie cultivada con naranjas en Argentina es de 48.229 Ha, siendo las
provincias de Entre Rios, Corrientes y Jujuy las que presentan la mayor area cultivada vy el
mayor volumen de produccién. La principal provincia productora es Entre Rios, con el

56,58% de la produccion nacional.

Provincia Superficie cultivada Produccion (Tn)
Buenos Aires 2.344 22.000
Catamarca 950 5.500
Corrientes 12.143 130.000
Chaco 33 300
Entre Rios 20.056 471.626
Formosa 238 729
Jujuy 4.515 92.444
Misiones 2.800 9.687
Salta 4.000 73.700
Tucuman 1.150 27.500
TOTAL 48.229 833.486

Tabla 1. Principales provincias productoras de naranja en la campafia 2010 (Feda0Qitjus

! Resolucion SAGPYA 56/2008 de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pdsuantds de la Nacion, deja

sin efecto las Resoluciones N° 78 del 24 de enero de 2001 y N° 43 del marzo de 2003, y aprueba el
Programa de Certificacion de Fruta Fresca Citrica para exportacion a la Unién Europea
http://www.senasa.gov.ar/contenido.php?to=nyin=1332yio=8334
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Del total de la produccién de naranjas argentinas, el 48,69% se destina principalmente
al consumo interno, el 21,9% se destina a la industria, y el 19,41% a la exportacion. El 10%

restante se debe a pérdidas pre- y post-cosecha (FederCitrus, 2011).

Pérdidas pre y pos
cosecha
10%

Industriz
22%

Exportacion e
fresco
19%

Consumo Intern
49%

Figura 1. Destino de la produccién de naranjas en Argentina_os principales destinos de exportacién en
2010 fueron Espafia, Rusia, Holanda, Bélgica e Italia (FederCitrus, 2011).

2. Enfermedades bacterianas de los citricos.

Las bacterias fitopatdgenas capaces de infectar y desarrollar enfermedadesaen un g
namero de especies vegetales de importancia econdémica pertenecen a un reducido grupo de
géneros. Los géneros de bacterias Gram-negativas mas estudiados desde el punto de vista de
su biologia, impacto fitopatolégico y aspectos genético-moleculares son Agrobacterium,

Erwinia, PseudomonasXanthomonas (Daniels et al., 1992).

La mayor parte de las bacterias fitopatégenas de importancia agronémica son Gram-
negativas, poseen una membrana externa, una pared compuesta de péptidoglicanos y una
membrana interna (Figura 2 a). La pared celular de la mayoria de las bdittg@asgenas
esta cubierta por un material viscoso y gomoso que puede ser delgado (capa mucilaginosa) o
denso (cépsula). Poseen un largo flagelo (en algunos casos pueden ser mas de uno) cuya
disposicion puede ser unipolar, bipolar o sobre toda la superficie bacteriana. EI material
nuclear se presenta en forma de corpusculos filiformes, esféricos o elipsoidales (Figura 2 b
(Agrios, 1997; Llaceetal., 1996).
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Figura 2. (a) Esquema de la membrana y pared tipica de una bacteria fitopatdgena Granar{by&sguema
generalizado de la ultraestructura de una bacteria fitopatdégena tipica (Adaptado de black®%4).

Entre los principales patdgenos bacterianos de los citricos se encuentran Xanthomonas
axonopodis pv. citri, X. axonopodis pv. aurantifolii, X. axonopodis pv. citrumelo, Xylella
fastidiosa, Candidatus Liberibacter asiatiods, Liberibacter americanug;a. Liberibacter
africanus y Pseudomonas syringae pv. syringae. Todas ellas producen enfermedades que
redundan en pérdidas econdémicas debido a la merma de rendimiento de las plantas afectadas
y, en algunos casos, se suman las pérdidas debidas a las restricciones cuarentenarias a lo:

frutos impuestas por los paises que estan libres de tales patdégenos.

Las Xanthomonas spp. son bacterias aerébicas, Gram-negativas, que presentan un
anico flagelo. La mayoria de las especies de este género produce abundantes cantidades de
polisacéaridos extracelulares como el xantano (Scnaad et al., 2001; Llacer et al., 1996). Este
exopolisacérido es un heteropolimero cuya estructura primaria consta de una serie de
unidades repetitivas formadas por dos glucosas, dos manosas y un &cido glucurénico unidas
por enlaes p-1,4 (Figura 3 b). La cadena principal presenta una estructura quimica idéntica a
la celulosa, con cadenas de trisacaridos unidas al C3 de los residuos glicosidicos alternados
(Yun et al., 2005).
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Figura 3. (a) Placa de Petri conteniendo una estdanthomonas axonopodis. citri, se puede ver el color
amarillo-anaranjado caracteristico de este género bacteftigristructura primaria del exopolisacarido xantano
mostrando la union de dos unidades repetitivas.
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2.1. Cancrosis de los citricos.

El agente causal de la Cancrosis de los citricos es la bacteria Xanthomonas axonopodis
pv. citri. La enfermedad se describié por primera vez en EE.UU. en 1915. Hoy se identifican
al menos cinco (5) tipos de Cancrosis segun la cepa de Xanthomonas que produce la

enfermedad y la region donde se distribuye.

La Cancrosis A o asiatica es la forma mas ampliamente distribuida en el mundo. Esta
presente en Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay, Japon, China, India, Arabia Saudita, Iran,
Pakistan, Francia, EE.UU, entre otros paises. Las Xanthomonas del grupo A afectan pomelos,
lima Key, naranjas, mandarinas, limones y otras especies de Rutaceas (familia de plantas que
agrupa, entre otros géneros, a los citricos). El agente causal de la Cancrosis A es X

axonopodis pv. citri.

La Cancrosis B fue descripta en 1929 en la Argentina y estaba localizada sélo en
algunas zonas de Corrientes y Entre Rios. Afectaba principalmente a limones y lima Key.
Actualmente se la considera ausente en la region. El agente causal de la enfesmédad e

axonopodis pv. aurantifolii.

La Cancrosis C fue descripta Unicamente en Brasil, en plantas de limonero gallego
(Citrus aurantifolia). En algunos estudios taxondmicos moleculares se clasificaron a las cepas
del grupo C como X axonopodis pv. auratiifdSi bien se ha propuesto el mismo nombre
para las cepas productoras de la Cancrosis B y C, la cepa que causa la C se diférencia de

grupo B por que no produce sintomas en pomelo en inoculaciones artificiales.

La cancrosis D o bacteriosis aparecio por primera vez en 1981 en México, en plantas
de lima mexicana (Citrus aurantifoi&hristm- Swingle). Si bien existen estudios con cepas
presuntamente aisladas de las plantas portadoras de esos sintomas, su existencia es dudosa
gque nunca pudo recuperarse nuevamente del mismo lugar y los sintomas descriptos

inicialmente son causados por una nueva variante del hongo Alternaria.

La Cancrosis E, de los viveros o mancha bacteriana (CBS, por Citrus Bacterjal Spot
aparecio en Florida (EE.UU.) en 1984, sobre el portainjerto de citrumelo Swingle. Se intento
la erradicacién pero se suspendioé cuando se determind que la cepa poseia baja agresividad. Er
la actualidad, se la puede encontrar esporadicamente en plantas de vivero o en plantas adultas

de diversas especies. El agente causa es X. axonopodis pv. citrumelo.



Introduccién

En la Figura 4 se puede observar la distribucion mundial de la enfermedad para el afio
2002. En la actualidad, las zonas afectadas por la Cancrosis son las mismas que se observar
con el agregado de Bolivia y ROA.
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Figura 4. Distribucién mundial de la Cancrosis de los citricos (Gottwald et al., 2002).

Tanto los cultivos del NOA como los del NEA se encuentran actualmente afectados
por la Cancrosis de los citricos. Las cepas de Xanthomonas aisladas en territorio nacional
pertenecen al grupo A, causante de la Cancrosis tipo A. En el NOA la enfermedad fue
reportada por primera vez en el verano de 2002, y aln hoy afecta a la produccién citricola de
la regidn; sin embargo, dicha region aun no ha sido declarada zona endémica. En cambio, el
NEA es zona endémica, lo cual limita las exportaciones argentinas a los paises de la Union

Europea.
2.1.1. Biologia de la enfermedad.

La Cancrosis afecta a todos los citrus y a las especies y variedades de portainjertos y
copas cultivadas comercialmente. De todas las especies cultivadas, las mas atacadas son los

pomelos, algunas limas, las naranjas tempranas, algunas mandarinas, y los limones. El grado
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de susceptibilidad de los distintos cultivos citric@@&anthomonas varia segun la variedad
de citrico considerada:

Altamente susceptibles Moderadamente susceptibles Moderadamente resistentes
Pomelos Naranja amarga Mandarina
Lima Key Limo6n -
Naranja trifoliada Naranja dulce -

Todos los tejidos del vastago de la planta son susceptibles a la infeccién bacteriana:
hojas, ramas y frutos. La bacteria penetra en los tejidos jovenes (tejidos en expansion) de la
planta hospedante a través de los estomas (Gottwald et al., 2002). Es por ello que la
resistencia observada en el campo ha sido correlacionada con el tamafio y namero de
aperturas estomaticas disponibles para permitir la entrada de la bacteria dentro de la planta
debido al viento yala lluvia (Brunings and Gabriel, 2003). En el caso de tejidos maduros, la
entrada se produce a través de heridas causadas por el viento, el granizo, la accion del
hombre, o por lesiones causadas por insectos tales como el minador de la hoja de los citricos
(Phyllocnistis citrella). En este ultimo caso, las larvas del lepiddptero generan galerias en las
hojas a medida que se alimenta, dejando al descubierto el mesofilo y facilitando la entrada de
la bacteria (Figura 5 d y e). Asi, el minador de la hoja actia como amplificador de la
Cancrosis, aumentando la incideficiala severidall de la enfermedad (Gottwald et ,al.
2002). Tanto en los tejidos en expansion como en los tejidos maduros, la presion que ejerce el
viento sobre los tejidos es crucial para permitir la penetracién bacteriana. Por ello, las lluvias
acompafiadas de fuertes vientos son los factores climéticos ideales para lograr la infeccion. En
el campo los sintomas generalmente comienzan a hacerse visibles alrededor de 20 d después
de la infeccion. Las bajas temperaturas retrasan la aparicion de los sintomas (Canteros,
2009b).

Z La incidencia incidencia esté relacionada con el nimero de individuos afectadsistomas. Generalmente
se expresa como porcentaje de individuos afectados, o porcentaje de plantas; reic.

% La ®veridad se refiere a la intensidad del ataque producido por el patSyet® expresarse como porcentaje
de la superficie afectada, pérdida de biometa
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Figura 5. Lesiones sobre los distintos érganos de una planta de citrico producidas por Xamionas.(a)
Hoja de pomelo rojo severamente afectada por Xanthom@imagesion sobre el tallo de una planta de C.
sinensis (c) Grandes lesiones sobre una fruta inmadura rodeadas por halos clo(@ficBstografia de un
adulto y de una larva de P. citrella alimentandose de la (®j&loja de naranjo con galerias infectadas con
cancros como consecuencia de la exposicion del meséfilo (izquierda), lagaén no infectadas (derecha).
Fotografias tomadas de Gottwald et al., 2002.

Una vez que ingresaron a la planta, las bacterias se multiplican en los espacios
intercelulares de la célula vegetal o apoplasto (Figura 6a), produciendo una pustula,o canc
necrosis y muerte celular. A los 5-7 d de haber ingresado a la planta, emerge nuevamente a
través de los estomas o de las heridas, proporcionando el in6culo para una nueva infeccion.
Los polisacaridos extracelulares encapsulan a las bacterias exudadas en la superficie de las
lesiones, ayudando a la dispersion causada por el viento y a su supervivencia (Gotto and
Hyodo, 1985).

Figura 6. Detalle de las lesiones producidas por Xanthomonas en citricos. ¥a)axonopodis pv. citrumela

los 7 d.p.i en el espacios apoplastico de una planta de pomelo (Grahar2@4!(p) Fotografia tomada con

un microscopio electrénico de barrido de un cancro rompiendo la epidéciniesion himeda caracteristica
(water soakin) rodeando la pustula o can¢dd.Cancros rodeados del halo clorético amarillento caracteristico
de la infeccidn con Xanthomonas. Fotografl@s (c) y (d) pertenecientes al trabajo de Gottwald et al., 2002.
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Los primeros sintomas de la enfermedad en las hojas aparecen como pequefas
manchas circulares ligeramente levantadas, embebidas en agua (water soaking) y de un color
verde mas oscuro que los tejidos circundantes. Mas tarde las lesiones cambian a un color
blanco grisaceo, se abren y adquieren una apariencia esponjosa o suberosa, con el centro
parecido a un crater, y se las denomina cancro. Los bordes de las lesiones estan bien definidos
y embebidos en agua, y suelen rodearse de un halo clorético o amarillento caracteristico
(Figura 6d Brunings and Gabriel, 2003). Las lesiones en las hojas se hacen visibles entre 7-
10 d.p.i. en ambos lados de la lamina. Las lesiones que ocurren sobre vastagos permanecen
visibles por muchas estaciones y permiten que el inéculo sobreviva durante largos periodos de
tiempo. Si bien las lesiones en los frutos no alteran necesariamente su calidad interna,
ocasionan pérdidas de valor en el mercado por el aspecto que adquiere la cascara (Gottwald et
al., 2002).

Las pustulas humedas y los cancros se producen como consecuencia de la induccion
del crecimiento celular (hipertrofia) y la division celular (hiperplasia). La induccién ocurre
dentro de las 72 h posteriores a la inoculacién, como consecuencia de la secrecion de la
proteina PthA en las células del hospedante. El gen pthA es el responsable de la patogenicidad
de Xanthomonas y es necesario para que la bacteria cause la enfermedad. Esteggen o un
homologo estan presentes en todas las Xanthomonas que causan Cancrosis. La expresion er
forma transitoria del gen pthA dentro de células de citricos es suficiente para la produccion de
los sintomas de hipertrofia, hiperplasia y muerte celular. A su vez, mutaciones de pthA en
Xanthomonas causan la pérdida de habilidad de generar la enfermedad, pérdida en la
habilidad de formar ampollas himedas, y pérdida significativa de la habilidad del patégeno de
crecer en la planta, lo cual indicaria que pthA también seria necesario para la liberacion de
nutrientes en los citricos (Brunings and Gabriel, 2003).

La defoliacion, la muerte progresiva de las ramas y la caida temprana de los frutos son
los impactos econdmicos directos de la enfermedad (Graham et al., 2004), que disminuyen el
rendimiento del cultivo. Cuando la severidad de la enfermedad es elevada, la Cancrosis puede
afectar el contenido interno de los frutos, lo que constituye un severo problema para las
plantas afectadas (Goto and Yaguchi, 1979; Gottwald et al., 1988).

2.1.2. Asociacion de Pseudomonas en sintomas de Cancrosis.

10
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Los sintomas de la Cancrosis pueden presentarse en ocasiones con un aspecto
diferente al habitual, debido a la invasion de los cancros de las hojas y/o de los frutos por la
bacteria P. syringae pv. syringae. Esta asociacion de Xanthomydhsesudomonas ocurre
generalmente en plantines y plantas adultas de pomelo, limoén y algunas naranjas. Es mas
evidente en épocas de temperaturas frescas, ya que la bacteria Pseudomonas es de clime
templado (Canteros, 2009b).

2.2. Clorosis Variegada de los Citrus (CVC).

La Clorosis Variegada de los Citricos es una enfermedad producida por la bacteria
Xylella fastidiosa que afecta todas las variedades de citricos y portainjertos. La enfermedad es
trasmitida por el insecto Homalodisca coagulata (Damsteegt et al., 2006) y es especifica de
xilema (Dow et al., 2000). La bacteria inyectada por el insecto, invade el xilema de las plantas
produciendo como sintoma caracteristico una clorosis internerval muy notable, seguida de
manchas con inclusién de goma color marrén claro. La bacteria no se encuentra en las zonas
cloréticas ni en las zonas con goma debido a que invade Unicamente las nervaduras. En los
frutos se observa fructificacion en racimo, maduracion precoz y disminucion del tamafio final
de la fruta. En nuestro pais, se la encontré por primera vez en Misiones en 1984 en plantas de
naranjo, y se la reporté como “pecosita” (Brlansky et al., 1993). En la actualidad se encuentra

presente en Argentina, Brasil, EE.UU. y Costa Rica (Damsteeqgt et al., 2006).
2.3. Huang-long-bind (HLB) o ex greening.

HLB es una enfermedad causada por la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus
(Las), Ca. Liberibacter americanus (Lam)Ga. Liberibacter africanus (Laf). El patégeno se
aloja en el floema de las plantas afectadas y causa sintomas en las hojas y frutos. Los frutos se
vuelven no comestibles por el sabor amargo y la mayoria de las plantas muere luego de la
infeccidon. Estas bacterias patogénicas aun no han podido ser cultivadas en el laboratorio, por
lo que los diagnésticos se realizan mediante analisis moleculares. Laf esta presente en
Sudafrica y Las en China. En EEUU vy Brasil ingresé recientemente el tipo Las, y en este
altimo se encontrd posteriormente el tipo Lam. En 2007 la enfermedad fue reportada en 131
municipios de San Pablo, Brasil (Mangussi, 2008). Tanto Lam comdi&asn como vector
el psilido Diaphorina citri (Ramos Méndez, 2008), insecto que también se encuentra presente
en el territorio argentino. En junio de 2012, el SENASA confirmé la deteccion del patégeno

enla localidad misionera de Andresito y en su infoesyecifico que “se pusieron en marcha
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los procedimientos necesarios para erradicar las plantas aféctadas la “la situacién no
representa un riesgo epidemioldgico significativo, dado que las plantas fueron encontradas en

casas de familia” (http://www.senasa.gov.ar/contenido.php?to=nyin=11yi0o=21289).
2.4. Tizon bacterial (citrus blasj.

Esta enfermedad es causada por P. syringae pv. syringae. Aparece muy
ocasionalmente en plantines de almacigo. En Argentina no ocurre en plantas adultas y es mas
comun en plantines de pomelo. La bacteria penetra por la union de la lamina foliar con el
peciolo y origina el tizén (necrosis) de las zonas adyacentes, provocando eventualmente la
caida de las hojas (Canteros, 2009b).

3. Pérdidas econdmicas provocadas por la Cancrosis de los citricos.

Segun un informe del Banco Mundial de 2010, la Cancrosis de los citricos provoca en
Argentina una pérdida anual de U$S 36 millones (Huerga and San Juan, 2005). Si bien las
lesiones provocadas en los frutos por Xanthomonas no alteran necesariamente su calidad
interna, la infeccidn bacteriana ocasiona la pérdida de valor en el mercado por el aspecto que
adquiere la cascara, y adicionalmente, por la pérdida econémica causada por las restricciones
cuarentenarias a los frutos provenientes de éareas infectadas (barreras para-arancelarias),

impuestas por paises libres de Cancrosis (Canteros, 2004).
4. Alternativas actuales para el control de la Cancrosis de los citricos.

Hasta el momento no se ha encontrado resistencia natural en variedades comerciales
de naranjos, ni en las especies utilizadas como pie o patrén, que son aquellas sobre las que se
propagan las especies de interés comercial. Por ello, los intentos de controlar la enfermedad
consisten actualmente en la aplicacion de bactericidas de contacto a base de cobre, que
mitigan el impacto de la enfermedad. A su vez, pueden utilizarse insecticidas contra el
minador de la hoja para disminuir la severidad y la incidencia de las infecciones. Este tipo de
controles basados en la aplicacion superficial de quimicos, tiene como desventajas que son
eliminados por las lluvias y el viento, producen contaminaciéon ambiental y ponen en riesgo la
salud de los operarios encargados de las pulverizaciones y de las poblaciones cercanas a las
plantaciones. Adicionalmente, el uso sistematico de cobre trajo aparejado en los Ultimos afios
la aparicion de cepas de Xanthomonas resistentes al bactericida en distintas fincas de la regién

del NEA (Canteros et al., 2010; Behlau et al., 2012). Como consecuencia de la aparicion de
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resistencia, comenz6 a utilizarse una mezcla de cobre y del fungicida Mdncozeb

recuperandose la accién bactericida de las aspersiones (Canteros, 2009a y 2009b).

En los ultimos afios, tanto en Argentina como en el resto del mundo, se implementaron
programas de Manejo Integrado para el control de la Cancrosis de los citricos. Las medidas
incluyen: a) estricto calendario de pulverizaciones a base de cobre (combinado con Mancozeb
en casos que sea nhecesario), variable segun el cultivo; b) control quimico del minador de la
hoja de los citricos (P. citrella); c) utilizacién de cortinas rompevientos; d) monitoreo
constante de las plantaciones para detectar en forma temprana la aparicion de sintomas; e)
poda y eliminacion de organos afectados por el patdgeno; f) erradicacidon y quema de
plantaciones muy afectadas; g) desinfeccion de la fruta cosechada (hipoclorito de sodio 200
ppm durante 2 min y/o ortofenilfenato de sodio); h) cosecha selectiva de frutas destinadas a la
exportacion; i) tareas de saneamiento que incluyen desinfeccién de ropa, herramientas y

maquinaria utilizadas por lote (Gottwald et al., 2002; Canteros, 2009a).

En la actualidad, el SENASA junto con el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Universidades, Gobiernos Provinciales, Municipios y Asociaciones de
Productores, han conformado una red que impul$regrama de Sanidad Citricola”, el cual
busca mejorar la condicién fitosanitaria de las plantaciones de citricos para que los frutos
puedan ingresar en los mercados compradores mas restrictivos. Especificamente, este
programa busca: a) erradicar o llevar a niveles econbmicamente aceptables la incidencia de
las principales plagas en las zonas de produccion; b) establecer y proteger zonas libres y
liberadas de las principales plagas citricolas; c) implementar programas oficiales de
cuarentena y certificacion de material de propagacion; y d) implementar programas
especificos que permitan aumentar las posibilidades de comercializacién externa de la

produccion citricola nacional (Justo and Rivera, 2009).
5. La interaccion planta-patogeno.

En la naturaleza, se pueden reconocer dos tipos de interaccion entre una planta y un
patogeno, en funcion de las respuestas de la planta frente al ataque del mismo. La interaccion
compatible y la interaccion incompatible. La interaccion compatible es aquellas ehua cu
patdgeno logra infectar y enfermar a una planta. Este tipo de interaccion se produce cuando

las condiciones ambientales son favorables y el sistema defensivo de la planta resulta

4 Mancozeb: complejo de manganeso etilen bis (ditiocarbamato) (poliméricsilata zinc.
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inadecuado, ya sea porque la planta no es capaz de detectar al patdgeno, o porque la respuest
defensiva es ineficiente. En cambio, la interaccion incompatible es aquella en la cual la planta
resiste al ataque del patdégeno y no se produce enfermedad. Esta resistencia puede ser
inespecifica (también denominada no-hospedante) y se produce cuando el patégeno no
encuentra las condiciones favorables para realizar la infeccion, la planta presenta estructuras
preformadas eficientes, o sintetiza compuestos toxicos que impiden la proliferacion vy
colonizacion del patégeno. También puede deberse a un reconocimiento del patégeno por
parte de la planta de forma inespecifica, a través de la deteccidon de moléculas comunes a la
mayoria de microorganismos fitopatégenos, tales como los lipopolisacaridos de la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas o de la proteina flagelina, componente estructural del
flagelo. Otra posibilidad es que se produzca un reconocimiento especifico entre la planta y un
patdgeno determinado, que involucre la interaccion de productos génicos del hospedante

(genes R) y del patégeno (genes)Avr

Una vez que se produce el reconocimiento del patdogeno (de forma especifica o
inespecifica), la respuesta defensiva de la planta comprende una serie de eventos comunes. S
produce un rapido intercambio de iones desde el medio extracelular a través de la membrana
plasmética. Como consecuencia, se incrementa la concentracién intracelufay @y
disminuye la de Cly K*, lo cual permite la activacion de las protein quinasas activadas por
mitdgenos (MAPK, del inglés Mitogen-Activating Protein Kinase) y la generacion de especies
de oxigeno reactivas (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) a través de una NAD(P)H
oxidasa asociada a membrana. Una vez activadas las MAPKSs, algunas son traslocadas al
nacleo y otras son rapidamente fosforiladas y desfosforiladas. Finalmente, se induce la
transcripcion de genes relacionados a la patogenicidad (PR, del inglés Pathogenicity Related),
genes involucrados en la biosintesis de fitoalexinas y la sintesis de metabolitos secundarios de
bajo peso molecular con actividad antimicrobiana (Gadjev et al., 2008; Zurbriggen et al.,
2010).

5.1. El sistema de defensa de las plantas.

Las plantas poseen sistemas de defensa preexistentes al ataque del patégeno que
pueden clasificarse en barreras bioquimicas y mecanicas. Las barreras bioquimicas involucran
tres grandes grupos de compuestos: péptidos y proteinas, metabolitos secundarios e
inhibidores de proteasas. Las barreras mecanicas dependen del grosor de la epidermis, calidad

de la cuticula, y forma, tamafio y localizacion de estomas y lenticelas. Ademas, las plantas
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han desarrollado mecanismos de respuesta fisioldgicos, bioguimicos y moleculares que les
permiten responder frente al ataque de los patégenos. Asi, una vez que la planta detecta la
presencia de un microorganismo invasor, se induce una serie de mecanismos defensivos que
incluyen la Respuesta Hipersensible (HR; del inglés, Hypersensitive Response), la Resistencia
Sistémica Adquirida (SAR; del inglés Systemic Acquired Resistance), la sintesis de proteinas

PR, la sintesis de fiotalexinas y las respuestas morfolégicas.

La HR se caracteriza por una necrosis rapida y localizada en respuesta al ataque del
patégeno. Ocurre en las células vegetales aproximadamente 24 h después de que la planta
percibe un patdégeno potencial. Consiste en una rapida activacion alrededor del sitio de
infeccién de las reacciones de defensa asociadas a la muerte celular, simdamaseed
celular programada de los animales. La muerte celular es precedida por la produccion de
especies reactivas de oxigeno que participan de la sefializacion dentro y hacia otras células,
tiene efecto toxico sobre los microorganismos invasores y participan en el refuerzo de la
pared celular. El objetivo de la muerte celular en la zona de ingreso de un microorganismo
patogénico es el de aislar al invasor. En el caso de los biétrofos, los depriva del acceso a mas
nutrientes; en el caso de los necrétrofos, la muerte celular resultaria en la liberacion de

sustancias inhibitorias para el patégeno (Hofius et al., 2007; Gadjev et al., 2008).

Luego que ocurre la HR en algun lugar del hospedante, la planta adquiere resistencia
en tejidos distales al sitio primario de infeccion. Esta resistencia, que protege a toda la planta,
es conocida como SAR. El &cido salicilico actia como una de las principales moléculas
sefalizadoras de esta respuesta, aumentando las defensas en toda la planta para posteriore

atagues del mismo o de otros patdgenos (Hofius et al., 2007).

La sintesis de proteinas PR incluye enzimas capaces de degradar la pared celular de
los microorganismos, como por ejemplo quitinasas o glucanasas, diversos polipéptidos con
actividad antimicrobiana, y componentes de las cascadas de transduccion de sefales que

coordinan la respuesta defensiva.

A su vez, en los sitios de interaccion con el patdgeno, se produce la sintesis de
fitoalexinas, que son moléculas con actividad antimicrobiana provenientes del metabolismo
secundario (fenilpropanoides, flavonoides, isoflavonoides, sesquiterpenos y policétidos). Las
distintas enzimas involucradas en la sintesis de las fitoalexinas son producidas de novo en el

momento de la infeccion (Hammerschmidt, 1999).
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Otro de los mecanismos defensivos que se producen luego del reconocimiento de un
patdgeno por parte de la planta, son las respuestas estructurales que impiden el avance del
invasor. Entre las respuestas mas comunes se encuentran la formacion de capas de corcho; lz
formacion de capas de abscision; formacion de tilides; deposito de sustancias gomosas;
hinchazon de tejido parenquimatico rodeado de material fibrilar amorfo; engrosamiento de las
paredes celulares; deposicidon de calosa; cierre de estomas; etc.

6. Estrategias biotecnolégicas para introducir resistencia a enfermedades

bacterianas.

En los ultimos afios, los avances de la biologia molecular y la ingenieria genética han
permitido desarrollar diferentes estrategias biotecnoldgicas para obtener plantas resistentes a
distintos fitopatégenos en un gran numero de cultivos de interés agrondémico (Collinge et al.
2010; McDowell and Woffenden, 2003). Las estrategias mas utilizadas para tal fin incluyen:

1) introduccién de genes de resistencia; 2) expresion de enzimas liticas, tioninas y
fitoalexinas; 3) interferencia con el mecanismo de quorum sensing de comunicacion
bacteriana; 4) incremento de los sistemas de defensa naturales de la planta; 5) expresion de

péptidos antimicrobianos de distinto origen.
6.1. Estrategia basada en la introduccion de genes de resistencia/avirulencia.

La coexistencia entre las plantas y sus patdgenos en la naturaleza, indica que ambos
tipos de organismo han co-evolucionado a lo largo del tiempo. De esta forma, las bacterias
fitopatégenas han desarrollado a lo largo de la evolucion, una serie de compuestos que
contribuyen a la invasién y colonizacion de sus respectivos hospedadores. Estos compuestos,
denominados factores de virulencia, determinan la patogenicidad y el grado de virulencia del
patogeno. Algunos de los mismos son comunes a todas las interacciones hospedante-

patdgeno y otros son especificos de interacciones particulares.

El modelo del “gen por geh propuesto por Harold Flor (Flor, 1971), postula que los
factores de virulencia (proteina efectora Avr) pueden ser “reconocidos” por el sistema de
defensa de la planta mediante las proteinas de resistencia (proteina R), desencadenando la
Respuesta Hipersensible (HR). Si bien durante mucho tiempo se postuld un modelo de co-
evolucion entre los genes R y Avr, segun el cual sus productos génicos interactuarian de
manera directa, en los ultimos afios cobré fuerza un modelo que tiene en cuenta los

nuMerosos casos en que se verificd que no existe una union directa entre los productos de los
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genes R y Avr. Este nuevo modelo, danedo de la proteina “guardiana” (Dangl and Jones,
2001), postula que las proteinas R detectarian modificaciones provocadas por las proteinas

Avr sobre sus blancos intracelulares. En la Figura 7 se muestra un esquema de este modelo.

Wy > — @ —> Se suprimen las
Q T O defensas, el
@ - ' @ > metabolismo se
D e . . m altera, etc.

Transduccion Defensas
de la senal. A activadas.

Transduccion Defensas
de la sefial. activadas.

Figura 7. Interacciones entre las proteinas Avr del patégeno y las proteinas R de las plant&l patégeno
hipotético (rectangulo gris) se ha unido a una célula de la planta gsaexgistintas proteinas de virulencia
(simbolos en rojo). En el caso de las bacterias, estas proteinas sedransla célula vegetal a través de un
sistema de secrecién de Tipo Ill (ver pagina 17). Una vez dentro dielll &&s proteinas Avr interactian con
las distintas proteinas del hospedador (simbolos en verde) qudarotdrorespuestas defensivas de la planta y
permiten expresar la virulencia de patégdiad.Caso de no reconocimiento. La célula de la planta no expresa
una proteina R capaz de reconocer a las proteinas de virulencia (Avr). d&cusmtia, la planta no puede
detectar eficientemente al patdgeno. Las proteinas Avr se unen a sus blancolameslsgprimiendo el sistema
de defensa y alterando el metabolismo del hospedéjteReconocimiento directo por una proteina R. La
proteina R, que comprende un dominio receptor y un dominio indsetarne directamente una proteina de
virulencia (Avr). Este reconocimiento activa una red compleja de transdueisefiales que desencadena las
respuestas defensivas de la plafitd.Modelo de la proteina “guardiana”. Una proteina R (“guardiana”) que
comprende un dominio receptor y un dominio inductor detecta urtaimaodel hospedador que se halla
modificada (simbolo de estrella roja) como consecuencia de su unioma@mnateina de avirulencia Avr. Este
reconocimiento desencadena una cadena de transduccion que gatilla las redgfesstiaas. Esquema tomado
de McDowell and Woffenden, 2003.

La mayor parte de los genes de resistencia (R) codifican proteinas de localizacion
citoplasmatica y contienen un dominio de unién a nucleétidos llamados NBS (por Nucleotide
Binding Site), y otro domino rico en leucinas llamado LRR (por Leucine-Rich Repeats). Otros
genes de resistencia capaces de participar en la deteccion de genes Avr codifican receptores
del tipo RLK (por Receptor-Like Kinayg RLP (por Receptor-Like Protein). Muchos genes

de resistencia poseen en su secuencia dominios involucrados en la sefializacion, como cierres

17



Introduccién

de leucina (leucine zippers), o dominios de proteinas quinasas. En base a esto, se cree que lac
proteinas codificadas por los genes R tienen dos tipos de funciones: el reconocimiento de la
sefal derivada de la proteina Avr, y la activacion de las vias de sefalizacion que

desencadenan la respuesta contra el patdgeno.

Los productos de los genes Avr tienen dos efectos potencialmente contrapuestos. Uno,
presente en todos ellos, es el de ser blanco directo o indirecto de los productos génicos de
resistencia (proteina R), induciendo de esa manera una respuesta defensiva del hospedador. E
segundo, descripto en un nimero cada vez mayor de proteinas Avr, es el de interferir con las
sefalizaciones defensivas del hospedador. Por ejemplo, el gen AvrPtoB de P. syringae es
capaz de suprimir la muerte celular programada de las plantas de tomate que no poseen el gen
de resistencia Pto (Avramovich et al., 2006). La proteina AvrPtoB posee, por una parte, un
dominio N-terminal que desencadena la respuesta HR y, por otra, un dominio C-terminal que
es necesario para la supresion de la respuesta inducida por el domino N-terminal. Por ende,
una bacteria mutante que carece del domino C-terminal de AvrPtoB es incapaz de yafectar,

que desencadenard rapidamente una respuesta HR.

Diversas enzimas extracelulares son también importantes factores de virulencia ya que
en su ausencia, el poder de infeccion del patbégeno disminuye considerablemente. Entre ellas
se cuentan las pectinasas, celulasas, proteasas, glicanasas, poligalacturonasas y esterasa
Estas enzimas son capaces de degradar componentes de la pared celular de las plantas y otro
componentes celulares, contribuyendo al ingreso del patégeno a la planta y, una vezedentro d

los tejidos, a la provision de nutrientes para su multiplicacion.

Muchas proteinas Avr son introducidas en la célula del hospedador a través de
sistemas bacterianos de secrecion que las transportan a través de las paredes celulares
bacterianas primero, y a través de las membranas del hospedador después. El sistema de
secrecion Tipo Il es el utilizado para secretar a la mayoria de las proteinas Avr (Alfano and
Collmer, 2004). Mientras que las proteinas de este sistema que participan del transporte a
través de la pared bacteriana estan altamente consénladagie interaccionan con la célula
vegetal son variables, ya que estan especializadas segun el rango de hospedador de la bacteric

A pesar de esa variabilidad, pueden ser agrupadas en tres clases: subunidades Hrp del pilus,

® Esk grupo de proteinas Avr también son llamados factores de patogenicidad, senqorescindibles para
generar la enfermedad, pero a diferencia otros factores de virulencia propidictergeno son los responsables
de los sintomas ni modulan la gravedad de la enfermedad, como poureggmplo, con algunas toxinas o las
fitohormonas, por ejemplo.
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harpinas (harpins) y factores de translocacién. Los pili son proyecciones proteicas de 8 nm de
diametro que sirven de conducto para el transporte de los efectores bacterianos al citoplasma
vegetal. Las harpinas estarian involucradas en la interaccion con la pared celular y la
membrana plasmatica, mientras que los factores de translocacion forman poros en la

membrana plasmatica.

Si bien en la mayor parte de las publicaciones referidas a la supresion de la respuesta
inmune de las plantas se estudia el rol de distintos genes Avr, ellos no son los Unicos efectores
bacterianos capaces de causar dicho efecto. En los Gltimos afios se demostrd que las mutante:
de X campestris pv. campestris que poseen una deficiencia en la sintesis del exopolisacarido
xantano, tienen afectada su capacidad de infeccion. Esto se debe a que el xantanales capa
interferir con una de las respuestas defensivas de las plantas, impidiendo el refuerzo de la
pared celular por deposicién de calosa al interferir con la via de sefializacion queldeva
activacion de la calosa sintetasa (Yun et al., 2005). A su vez, esta mutacion afecta la
capacidad de las bacterias de formar biofilmes, importantes en la diseminacion y la capacidad
de infeccién del patégeno (Torres et al.,, 2007). En el caso de mutantes similares de X
axonopodis pv. citri, se observé que ademas de tener afectada la patogénesis, las bacterias

tenian afectada la capacidad de formar biofilmes y de adherirse a la superficie foliar.

En los ultimos afos, se logré introducir resisteremadistintos cultivos de interés
agrondmico mediante la expresion de genes de resistencia en plantas que originalmente eran
susceptibles. Como ejemplo, cabe mencionar la expresién del gen de resistencia Bs2 de
pimiento en plantas de tomate, el cual confiere resistencia a cepas de X campestris pv.
vesicatoria que contienen el gen de avirulencia awBS2 (Tai et al., 1999). Un casoesmila
el de la expresion del gen de resistencia del arroz Xa2l, proteina que posee un dominio
quinasa serina/treonina capaz de autofosforilarse en varios sitios en el curso de una
interaccion incompatible. Mediante la expresion de Xa21 en variedades de arroz susceptible
se logré obtener resistencia a X. oryzae pv. oryzae (Xoo), medida como una disminucion del

tamafio de las lesiones foliares (Zhang et al., 1998).

Yang et al. (2010) lograron obtener resistencia frente a la infecci&nad@nopodis
pv. citri en plantas de transgénicas de naranjo, expresando la regién carboxi-terraural (la
contiene tres sefales de localizacion nuclear) de la proteina pthA. El gen de avirulencia pthA
es uno de los responsables de la infeccion de X. axonopodis pv. citri en citricos, y suando e

transferido a otras especies de Xanthomonas, las bacterias resultantes adquieren la capacidac
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de inducir cancros e hiperplasia en citricos. Este tipo de estrategia, en la cual se desencadena
la resistencia mediante la expresion de secuencias génicas del propio patégeno, se denomina

resistencia derivada del patégeno o PDR (del inglés, Pathogen Derived Resistance
6.2. Estrategias basadas en la expresion de enzimas liticas, tioninas y fitoalexinas.

Entre las estrategias biotecnologicas mas utilizadas para la obtencién de plantas
resistentes a bacterias fitopatdgenas, se encuentra la expresion de compuestos antimicrobianos
de diverso origen en plantas genéticamente modificadas. Tales compuestos incluyen
proteinas, enzimas o moléculas de estructura derivadas del metabolismo secundario de las

plantas.

Un ejemplo de este tipo de estrategia es la utilizacién de péptidos de bajo peso
molecular ricos en residuos de cisteina, llamados tioninas, que se encuentran presentes en el
endosperma y en las hojas de los cereales. Su mecanismo de accion es no-especifico y se bas
en la permeabilizacion de las membranas celulares. Cuando se expreso el gen de la a-tionina
de cebada y de trigo en plantas de tabaco transgénicas (Nicotiana tabacum cv. Sgmsun NN
se obtuvo una menor proporcion de lesiones necréticas en ensayos de infeccion con P.
syringae pv. tabaci 153 y P. syringae pv. syringae, respecto al control sin transformar
(Carmona et al., 1993).

Las enzimas liticas tales como las lisozimas, hidrolizan el enlace entre el 4cido N-
acetl-D-muramico y el residuo N-acetil-D-glucosamina de los péptidoglicanos en la pared
celular bacteriana, lo que produce su degradacion y conduce a la lisis celular. Si kéen poca
lisozimas vegetales han sido caracterizadas y clonadas, se sabe que se localizan en las
vacuolas de las células y entran en contacto con las bacterias fitopatégenas unases que
han producido la lisis celular (Beintema and Terwisscha van Scheltinga, 1996). En base a este
conocimiento, se expreso con éxito la lisozima del bacteriéfago T4, una de las enzimas
bacterioliticas mas activas, en plantas transgénicas de S. tuberosum. De esta forma, During et
al. (1993) obtuvieron una reduccion significativa en la maceracion de los tejidos de
tubércoulo infectados con la bacteria fitopatdgena Erwinia carotovora susp. atroseptica. En
otro trabajo mas reciente, Rivero et al. (2012) expresaron la lisozima de la clara delduevo
la gallina en plantas de S. tuberosum, logrando una elevada resistencia frente a E. carotovora
y Streptomyces scabies en ensayos con plantas y tubérculos transgénicos, y una resistencia

moderada frente a Fusarium solani en ensayos con tubérculos.
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Por ultimo, el uso de ingenieria genética para modificar rutas metabdlicas secundarias
relacionadas con la produccion de fitoalexinas, es otra alternativa posible para obtener
resistencia a fitopatégenos bacterianos. Las fitoalexinas son moléculas que provienen del
metabolismo fenilpropanoide. Su naturaleza quimica cubre practicamente todo el espectro
quimico de los productos naturales, reflejando la complejidad de las rutas metabodlicas que
intervienen en la sintesis de estas moléculas. Se acumulan rapidamente en los tejidos
afectados por algun patégeno y tienen fuerte actividad antimicrobiana frente a un amplio
espectro de hongos y bacterias. En 1993, Hain et al. aislaron el gen Vstl de la estilbeno
sintetasa de vid (Mtis vinifera), responsable de la sintesis de la fitoalexina resveratrol. Al
expresar el gen en plantas de tabaco, obtuvieron una mayor resistencia del cultivo a la
infeccién con el hongo Botrytis cinerea, logrando asi el primer reporte de aumento de la
resistencia en plantas transgénicas basada en la expresién de una fitoalexina de otra especie
En 1997, Stark-Lorenzen et al. y Thomzik et al., utilizando el mismo gen, lograron aumentar
la resistencia en arroz y en tomate, frente a la infeccion de Pyricularia piybgtophthora
infestans, respectivamente. Varios afios mas tarde, Zhu et al. (2004) obtuvieron resultados
similares frente a la infeccion con P. palmivora en plantas de papaya (Carica papaga L.) qu

expresaban la gen la estilbeno sintetasa de vid.
6.3. Estrategias basadas en la interferencia del quorum sensing.

Las bacterias han desarrollado un sistema de comunicaciéon molecular denominado
quorum sensing, que les permite censar la densidad de su poblacién y modificar su expresion
génica y su comportamiento en funcién de ello, determinando asi distintas estrategias para
sobrevivir en la naturaleza, por ejemplo, competir por un nicho determinado, o colonizar
hospedante particular (Braeken et al., 2008). A través de este mecanismo molecular, se
produce la regulacion de algunos factores de virulencia (en particular, de las enzimas
extracelulares y los exopolisacaridos) y de la formacion de biofilmes bacterianos,
dependiendo del niamero de bacterias presentes. Existen estrategias biotecnolégicas para
neutralizar a los fitopatdgenos bacterianos basadas en la interferencia del quorum sensing, en
las que se altera la comunicacion bacteriana y los procesos de regulacion controlados por éste
mecanismo. Estas estrategias se denominan en su conjunto quorum quenching (Dpng et al.
2005).

El mecanismo de quorum sensing fue dilucidado en los afios 60 mientras se estudiaba

en la bacteria marina bioluminiscente Vibrio fischéa cual emite luz s6lo cuando se relne
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un gran numero de células. Se observé que la luminiscencia era mediada por la acumulacién
de un activador cuando la poblacidon bacteriana alcanzaba una determinada concentracion
critica, y que las bacterias eran capaces de censar esta concentracion mediante la deteccion de
esta molécula activadora. Algunos afios mas tarde, la molécula activadora fue aislada y se la

identific6 como una acil-homoserin lactona (AHL; Fuqua et al., 2001).

Las AHLs son sintetizadas a un nivel basal por acil-HSL sintasas codificadas por las
bacterias y liberadas por difusion al medio externo. El incremento de la poblacion bacteriana
eleva la concentracién de las AHLs y, a niveles elevados de concentracion, estas moléculas
reingresan en las células bacterianas e interactian con los factores de transcripcién que
modulan la expresion de los genes dependientes del quorum sensing. Asi, la activacion de
genes bacterianos relacionados con la patogenicidad se produce cuando el nivel poblacional
es suficiente para realizar un ataque exitoso. En la Figura 8 se muestra un esquema

simplificado del mecanismo de quorum sensing.
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Figura 8. Esquema simplificado del quorum sensing que ilustra la funciéon de contrde las moléculas de
AHL mediada por las proteinas | y R en Vibrio fischeri.Las células bacterianas (6valo celeste) contienen una
proteina (I) que es responsable de la sintesis de la sefial difusible (6vdé®.v8ovando se alcanza una alta
concentracion de las moléculas de AHL en el medio externo, las mismas ceonaeingaesar y a acumularse
intracelularmente, interaccionando asi con la proteina R. Esta interaccion inadaeehio conformacional en la
proteina R que altera su afinidad por secuencias especificas de ADN. Enpartiastar de Vibrio fischeri, R

se une a las secuencias comprendidas en las cajas “Lux”, las que se encuentran dentro de la promotores de los
genes regulados por la AHL. Figura tomada de Loh et al., 2002.

La estrategia de interferencia de factores de virulencia denominada quorum gqyenching
ha sido utilizada para obtener plantas resistentes a bacterias fitopatdgenas. La misma consiste
en interferir la comunicacion entre bacterias en distintos niveles del mecanismo de quorum

sensing: 1) degradacién de la molécula sefial; 2) secuestro o neutralizacion de la sefial; 3)
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utilizando moléculas que imitan la sefial y compiten por el sitio de unién de las moléculas de
AHL (Braeken et al., 2008; Figura 9).

9,

D d de AHL
Secuestro de AHLs / \ egradacioén de s
f =z
=0 22 g Imitacion \ . o B
=0 > as de AHLs - -
—» 2= | AAA 1 AA A = e
‘\ = 1 = -
;’2?92503 AR A _A (= PN = O e =
A T_ l
-
a A B
ﬁ .
o 4y

Figura 9. Esquema de las distintas estrategias de quorum quenching utilizadas pairstervenir en la
comunicacién de las bacterias fitopatégenadJtilizando genes de distintas organismos se puede modificar
genéticamente a las plantas para que produzcan moléculas que interfieranegareémo de comunicacion
bacteriana (quorum sensing). En la figura se muestran distintas estraxégisas relacionadas con el secuestro,
la imitacién o la degradacion de la AHLs. Adaptado del trabajo de Braeken2&0s. ,

Entre las estrategias de degradacién de las sefjakesntervienen en el quorum
sensing bacteriano, se incluye la expresion constitutiva en plantas de una amino acilasa (o
acil-homoserin lactonasa) que degrada las moléculas de AHLs. Asi, la introduccion en plantas
de S. tuberosum del gen aiiA, que codifica la lactonasBaddlus sp. 240B1, increment6
notablemente la resistencia frente E. carotovora en ensayos de infeccion realizados con

tubérculos transgénicos (Dong et al., 2001).

Las furanonas son moléculas que interfieren el sistema de comunicacién entre
bacterias mediado por AHL. Por ejemplo, las furanonas halogenadas producidas por el alga
marina Delisea pulchra inhiben el quorum sensing entre bacterias, impidiendo la formacion

de biofiimes en Pseudomonas spp. e inhibiendo la sintesis de factores de virulencia en E.
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carotovora (Loh et al., 2002). Su mecanismo de accion se basa en la unién de las furanosas a

las moléculas de AHL, lo que anula su accion sefializadora.

La produccién de N-oxoacil-homoserina lactona (OHL, un tipo particular de AHL)
juega un papel esencial en el control de los factores de virulencia de E. carotovora durante la
infeccion de plantas. Con la idea de alterar la expresion de tales factores de virulencia, se
introdujo en plantas de N. tabacum el gen expl de E. carotovora, gen que codifica la enzima
responsable de la sintesis de OHL. La expresion de OHL por parte de la planta indujo
tempranamente la expresion de los genes de virulencia del patégeno, proceso que
normalmente no ocurre hasta que la poblacion bacteriana alcanza una mayor concentracion.
Asi, se logré en plantas de N. tabacum y de Arabidopsis thaliana que Erwinia infecte a la
planta en forma extemporanea e induzca una respuesta defensiva efectiva que conduce a la
eliminacién del patdgeno cuando la densidad celular era todavia muy baja (Mae et al., 2001;
Lee et al., 2008).

6.4. Estrategias basadas en la expresion de genes que aumentan el sistema defensivo

de la planta.

Cuando el patégeno es detectado por la planta en una interaccion incompatible, se
produce un aumento dréstico de los niveles £® ldn el sitio de infeccion, por accion de una
NAD(P)H oxidasa de membrana (Gechev et al., 2006). Ademas del efecto téxico que
produce sobre los microorganismos, @Dk produce en el sitio de infeccion reacciones de
entrecruzamiento de los componentes de la pared celular, dificultando el avance del patégeno
(Hofius et al., 2007). Por otra parte, eld4 actia como molécula sefalizadora en el proceso
de muerte celular programada de las células vegetales, asociada a la HR (Gechev and Hille,
2005; Zurbriggen et al., 2010). Por lo tanto, una posible estrategia para inducir resistencia
antimicrobiana en plantas transgénicas, se basa en la induccién de la producciOp e H
debajo del nivel citotdéxico. Con este objetivo, Wu et al. (1995) expresaron el gen de la
glucosa oxidasa (GO) de Aspergillus niger en plantas de S. tuberosum. Ello promovié un
aumento de la produccion de®} en las plantas transgénicas e incremento la resistencia a E.
carotovora subsp. carotovora y a P. infestans. Otro ejemplo de resistencia obtenida por el
aumento de los niveles de produccién d®Hue reportado en 2011 por Fu et al., quienes
sobreexpresaron el gen de la espermidina sintetasa de manzano (MdSPDS1) en plantas de C.
sinensis. La espermidina sintasa es la responsable de la sintesis de espermidina, una

poliaminas que serviria como sustrato de la poliamina oxidasa (PAO) y que permitiria la
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rapida produccion y acumulacion de,@4 durante la HR. De esta forma, las plantas
transgénicas mostraron una resistencia mayor frente al ataque de X axonopodis pv. citri en

ensayos de infeccidn realizados en condiciones controladas.
6.5. Estrategias basadas en la expresion de péptidos antimicrobianos.
6.5.1. Caracteristicas principales de los péptidos antimicrobianos.

Los péptidos antimicrobianos (AMPs; del inglés AntiMicrobial Peptides) son
sintetizados por una amplia variedad de organismos y tienen un rol importante en la defensa
innata frente al ataque o invasion de microorganismos patdégenos. Los AMPs tienen un amplio
espectro de accion contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, levaduras, hongos y
protozoos (Marshall and Arenas 2003; Nakatsuji and Gallo 2012). Su accion deriva de la
interaccion directa con la bicapa lipidica de la membrana plasmatica de los microorganismos,

lo que provoca su permeabilizacion y la lisis celular (Zasloff, 2002).

Las principales caracteristicas de todos los AMPs son: 1) interacttan especificamente
con los grupos polares de la membrana plasmatica sin necesidad de receptores, incrementandc
la permeabilidad de la misma, la consecuente salida de componentes citoplasmaticos y la lisis
celular; 2) tienen un amplio espectro de accibn, incluyendo bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, hongos, levaduras y protozoos; 3) la gran mayoria actia a bajas concentraciones y
los mas eficientes actian en rangos de 0,1-1 pg/ml; 4) afectan a patbgenos multirresistentes
antibioticos tradicionales (tienen una Concentracion Inhibitoria Mink@d.M.— y una
Concentracion Bactericida MinimaC.B.M—~ similares, lo que indica que tienen accion
bactericida); 5) por la naturaleza de su mecanismo de accion, es poco probable que se genere
resistencia a los AMPs cuando la presion de seleccién es elevada, al contrario de lo que ocurre

con los antibi6ticos convencionales.

En la actualidad se conocen mas de 1.600 AMPs cuya longitud varia entre 10-60
residuos aminoacidicos. Fueron aislados de diversas fuentes que abarcan todos los reinos:
microorganismos, plantas, anfibios, insectos, moluscos, peces, aves y mamiferos, incluyendo
humanos. Los AMPS son principalmente catidnicos, anfipaticos, y de secuencia y estructura
variable. Se sintetizan como pre-pro-péptidos que son procesados por proteasas especificas
gue remueven el pre-péptido sefal y luego el pro-péptido para dar lugar al péptido maduro.
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Un andlisis de la Antimicrobial Peptide Database (http://aps.unmc.edu/AP/majn.html

realizado por Wang et al. (2008) permite observar que, de los mas de 1.600 AMPs analizados,
600 fueron aislados de anfibios. Entre los péptidos mas estudiados se encuentran la magainina
2 de Xenopus laevis, la dermaseptina B1 de Phyllomedusa bicolor y dermaseptina S de P.

sauvagii.

La piel de los anfibios anuros del género Phyllomedusa (en particular al especie P.
bicolor) tiene tres glandulas de las cuales la mas importante es la glandula serosa (o glandula
ponzofiosa), que contiene granulos de secrecion de AMPs y otros péptidos activos maduros.
Estos péptidos son expulsados mediante un mecanismo de secreaitindigb@ra proteger
la piel de los anfibios frente a los patdégenos presentes en el medio ambiente. Las otras dos
glandulas contienen lipidos y mucosidades. La simple presion en la region laterodorsal de la
piel de la rana hace posible recuperar el exudado rico en péptidos y acidos nucleidos, sin

necesidad sacrificar el animal.

Entre los 80 AMPs aislados hasta la fecha de las ranas de este género, 50 corresponden
a dermaseptinas, constituyendo la familia mas grande de AMPs reportados para estos
batracios. Los integrantes de esta familia son AMPs catidnicos y anfipaticos ricos en residuos
de lisina. Estdn compuestos por 20-34 residuos aminoacidicos y casi siempre tienen un
residuo triptéfano en la posicién namero tres. Actlan sobre bacterias Gram-positiaas y Gr
negativas (Navon-Venezia et al., 2002; Osusky et al., 2005; Yaron et al., 2003), levaduras
(Coote et al., 1998), protozoos (Hernandez et al., 1992) y hongos filamentosos (De Lucca et
al., 1998), y no poseen actividad hemolitica (Amiche and Galant, 2011; Nicolas and Amiche,
2006; Mor et al., 1994). Todas las dermaseptinas se sintetizan a partir de precursores pre-pro-
dermaseptinas, organizados en 2 dominios (Figura 10). EI dominio N-terminal, notablemente
conservado dentro y entre especies, incluye la secuencia sefial hidrofébica de (22 residuos)
seguido por una pro-secuencia rica en aminoacidos acidos (20-25 residuos), a continuacion,
una secuencia di-basica que sirve como sitio de escision durante la maduracion proteolitica.
El dominio C-terminal tiene entre 10-50 residuos, es hipervariable y se corresponde con la
secuencia del AMP maduro. La hipervariabilidad del dominio C-terminal, el cual determina la
actividad antimicrobiana, es el origen de la diversificacion de los péptidos maduros en un

amplio espectro de la actividad antimicrobiana.

® Durante la secrecion holécrina, las células liberan la secrecién correspondiente csenoenmia de la
destruccion celular.
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Figura 10. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de precursores pre-pro-dermaseptinas aisladia
distintos anfibios. Se remarcan los dominios conservados y los dominios hipervariabtespte-pro-péptidos.
Los residuos altamente conservados se muestran en negrita. Tomado de smdiGalant, 2011.

6.5.2. Modo de accion de la dermaseptina.

La actividad antimicrobiana de los AMPs estd dada por sus propiedades fisico-
quimicas, que son determinadas por la carga neta del péptido y por sus caracteristicas
anfipaticas e hidrofobicas, y por las propiedades de la membrana de la célula blanco. Estas
caracteristicas son interdependientes y, por lo tanto, la modificacion de un parametro con
frecuencia conduce a la alteracidbn compensatoria en otro parametro. Las propiedades fisico-
quimicas son las que proveen al péptido las caracteristicas necesarias que le confieren de
actividad antimicrobiana. Por un lado, se requieren interacciones electrostaticas entre la carga
positiva del péptido y la cabeza polar negativa de los fosfolipidos de la superficie de la
membrana plasmatica. Por la otra parte, es necesaria la insercion de los residuos hidrofébicos
del péptido en el medio de la bicapa lipidica, mediante la interaccion con las cadenas de los
acidos grasos de los fosfolipidos. Por ello, la hidrofobicidad del péptido desempefia un papel
crucial en la insercion del péptido en la membrana. Una reduccion de esta caracteristica puede
ser responsable de la pérdida de la eficiencia del péptido para perturbar y desorganizar la
membrana procariota (Amiche and Galant, 2011; Nguyen et al., 2011; Zasloff, 2002).

A partir del estudio de la dermaseptina B2 (Amaiche and Galant, 2011), se propuso un
mecanismo de accion dividido en dos etapas. En primer lugar, la dermaseptina se acumularia
en la region superficial de la membrana (mecanismo de alfombra) mientras se produce una
interaccion reversible con los lipidos anionicos de la misma. Luego, los residuos hidrofébicos
se anclarian en el interior (hidrofobo) de la bicapa lipidica. Cuando se alcanza una

concentracion critica, una fraccion del péptido cambiaria su orientacion, quedando en
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posicion perpendicular respecto al plano de la membrana. Asi, las cabezas polares de los
lipidos de la bicapa inducirian una curvatura positiva de la membrana y la formacion de un
poro toroidal transitorio. En este segundo paso, otras dos propiedades de los AMPs tienen un
rol fundamental para optimizar la actividad biologica: la hidrofobicidad, que permite la
inserciéon del péptido en la bicapa de fosfolipido, y la flexibilidad del péptido inducida por los
residuos Val-9 y Gly-10 (en el caso de la dermaseptina B2) que facilitan la insercién de los
residuos hidrofébicos en la bicapa lipidica altamente curvada (Amiche and Galant, 2011,
Nguyen et al., 2011; Zasloff, 2002).

1. Interaccion electrostatica (paso reversible).

+
AMPs i+ M\

00000 + +
920500506508 === %g—g
Bicapa lipidica H
0000000000

2. Anclado profundo y lisis celular (paso irreversible).

Bicapa lipidica

Poro toroide

6ROR

Figura 11. Mecanismo de accion hipotético de la dermaseptina BR) Interaccidn reversible de los residuos
basicos del péptido con lipidos anidnicos (“mecanismo de alfombra”). 2) Interaccion irreversible: anclaje
profundo del péptido en el nicleo hidrofébico de la membrana vy lisitacellas areas blancas y negras
corresponden a las regiones catidnicas e hidrofébicas de los AMPs, respectivanmenteculos grises y las
lineas onduladas corresponden a los grupos de cabeza polar y a las cadeatasosdfosfolipidos de la bicapa
lipidica, respectivamente. Modelo propuesto para la dermaseptina B2 por AmidBalant(2011).

6.5.3. Obtencion de plantas resistentes a enfermedades bacterianas mediante expresion

de péptidos antimicrobianos.

Los enfoques basados en la expresion de AMPs en plantas transgénicas fueron
implementados con éxito en distintos cultivos de interés agrondémico, incluyendo papa, arroz,

manzano Y citricos (Osusky et al., 2005; Sharma et al., 2000; Ko et al., 2002; Cardqgso et al.

28



Introduccién

2010, respectivamente).

En 2001, De Gray et al. transformaron cloroplastos de N. tabacum con una
construccion que codifica al péptido MSI-99, un andlogo de la magainina 2 aislada de X
laevis. Los ensayos de infeccion de plantas transgénicas de tabaco con la bayrigae.
pv. tabaco mostraron un aumento a la resistencia a la infeccion, evidenciada por una ligera
clorosis de las hojas transgénicas frente a la necrosis de la lamina foliar observada en los
controles. A su vez, las plantas fueron resistentes a la infeccion con el hongo Colletotrichum
destructivum, responsable de la antracnosis en diversos cultivos de interés comercial. Por
altimo, los extractos foliares de las plantas transgénicas (generfatjomhibieron el
crecimiento de Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme, y Verticillium dahliae, hongos
patégenos de relevancia agronémica en los cultivos de maiz, arroz y olivo, respectivamente.
Mediante la expresién de este mismo péptido, se obtuvo resistencia a F. oxysporum f.sp.
cubensey Mycosphaerella musicola en plantas de banana (Musa spp. cv. Rasthali)
(Chakrabarti et al., 2002).

Otro péptido utilizado para obtener resistencia en plantas transgénicas es la
sarcotoxina, aislada a partir de Sarcophaga peregrina. Este péptido posee 39 aminoéacidos y
pertenece al grupo de las cecropinas. Estas son pequefios AMPs aislados de la hemolinfa de
diversos insectos, que presentan actividad litica y antibacteriana contra muchas bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas. Mediante la expresion del péptido sarcotoxina en plantas
de naranja, Bespalhok Filho et al. (2001) lograron la obtencién de resistencia a X. axonopodis
pv. citri, mientras que Oshima et al. (1998) obtuvieron resultados favorables frénte a
syringae pv. tabagi E. carotovora subsp. carotovora en plantas de tabaco. Una variante de
este dltimo trabajo, fue la transformacién de plantas de tabaco con el gen de la sarcotoxina
bajo el control de un promotor inducible por acido salicilico (PR1a). Asi, Mitsuhara et al
(2000) lograron un aumento de la resistencia frente a los hongos Rhizoctonig Softamim

aphanidermatum.

Se han descrito otros péptidos antimicrobianos que se secretan en la hemolinfa de
algunos insectos en respuesta a la infeccion bacteriana. A estos péptidos se los conoce como
atacinas y tienen un tamafio aproximado de 20kDa. Poseen una secuencia aminoacidica rica
en residuos de glicina y actian sobre la membrana externa de bacterias Gram-negativas

alterado su permeabilidad y dificultado la sintesis de proteinas. Mediante la expresion del gen
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attA de Tricloplusia ni en plantas de naranjo, se logré el aumento de la resistencia frente a la
infeccién con Xanthomonas (Boscariol et al., 2006).

7. Ventajas y limitaciones de la ingenieria genética en el caso de los citricos.

Hasta el momento, no se ha encontrado resistencia natural en el germoplasma de los
citricos para sus principales enfermedades bacterianas (Cancrosis, CVC y HLB), responsables
de pérdidas econdmicas considerables a nivel mundial. Sin embargo, a partir del avance en los
altimos afos de la ingenieria genética, la biologia molecular y la bioinformatica, se@enera
una importante cantidad de trabajos biotecnoldgicos en los que se reporto la resistencia parcial
en citricos frente a fitopatégenos bacterianos.

Las principales ventajas que presentan las técnicas de ingenieria genétioca para el

control de enfermedades bacterianas son:

« Se requieren lapsos mas cortos para introducir un transgen antibacteriano y generar
nuevas variedades sobre fondos genéticos ya establecidos, en comparacion con el

mejoramiento clasico.

. Permiten incrementar la eficiencia de la resistencia en la planta, mediante la estrategia
conocida como “apilamiento génico”, el cual consiste en la introduccién en la misma

planta de varios genes antibacterianos.

. Permiten combinar transgenes que posibiliten el control de distintos patdgenos, bajo un
mismo fondo genético (por ejemplo, una bacteria y un hongo, o una bacteria y su insecto

vector).

« Permitirian disminuir el uso de bactericidas a base de cobre u otros compuestos quimicos
utilizados para el control de las enfermedades, los cuales resultan contaminantes para el
medio ambiente (principalmente suelo y agua) y son perjudiciales para la salud de
operarios que realizan los manejos. Esto generaria, ademas, un descenso de costos de

produccion.

. Disminuiria la presion de seleccion que origina cepas bacterianas resistentes al cobre.

Las principales desventajas pueden clasificarse entre las que suponen riesgos para el

medio ambiente y las que implican riesgos para la salud.

En relacion con los riesgos medioambientales las principales desventajas son:
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Puede producirse polinizacién cruzada con plantas sexualmente compatibles, con el

consiguiente pasaje de los transgenes a otras especies.

El uso de transgenes que actian sobre un blanco especifico (por ejemplo, un receptor)
puede generar la aparicion de individuos resistentes, con la consiguiente pérdida de valor

del cultivo desarrollado.

El uso cultivos transgénicos de alto interés comercial o mejor adaptados a un determinado
ambiente podria acentuar el proceso de pérdida de biodiversidad que se genera como

consecuencia de la agricultura intensiva.
En relacion con los riesgos para la salud humana, las principales desventajas son:

El producto del transgen utilizado podria ser toxico para los humanos, o bien para alguna

especie que consuma naturalmente el fruto.

El producto del transgen utilizado puede resultar alergénico para determinados subgrupos

de la poblacion humana.
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Objetivos e Hipoétesis

1.

Objetivo general

Obtencion de plantas transgénicas de C. sinensis (L.) Osbeck resistentes a la infeccion con X

axonopodis pv. citri, causante de la Cancrosis de los citricos.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Objetivos especificos

Evaluacion del efecto del péptido sintético dermaseptina sobre el crecimiento de X

axonopodis pv. citri y sobre X. campestris pv. campestris cepa 8004.

Evaluacion del efecto de la enzima bacteriolitica lisozima sobre el crecimiento de X

axonopodis pv. citri y sobre X. campestris pv. campestris cepa 8004.

Obtencién mediante ingenieria genética de un vector binario adecuado que porte la
secuencia codificante de dermaseptina bajo la regulacién de un promotor constitutivo

y con una sefial de exportacion a apoplasto.

Obtencion mediante ingenieria genética de un vector binario adecuado que porte la
secuencia codificante de lisozima bajo la regulacion de un promotor constitutivo y con

una sefial de exportacién a apoplasto.

Transformacién genética de plantas de N. benthamiana con las construcciones

genéticas obtenidas en (3) y (4).

Transformacion genéticas de plantas de C. sinensis (L.) Osbeck con las construcciones

genéticas obtenidas en (3) y (4).

Produccion de anticuerpos anti-dermaseptina con los cuales realizar ensayos de
deteccién inmunoldgica para determinar el nivel de acumulacién del péptido en las

lineas transgénicas obtenidas.

Caracterizacion fenotipica y genético-molecular de las plantas transgénicas obtenidas
en (5) y (6).

Evaluacion de las plantas transgénicas de N. benthamrearasayos de infeccion con

X. campestris pv. campestris cepa 8004 bajo condiciones controladas.
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10)Evaluacion de las plantas transgénicas de C. sinensis (L.) Osbeck en ensayos de
infeccion con X. axonopodis pv. citri bajo condiciones controladas.

11)Evaluacion de las plantas transgénicas de C. sinensis (L.) Osbeck en ensayos de

infeccién con X. axonopodis pv. citri en condiciones de invernadero.

Hipotesis de trabajo

1) El péptido sintético dermaseptina y la enzima comercial lisozima produciran un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de X axonopodis pv. citriX. campestris pv.

campestris cepa 8004, en ensayos in vitro.

2) La expresion ectopica del péptido antimicrobiano dermaseptina en plantas de C.
sinensis (L.) Osbeck y de N. benthamiana, producird un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de X. axonopodis pv. citri y sobre X campestris pv. campestris cepa

8004, en ensayos in planta.

3) La expresion ectdpica de la enzima lisozima en plantas de C. sinensis (L.) Osbeck y de
N. benthamiana, producira un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de X. axonopodis

pv. citri y sobre X. campestris pv. campestris cepa 8004, en ensayos in planta.

4) Los ensayos realizados con plantas transgénicas de N. benthamiana brindardn
informacion extrapolable a las plantas transgénicas de C. sinensis (L.) Osbeck.

5) Los ensayos de infeccion realizados en camaras de crecimiento con plantas de C.
sinensis (L.) Osbecky X. axonopodis pv. citri, permitirAn seleccionar plantas

resistentes para la realizar ensayos  posteriores en invernadero.
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1. Cepas bacterianas.
1.1. Conservacion de cepas bacterianas.

En el caso de clones bacterianos, se mezclé en un tubo Eppendorf un volumen de
cultivo crecido durante toda una noche con una solucion de glicerol estéril, hasta alcanzar una

concentracion final de 10-20% de glicerol. Los stocks bacterianos se guardaron a -70°C.
1.2.  Escherichia coli.
1.2.1. Condiciones de cultivo.

Se utilizé la cepa DHb de E. coli. Los cultivos liquidos se desarrollaron a 37°C en
medio LB (peptona de caseina o triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, y Nagl 5 g/
con agitacion a 250 r.p.m. (revoluciones por minuto). Los cultivos sélidos se realizaron en
placas de Petri a 37°C, en medio LB adicionado con 1,5% de agar. De acuerdo con la
resistencia conferida por cada vector, el medio de cultivo se suplementé con ampicilina (100
pg/mL), kanamicina (50 pg/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y espectinomicina (100
pg/mL), gentamicina (100 pg/mL) o rifampicina (50 pg/mL).

1.2.2. Preparacién de células bacterianas competentes.

Se inocularon 600 mL de medio LB con un cultivo crecido durante toda la noche
(dilucion 1/100) a partir de una colonia de E. coli. El cultivo se incubd con agitacién a 250
r.p.m. a 37°C hasta alcanzar una I de 0,5-1. Posteriormente, se mantuvieron las
células en hielo durante 30 min y se centrifugaron las mismas a 4.000 xg durante 15 min a
4°C. Luego, se removio el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 600 pil Méi®
pre-enfriada y se volvi6 a centrifugar en las mismas condiciones. El procedimiento de
centrifugacion y lavado del pellet se repitié dos veces, utilizando la mitad (300 mL), y un
cuarto (150 mL) del volumen inicial de® MiliQ. Finalmente, se realizé un lavado con 20
mL de glicerol 10% y se resuspendio el pellet en 2-3 mL de glicerol 10%. Las células se
fraccionaron en alicuotas de b, se congelaron rapidamente en nitrdgeno liquido y se

guardaron a -70°C.
1.2.3. Transformacion de células competentes.

Las células competentes previamente preparadas se descongelaron en hielo. Una vez

descongeladas, se agreg6 el ADN correspondiente (100-500 ng) y se las incubd en hielo por
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10 min. La mezcla de ADN y bacterias se transfirié a una cubeta de electroporacién (Bio-Rad;
0,2 cm) y se aplic6 un campo eléctrico de 2,5 kV por 5 milisegundos utilizando un
electroporador Gene Pulser (Bio-Rad). Inmediatamente después del pulso eléctrico, las
células se dejaron recuperar mediante el agregado de 950 uL de LB y una incubacién de 1 h a
37°C. Finalmente, las células se plaquearon en medio LB solido suplementado con los
antibiéticos correspondientes.

1.3.  Agrobacterium tumefaciens.
1.3.1. Cepas y condiciones de cultivo.

Se utilizaron las siguientes cepas: a) GV3101, que porta resistencia gendmica a rifampicina y
resistencia plasmidica (plasmido pTiC58) a gentamicina; b) LBA4404, que posee resistencia
genomica a rifampicina y plasmidica (plasmido pAL4404) a estreptomicina; ¢) EHA105, que
porta resistencia gendmica a kanamicina y plasmidica (plasmido pTiBo542) al acido
nalidixico. Los cultivos de A tumefaciens se realizaron en medio LB suplementado con los
antibiéticos correspondientes y se incubaron con agitacion durante toda la noche a 200 r.p.m.
y 28°C. Las concentraciones de antibiéticos utilizadas en cada caso fueron: a) rifampicina:
100 pg/mL; b) gentamicina: 10Qg/mL; c) estreptomicina: 100g/mL; d) kanamicina: 50
ug/mL; e) acido nalidixico: 100ug/mL.

1.3.2. Preparacién de células competentes de A. tumefaciens.

Para la preparacion de células de Agrobacterium competentes, se partié de una colonia
aislada y se inicio con ésta un cultivo en 5 mL de medio LB suplementado con el antibiotico
correspondiente a la cepa utilizada. El cultivo se incubd con agitacion durante toda la noche a
200 r.p.m. y 28°C. Este cultivo se utiliz6 para inocular 200 mL de medio LB fresco, el cual se
incubd en las mismas condiciones hasta alcanzar ungy§l«Q@le 0,5-1. Para la preparacion
de células competentes, se utilizd el mismo protocolo que en el caso de E. coli (ver Seccion

1.2.2.). Posteriormente, las bacterias se conservaron a -70°C en alicuotas de 50 pL.
1.3.3. Transformacién de células competentes de A. tumefaciens.

Se agregaron entre 1Q60 ng del ADN de interés a 50 uL de células competentes
previamente descongeladas. Una vez agregado el ADN, la mezcla se mantuvo en hielo por 10
min. Las células se transformaron las por electroporacion utilizando las mismas condiciones

detalladas en la Seccién 1.2.3. La recuperaciéon de las células se efectué por agregado de 950
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puL de medio LB liquido e incubacion durante 1 h a 28°C. Las células transformantes se
seleccionaron sembrando 150 pL de suspension bacteriana en medio LB s6lido suplementado

con los antibiéticos correspondientes luego de una incubacion de 48 h a 28°C.
1.4. Xanthomonas spp.
1.4.1. Especiesy condiciones de cultivo.

La cepa de X axonopodis pv. citri fue aislada de cancros de plantas de citricos en
campos de la provincia de Tucuman, Argentina (Siciliano et al., 2006). El aislamiento fue
provisto por el Dr. Atlio Castagnaro (Estacion Experimental Agroindustrial Obispo

Columbres). Esta cepa no posee resistencia a ningun antibidético.

La cepa 8004 de X campestris pv. campestris fue provista por el Dr. Adrian Vojnov
(Instituto de Ciencia y Tecnologia “Dr. Cesar Milstein”, Fundacion Cassara, Argentina). Esta

cepa posee resistencia genémica a rifampicina.

Las dos especies de Xanthomonas se cultivaron en medio Peptona-Extracto de
Levadura-Extracto de Malta (PYM; 5 g Peptona, 3 g Extracto de Levadura y 3 g Exé&acto d
Malta por litro de medio) conteniendo 1% (p/v) de D-glucosa. Para el crecimiento en placas
de Petri, ambas cepas se cultivaron en placas de Petri conteniendo medio PYM adicionado
con 1,5% (p/v) de agar (medio PYM-A).

Para cada uno de los ensayos realizados con Xanthomonas, se transfirié6 una colonia de
X. axonopodis 0 X. campestris a medio PYM y se incubd con agitacion a 200 r.p.m. durante
toda la noche a 28°C. Luego, se midi6 el crecimiento del cultivo adbh&y se realizaron
diluciones seriadas en medio PYM hasta obtener una suspensiéon deubclOnL. Las
bacterias se cosecharon por centrifugacion a 3.500 xg durante 10 min y se resuspendieron en
una solucion 10 mM de Mggb en medio PYM a una concentracion final determinada por el

experimento a realizar.
2. Material vegetal y condiciones de crecimiento.

Para los ensayos de transformacion genética y de agroinfiltracion, se utilizaron plantas
de N. benthamiana sin transformar. Las plantas de N. benthamiana se mantuvieron en cuartos
de crecimiento en condiciones de crecimiento controladas (22-26°C, 16 h luz / 8 h oscuridad,

45% de humedad relativa).
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Para la transformacion de naranjo dulce, se utilizaron plantas de C. sinensis (L.)
Osbeck (cv. pineapple) de 6-12 meses de edad como fuente de explantos. Para los ensayos d¢
infeccidbn conXanthomonas, se utilizaron como control sin transformar, plantas de C. sinensis
(L.) Osbeck germinadas en invernadero a partir de semillas certificadas. Todas las plantas de
citricos (las de naranjo y las de limoén utilizadas como portainjerto) se mantuvieron en
invernaculos de crecimiento bajo condiciones de crecimiento controladas (24-28°C, 16 h luz /

8 h oscuridad, irradiacién de 4&/m?/s, 45% de humedad relativa).

Una vez obtenidas las plantas transgénicas de C. sinensis (L.) Osbeck, se mantuvieron
en cuartos de crecimiento en condiciones de crecimiento controladas (22-26°C, 16 h luz / 8 h

oscuridad, 45% de humedad relativa), hasta el momento de realizar los ensayos de infeccion.
3. Técnicas y métodos de ingenieria genética y ADN recombinante.

3.1. Aislamiento de ADN plasmidico.

3.1.1. Método de la lisis alcalina.

Para la extraccion de ADN plasmidico en pequefia escala, se inocul6 una colonia
aislada en 5 mL de medio LB suplementado con el antibi6tico correspondiente y se incub6 a
37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las bacterias se centrifugaron durante 10 min a
3.000 r.p.m. El precipitado se resuspendié en 300 pL de solucién de resuspension (25 mM
Tris-HCI, pH 8, 25 mM EDTA, 100 pg/mL ARNasa A). Luego, se agregaron 300 pL de
solucién de lisis (0,2 N NaOH, 1% SDS), se mezcld por inversion y se incub6 a temperatura
ambiente entre 3 y 5 min. A continuacién, se agregaron 300 pL de solucién de neutralizacion
(acetato de potasio 3 M, pH 5,5), y se incub6 en hielo durante 10 min. Se centrifug6 por 10
min a 13.000 r.p.m. a 4°C. El sobrenadante se trasvaso a otro tubo y el ADN plasmidico se
precipitd con 0,7 volimenes de isopropanol. Se centrifugd durante 15 min a 13.000 r.p.m. a
4°C vy se descart6é el sobrenadante. El precipitado se lavé con 500 pL de etanol 70% y se
centrifugd nuevamente por 10 min a 13.000 r.p.m. Se descart6 el sobrenadante y se dejo secar

el precipitado, para luego resuspenderlo en 30-40 pLOebkdestilada estéril.
3.1.2 Purificacion mediante matrices comerciales.

Las preparaciones de ADN plasmidico utilizadas para secuenciacion se obtuvieron
utilizando el sistema de purificacion Wizard plus SV minipreps DNA Purification System

(Promega) de acuerdo con el protocolo suministrado con el mismo. El sistema consiste en una
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modificacion del método de la lisis alcalina, en la que el paso de precipitacion del ADN con
isopropanol es reemplazado por el pasaje a través de una columna conteniendo una matriz de
fibra de vidrio. EI ADN unido diferencialmente a la columna se eluy6 cor08@d. de H,O

bidestilada estéril, segun la concentracion final en que se deseaba obtener el ADN.
3.1.3. Preparacion del ADN plasmidico a gran escala.

Para la preparacion de ADN plasmidico a gran escala se utilizaron los sistemas
comerciales QIAGEN Plasmid Midi Ky QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen), segun los

protocolos sugeridos por la empresa.
3.2. Preparacion de plasmidos e insertos de ADN.
3.2.1. Amplificacién de insertos por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Todas las reacciones de PCR se efectuaron en un termociclador MyCyclerTM (Bio-
Rad) en un volumen final de 50 pL conteniendo buffer de reaccion 1X (Invitrogen), 2,5 mM
MgCly, 0,2 mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 500 ng de oligonucleétidos especificos
(Invitrogen o Ruralex) y 1,25 U de enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen). Las muestras
se amplificaron usando 30 ciclos de 45 seg a 95°C, 45 seg a 58°C y 1 min a 72°C. Se incluyé
un paso inicial de desnaturalizacién de 4 min a 95°C y un paso final de 5 min a 72°C para
completar la polimerizacion. De acuerdo con la secuencia nucleotidica que se deseaba
amplificar, se utilizaron diferentes oligonucleétidos iniciadores. En el caso de utilizar como
molde ADN gendmico proveniente de plantas, se agregaron a la mezcla de reaccién 100 ng de
ADN. En el caso de utilizar un vector binario o intermediario como molde, se agregaron 2-5
ng de ADN.

3.2.2. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Los plasmidos, fragmentos de ADN y productos de PCR se identificaron y separaron
por electroforesis en geles de agarosa de 1-2% TAE 1X (Tris-acido acético 40 mM, pH 8,
EDTA disédico 2 mM). Las bandas de interés se cortaron del gel y el ADN se purificd
utilizando sistemas comerciales basados en la unién diferencial del ADN a una matriz de fibra
de vidrio (GFX PCR DNA and Gel Band Purificaction Kit, Amersham Biosiences; Wizard
PCR Preps DNA Purification System, Promega). Los productos se eluyeron de la matriz con
20-50 pL de HO bidestilada estéril o con el buffer recomendado por el fabricante, en forma

tal de obtener una concentracién de ADN del orden de los 50-100 ng/uL.
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3.2.3. Digestion con enzimas de restriccion.

Las digestiones de pldsmidos para el clonado o para el analisis de restriccion se
realizaron con enzimas comerciales (New England Biolabs, Promega, Gibco BRL vy
Fermentas). Las reacciones se realizaron segun las condiciones especificadas por cada
empresa proveedora. En cada restriccion se incluyeron las cantidades necesarias de buffe
10X (especifico para cada enzima), 100 ng de ADN, 5 U de enzima de restricciOrhgdta
completar el volumen. Las restricciones que implicaron el uso de mas de una enzima de
restriccion, y cuyas condiciones de incubacion eran incompatibles entre si, se hicieron en
forma secuencial, purificando el ADN por precipitacion con acetato de amonio y etanol luego
de cada reaccién. Todas las reacciones se incubaron 2 h a la temperatura O6ptima
correspondiente a cada enzima. Los productos de la digestion fueron separaron por
electroforesis en gel de agarosa, como se indica en el punto 3.2.2.

3.2.4. Desfosforilacion de extremos compatibles.

Los fragmentos de ADN con extremos romos Yy cohesivos compatibles, se
desfosforilaron previamente a la reaccién de ligacién. Se utilizé la fosfatasa alcalina SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase, Promega), en las condiciones indicadas por el fabricante. El
ADN purificado se incub6 a 37°C durante 15 min con 1 unidad de SAP pongat#aADN,
en el buffer suministrado con la enzima, en [BOde reaccion. La enzima se inactivo

calentando la reaccidn a 65°C durante 15 min.
3.2.5. Reacciones de ligacion.

En las reacciones de ligacion entre vectores e insertos, se utilizé la enzima ADN T4
ligasa (Promega). A 100-150 ng de ADN del vector se agregé ADN de inserto en relaciones
molares de vector:inserto de 1:1, 1:3, 1:5 y 1:10. El volumen de la reaccion de ligacion fue
siempre de 20 pul. A cada reaccion de ligacion se agregaron 2 uL de buffer de ligacion 10X,
vector, inserto y 0,1-1 U de ADN ligasa de fago T4 por cada 10 ng de vector y se llevé a

volumen con HO. Las reacciones se incubaron a 16°C durante 16 h.
3.2.6. PCR colony.

Esta técnica permite analizar directamente si la colonia bacteriana posee el plasmido

de interés, sin necesidad de realizar mini preparaciones de ADN plasmidico. Para esto se
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repicd con una punta de micropipeta estéril una colonia posiblemente transformada y se la
sumergio en el volumen de@® correspondiente a la reaccion de PCR. Con la misma punta se
inocularon 5 ml de medio LB, para recuperar la bacteria en caso de que la reacciéon de PCR
diese el producto esperado. Finalmente, se agregaron los restantes reactivos como se indica er

la Seccion 3.2.1.
4. Oligonucledtidos iniciadores (cebadores).

Las secuencias de los oligonucledétidos iniciadores utilizados en este trabajo de Tesis

se presentan en la siguiente tabla:

) Tamafio Técnica
Nombre Secuencia -
(pares de bases) en que fue utilizado
Der-Fw 5" tggctctttggaagactatge 3° 104 PCR de ADN gendmico, )
Der-Rv 5’ ttgagttccttgagaaatagtatcage 3 RT-PCR
GFP+w 5" atggtgagcaagggcgagga 3’
600 PCR de ADN genémico
GFPRv 5" ggaccatgtgatcgcgcttc 3°
CsAct-Fw 5" catcectecageaccttee 3’
195 RT-PCR
CsAct-Rv 5' ccaaccttagcacttctce 3’
Liz-Fw 5' gtgatatctccactgacgtaag3’
482 RT-PCR
Liz-Rv 5" gcgagegtgaactgegegaagaag 3’
Liz-PCRFw 5' gtgatatctccactgacgtaag 3’
682 RT-PCR
Liz-PCRRv 5" gcacgggccctcgagaatteee 3’
Nb-Act-Fw 5" atggcagatggagaggatattc 3
750 RT-PCR
Nb-Act-Rv 5" cctgeccatceggtagctcat 3°

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos iniciadores utilizados en el desarrollo del trabajo de Tesis

5. Electroforesis de ADN.

Se utilizaron geles de entre 1 y 2% de agarosa en solucién TAE 1X (Tris-acido acético
40 mM, pH 8, EDTA disédico 2 mM); con 0ig/mL de bromuro de etidio. Las corridas
electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm y a temperatura ambiente. Las muestras para
sembrar se prepararon adicionando a la solucion de ADN, buffer de siembra d&XADN

(glicerol 10%, azul de bromofenol 0,5%). Los geles fueron fotografiados utilizazdo Iu
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ultravioleta (UV) de 365 nm en los transiluminadores Multi Genius Bio Imaging System o

GeneTools, ambos de la empresa SynGene.
6. Vectores y plasmidos.
6.1. Vectores comerciales.

pZeRO-2 (Invitrogen Life Technologies): vector de clonado para productos de amplificacién
por PCR utilizando la enzima Taq ADN polimerasa.

6.2. Vectores no comerciales.

pBIN19sgfp vector binario desarrollado por Chiu et al. (1996), derivado del vector binario
pART27. Contienen el gen sgfp bajo la regulacion del promotor constitutivo 35S del
Cauliflower mosaic virus (CaMV) y el terminador de la transcripcion del gen de &imeop
sintetasa (Tnos) de A tumefaciens. Contiene ademas la secuencia codificante de la neomicina
fosfotrasferasa Il (nptll), que confiere resistencia al antibidtico kanamicina, bajo el control del
promotor (Pnos) y la secuencia terminadora (Tnos) del gen de la nopalina sintetasa de A
tumefaciens. Ambos genes se encuentran clonados entre los bordes derecho e izquierdo del
ADN-T.

6.2.1. Vectores no comerciales obtenidos previamente en el laboratorio.

pHES74-Derma: vector derivado del pHES74 (Lopez et al., 1996) en el que se clond la
secuencia codificante de dermaseptina de Phyllomedusa sauvagii (GenBank AJ564794.1). El
plasmido resultante contiene el cassette de expresion de dermaseptina (1906 pb) compuesto
por el promotor 35S del CaMV, la secuencia potenciadora de la traduccion AMetdg (
Tobacco mosaic virus (TMV), el pre-péptido sefial esporamida (sefial de exportacion
apoplastica), la secuencia codificante de dermaseptina (GenBank AJ564794.1) y el

terminador de la transcripcion de la nopalina sintasa (Tnos).

pDe: vector binario derivado del pPZP200 donde se clon6 el cassette de expresion de

dermaseptina (Rivero et al., 2012), a partir de la construccién pHES74-Derma.

pUC-lyso: vector derivado de la construccién pUC (Serrano et al., 2000) donde se cloné la
secuencia codificante de la lisozima de clara de huevo de Gallus gallus (HEWL). El vector
resultante contiene el cassette de expresion de lisozima (1.513 pb), compuesto por la

secuencia codificante de lisozima fusionada a la sefial de exportacion a apoplasto de la
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amilasa de cebada, flanqueada por el promotor doble 35S (2 x 35S) del CaMV y la secuencia
terminadora de la transcripcién de la nopalina sintasa (Tnos).

pLy: vector binario derivado del pPZP200, conteniendo el cassette de expresion de lisozima

(Rivero et al., 2012) obtenido a partir de la construccion pUC-lyso.
6.2.1. Vectores no comerciales obtenidos durante este trabajo.

pBIN19sgfp-Der. vector derivado del vector binario pBIN19sgfp, conteniendo el cassette de
expresion de dermaseptina obtenido a partir de la digestién del vector pDe con la enzima Hind
Il

pBIN19sgfp-Liz: vector derivado del vector pBIN19sgfp, conteniendo el cassette de
expresion de lisozima obtenido a partir de la digestién del vector pZeRO-2-Liz con la enzima
Hind III.

pZeRO-2-Liz: vector intermediario conteniendo el cassette de expresion de lisozima
obtenido a partir del fragmento Kpn I-Xho | del cassette del vector binario pLy.

7. Secuencias.
7.1. Secuencia codificante de dermaseptina.

atggctctttggaagactatgcttaagaagcttggaactatggctcttcatgctggaaaggce
tgctcttggagctgctgctgatactatttctcaaggaactcaataa

7.2. Secuencia codificante de lisozima.

caagacccttcctctatataaggaagttcatttcatttggagagg 45

acacgctgaaatcaccagtctctctctacaagatcccccaacATG 90

AGGTCTTTGCTAATCTTGGTGCTTTGCTTCCTGCCCCTGGCTGCT 135
CTGGGGAAAGTCTTTGGACGATGTGAGCTGGCAGCGGCTATGAAG 180
CGTCACGGACTTGATAACTATCGGGGATACAGCCTGGGAAACTGG 225
GTGTGTGTTGCAAAATTCGAGAGTAACTTCAACACCCAGGCTACA 270
AACCGTAACACCGATGGGAGTACCGACTACGGAATCCTACAGATC 315
AACAGCCGCTGGTGGTGCAACGATGGCAGGACCCCAGGCTCCAGG 360
AACCTGTGCAACATCCCGTGCTCAGCCCTGCTGAGCTCAGACATA 405
ACAGCGAGCGTGAACTGCGCGAAGAAGATCGTCAGCGATGGAAAC 450
GGCATGAGCGCGTGGGTCGCCTGGCGCAACCGCTGCAAGGGTACC 495
GACGTCCAGGCGTGGATCAGAGGCTGCCGGCTGTGA 531

7.3. Secuencia aminoacidica de dermaseptina.
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MALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ
7.4. Secuencia aminoacidica de lisozima.

KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGY SLGNWVCAAKFESNENTQATNRNTDGSTDYGILQINSRW
WCNDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDVQAWI
RGCRL

8. Transformacién genética.
8.1. Transformacion genética de N. benthamiana.

Se utilizé el protocolo de transformacion basado en A tumefaciens reportado por
Horsch et al. (1985), con ligeras modificaciones. Se utilizaron plantas cultivadas in vitro
durante 2-4 semanas, con hojas bien expandidas. Se tomaron hojas, selalivaimadura
media y se cortaron explantos de lamina foliar de aproximadament& fealizando cortes
alrededor de los mismos para aumentar la superficie de contacto con A tumefaciens. Se
incubaron los explantos con 50 uL de un cultivo de la cepa LBA4404 crecido durante toda la
noche, en 50 mL de medio MS (Murashige and Skoog, 1962) durante 5 min (co-cultivo
primario). Se secaron los explantos sobre papel de filtro estéril para eliminar el exceso de
cultivo bacteriano. Se colocaron todos los explantos en placas de Petri contenieddo MS-
(MS con agar 0,8%) suplementado con 3% de sacarosa, con la cara abaxial de la hoja apoyada
sobre el medio de cultivo, de manera de respetar su polaridad. Se colocaron las placas de Petri
en la camara de cultivo envueltas en papel de aluminio en oscuridad durante 48 h (co-cultivo
secundario). A las 48 h se lavaron los explantos con el bacteriostatico cefotaxime (200 mg/L)
y se los secO sobre papel de filtro estéril para eliminar el exceso de cultivo bactendao y
su sobrecrecimiento. Los explantos se colocaron en Medio de RegeneracidhA (MS-
suplementado con 3% p/v de sacarosa, 1 mg/L de acido indolacético, 0,1 mgiL de 6
bencilaminopurina, 300 mg/L de cefotaxime, 50 mg/L de kanamicina y agar 0.8 %, pH 5.8),
bajo un fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad a 23-25°C. Se realizaron controles de
regeneracion (explantos sin trasformar cultivados en medio sin kanamicina) y controles de
seleccién (explantos sin trasformar cultivados en medio con kanamicina). Ambos controles
fueron sometidos al mismo procedimiento que los explantos transformados pero sin el
agregado de A. tumefaciens. Los explantos se repicaron a medio de cultivo fresco 2@da 15-
d.
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8.1.1. Andlisis de PCR de plantas de N. benthamiana.

Una vez que los brotes enraizaron en seleccion, se efectudé la extraccion de ADN
segun lo descrito en 11.1.1. y se realiz6 un analisis por PCR para confirmar la presencia de la

secuencia de dermaseptina y de lisozima, segun lo descrito en la Seccion 3.2.1.
8.1.2. Rusticacion de las plantas transgénicas de N. benthamiana.

Para la rusticacion, las raices se lavaron cuidadosamente frcdfriente para
eliminar los restos de medio de cultivo antes de traspasar las plantas a macetas conteniendo
una mezcla 4:2:1:1 de tierra, turba, perlita y vermiculita. Durante la primera semana, las
plantas se mantuvieron cubiertas con un film de polietileno para evitar su deshidratacion y
facilitar su adaptacion a las nuevas condiciones de humedad. El crecimiento se efectué en
camaras de crecimiento bajo un fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y a una temperatura de
entre 23 y 25°C.

8.1.3. Obtencion de la generacion F1y F2 de las lineas transgénicas de N. benthamiana.

Una vez rusticadas, las plantas transgénicas de N. benthamiana fueron cultivadas en
camaras de crecimiento para la obtencién de semillas. Para cada una de las plantas
transgénicas obtenidas, tanto para la secuencia de dermaseptina como de lisozima, se obtuvo

la generacion F1 por autocruzamiento.

Las semillas de la generacion F1 se sumergieron en una solucién de etanol 70%
durante 2 min y se traspasaron a una solucion 6% de lavandina comercial (45 g/L de cloro) en
la que se incubaron durante 10 min. A continuacion, se hicieron 4 pasajes sucesiwid por H
estéril para eliminar los restos de lavandina, y se sembraron en medio MS-A suplementado
con kanamicina (50 mg/L) para analizar la segregacion del gen selector nptlilaPara
obtencion de semillas de la generacion F2, las plantulas de la generacion F1 resistentes a
kanamicina fueron rusticadas, cultivadas en cadmara de crecimiento (fotoperiodo de 16/8 h
luz/oscuridad a 23-25°C) y sometidas a autocruzamiento. Luego, las semillas fueron
desinfectadas como se describié anteriormente y se las hizo germinar en medio MS-

suplementado con kanamicina (50 mg/L) para analizar la segregacion del gen selector nptll.

El analisis de la segregacion se realizo para seleccionar plantas que tuvieran una sola
copia y asi obtener plantas de la generacion F2 que se comportasen como homocigotas. Para

establer el porcentaje de semillas transgénicas, se contabiliz6 el numero de semillas
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germinadas y el niumero de plantas que enraizaron en seleccion y desarrollaron hojas verdes.
El andlisis de la segregacion se realizdé con entre 100-200 semillas por planta. Las plantas
utilizadas en los ensayos de infeccidbn con Xanthomonas posteriores, tanto in planta como in
vitro, fueron las que exhibieron una relacion de 3:1 (plantas que desarrollan vastagos

normales en seleccion: plantas que no proliferan con seleccion) en la generacion F1 y una

relacion 4:0 en la generacion F2, para cada uno de los transgenes analizados.
8.2. Transformacion genética de C. sinensis.
8.2.1. Preparacion de los explantos.

Como fuente de explanto para la transformacion genética de los citricos, se utilizaron
brotes de plantines C. sinensis (L.) Osbeck (naranjo dulce, cv. Pineapple) de 6 a 12 meses de
edad, germinados a partir de semillas certificadas y cultivados en invernaculo. Una vez
cortadas las hojas y espinas, los tallos se lavaron con una solucion de 0,1% (v/v) de Tween 20
y se desinfectaron superficialmente durante 10 min en 2% (v/v) de hipoclorito de sodio
conteniendo 0,1% (v/v) de Tween 20. Los tallos se lavaron 3 vecesCoeskéril en el flujo
laminar y se procedio a dividirlos en segmentos internodales de aproximadamente 1 cm de
longitud. Los segmentos se conservaron en una placa humeda estéril hasta el momento de la

transformacion.
8.2.2. Co-cultivo I.

Los explantos de tallo se co-cultivaron durante 15 min con células de A tumefaciens
portadoras de la construccién pBIN19sgfp-Der y del vector pBIN19sgfp como control. El co-
cultivo se efectué utilizando un inéculo 1X1€lulas/mL en medio MS suplementado con
100 pg/mL de myo-inositol, 0,2ug/mL de tiamina-HCI, lug/mL de piridoxina-HCI, 1
ug/mL de acido nicotinico, pH 5,7 y 3% (p/v) de sacarosa. Posteriormente, los explantos se

secaron en papel de filtro estéril con el fin de retirar el exceso de cultivo bacteriano.
8.2.3. Co-cultivo 1.

Los explantos se cultivaron en placas de Petri conteniendo Medio de Co-cultivo
(medio MS suplementado con 3% (p/v) de sacaroga/rAL de &cido indolacético, Zg/mL

de &cido 2,4-diclorofenoxiacético, dg/mL de 2-isopentenil adenina). Los explantos se
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mantuvieron durante 3 d en semioscuridad con fotoperiodo de 16 h para permitir la

transformacion de las células del cambium.
8.2.4. Regeneracion.

Luego del co-cultivo Il, los explantos se transfirieron a placas de Petri frescas
conteniendo Medio de Regeneracion (medio MS suplementado con 3% (p/v) de sacarosa y 3
ug/mL bencilaminopurina) suplementado con los bacteriostaticos cefotaxime y vancomicina
(en cada caso 25@/mL) para inhibir el crecimiento de Agrobacterium. Ademas, se adicioné
kanamicina a una concentracion final de 1Q@/mL para seleccionar los brotes
transformantes frente a los no transformados. Se mantuvieron en oscuridad a 26°C durante 2-
semanas hasta la visualizacion bajo lupa de células de callo. Luego, los explantos se
transfirieron a Medio de Regeneracion fresco en una camara de cultivo bajo un fotoperiodo de
16/8 h luz/oscuridad (intensidad de luz, g&/m?/s) a 26°C con el fin de inducir el
crecimiento de brotes. Los explantos fueron sub-cultivados en medio fresco dada 3-

semanas.
9. Selecciodn visual por la fluorescencia de GFP.

Los brotes regenerados a partir de las células transformadas con la construccion
pBin19sgfp-Der se visualizaron bajo una lupa MZ8 (Leica) equipada con un mddulo de
fluorescencia GFP Plus que comprende un filtro de excitacion de 480/40 nm, un filtro
dicroico LP (Long Pass) 505 nm de emisién y filtro de bloqueo LP 510 nm. Las fotografias se
tomaron con una camara Wild MP5 518 (Leica) usando film Kodak Ektachrome 400. El
tiempo de exposicion 6ptimo fue de 5 a 10 min. Este procedimiento permite seleccionar
visualmente brotes transgénicos mediante la fluorescencia de GFP.

10. Desarrollo de plantulas transgénicas de C. sinensis.
10.1. Injerto in vitro.

La parte apical de los brotes que expresaban el gen sgfp fueron injertados in vitro
sobre un pie etiolado de C. sinensis x P. trifoliata (Citrange Troyer), cuidando de preservar el
contacto entre los anillos vasculares del pie y del injerto. Las plantulas se cultivaron en medio
liquido (medio MS suplementado con 7,5% (p/v) de sacarosa) en camara de cultivo bajo un

fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad (intensidad de luzFB¥/s) a 26°C.
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10.2. Analisis de PCR de plantulas de C. sinensis.

A las 3-4 semanas de la realizacion del injerto, se efectud la extraccion de ADN y se
realiz6 un analisis por PCR para confirmar la presencia de la secuencia de dermaseptina y del
gen marcador sgfp. Como templado, se utiliz6 ADN extraido de hojas de plantulas, segun lo
descrito en la Seccion 11.1.1. El ensayo de PCR se realizdé segun lo descrito en la Seccion
3.2.1.

10.3. Propagacion de plantas transgénicas de C. sinensis.

Luego de 6-8 semanas, las plantulas caracterizadas positivamente por PCR se
injertaron en plantines de Citrus jambhiri Lush. (limén rugoso) de 6 meses de edad y
cultivados en invernaculo bajo un fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad a 24-26°C.

El injerto se realiz6 cortando una yema de C. sinensis rodeada de una Seccion de
corteza. El corte abarco todo el espesor de la corteza y una fina capa de lamina. Luego, la
yema seleccionada se coloco bajo la corteza de la planta a injertar. Para ellizGearraa
pequefia herida en forma de T invertida, a una distancia de 10 cm de la base del tallo, en la
planta que serviria como pie. El injerto se fijo utilizando una cinta plastica del tipo Saran
Wrap. A las 2 semanas de realizado el injerto se realiz6 una inspeccion para constatar la
fusidn de los tejidos. Una vez que la yema broté y se hubo desarrollado unos 10 cm, se corté
la copa del pie a unos 10-20 cm por encima del injerto. Luego de 10-12 meses de crecimiento,

las plantas asi propagadas fueron utilizadas en ensayos de infeccion.
11.  Analisis de ADN.

11.1. Preparacion de ADN vegetal.

11.1.1. Preparacion de ADN total de plantas para analisis por PCR.

La extraccidon de ADN se realiz6 segun el protocolo descripto por McGarvey and
Kaper (1991). Como fuente de material se utilizaron hojas de plantas crecidas .in vitro
Brevemente, se homogeneizaron 10 mg de hojas en un tubo Eppendorf con la ayuda de un
vastago plastico de punta conica. Se resuspendié el homogenato ghd&8olucion de
Extraccion. El extracto se agito vigorosamente durante 10 seg, se incub6 durante 1 h a 65°C y
se extrajo por el agregado 4@0 ul de cloroformo. Se centrifugo a 16.000 xg durante 10 min

para separar las fases. El ADN contenido en la fase acuosa se precipité agregando 1 volumen
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de isopropanol e incubando durante 15 min a -20°C. Se centrifugd a 14.000 xg durante 10 min
a temperatura ambiente y se lavo el precipitado con etanol 70%, secandolo al aire para

eliminar las trazas de alcohol. EI ADN se resuspendi6 et d® HO bidestilada estéril.
11.1.2. Preparacion de ADN total de C. sinensis para Southern blots.

Para la extraccion de ADN gendmico utilizado en los Southern blots se utilizo el
protocolo descrito por Futterer et al. (1995). Se moli6 en mortero 1g de material foliar con
nitrogeno liquido, se resuspedda molienda en 1,6 mL de buffer de extraccion (50 mM Tris-
HCI pH 8; 700 mM NaCl; 10 mM EDTA; 1% p/v CTAB; 1% vfirmercaptoetanol) y se
incubaon las muestras a %6 durante 15 min. Se realiz6 una extraccion utilizando 1
volumen de cloroformo-isoamilico (24:1). Se centrifugé a 14.000 xg durante 15 min. A la
fase acuosa obtenida se le agrega 0,1 voliumenes de 10% p/v CTAB y se mezcla suavemente.
Se re-extrae la fase acuosa agregando 1 volumen de cloroformo-isoamilico (24:1) y s
centrifugé a 14.000 xg durante 15 min. A la fase acuosa obtenida se le agregaron 1,2
volumenes de buffer de precipitacion (50 mM Tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA; 1% p/v CTAB),
se mezcldé suavemente incubando a temperatura ambiente durante 20 min y ceatrifugo
14.000 xg por 10 min. Se resuspinel pellet obtenido con 400 ul de NaCl 1M, agregando 3
pul de RNAsa (20 mg/mL) e incubando a°@7durante 30 min. Se precipita el DNA
agregando 2,5 volumenes de etanol absoluto e incubandéG didéante 30 min o a -20
overnigth. Se centrifugd a 14.000 xg por 10 mirt@ ¥ se lavo el pellet obtenido con etanol
70%, secandolo al aire para eliminar las trazas de alcohol. Se resasdddNA agregando
50 pL de agua bidestilada estéril y se lo def®C resuspendiendose durante toda la noche.

La concentracion e integridad d&DN obtenido se verifico analizando una alicuota mediante

electroforesis en gel de agarosa 0;8%E 1X en presencia de bromuro de etidio.
11.2. Ensayo de Southern blot.

La integracion del transgén en las plantas transgénicas nucleares se evaluaron en
ensayos de Southern blot. Se incubaron muestras de ADN totalgjlde las plantas
transformadas durante 1 h con 40 U de la enzima Bgl Il (Fermentas) utilizado el buffer
sugerido por el proveedor. Luego de 1 h de incubacién, se agregd espermidina (Sigma
Chemical) a una concentracion final de 1 mM mas otras 40 U de la enzima y se inc2®é a 37
durante toda la noche. En caso de ser necesario, a la mafana siguiente se agregaren 40 U ma

de enzima. Como controles, se utilizaron muestras de ADN total de C. sinensis sin
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transformar, digerido de igual forma que el ADN de las plantas transgénicas. EI ADN
digerido se separé por electroforesis en geles de agarosa 0,8 % en TAE 1X, a 70 V constante
durante 8 h. El gel se lavo con® destilada, se incubo en HCI 0,25 M durante 10 min, y
luego en 10 volumenes de Solucion Desnaturalizante (NaOH 0,4 M, NaCl 1,5 M) durante 20
min, con agitacion suave. EI ADN se transfirié por capilaridad con NaOH 0,4 M a membranas
de nylon Hybond N (Amersham Biosciences). Las membranas de nylon Hybond N
conteniendo el ADN se incubaron en 12 mL de solucién de hibridacion Church (SDS 7%,
BSA 1%, buffer sodio fosfato 1 M pH 7,2, 0,2% y EDN& 1 mM, pH 8) durante 2 h a

63°C en un horno de hibridacion rotatorio. Luego de esta pre-hibridacion, se agrego a la
solucién la sonda desnaturalizada marcada con radioactividad y se incub6 toda la noche a
63°C. Al otro dia, se descarto la solucién con la sonda y se hizo un enjuague rapido con SSC
2X, SDS 0,1%, seguido de tres lavados sucesivos de 15 min cada uno con 1) SSC 2X, SDS
0,1% a temperatura ambiente; 2) SSC 2X, SDS 0,1% a 63°C; 3) SSC 0,2X, SDS 0,1% a 63°C
(20X SSC: citrato de sodio 300 mM, pH 7, NaCl 3 M). Cuando fue necesario rehibridar una
membrana, la sonda se elimind de la misma sumergiéndola en una solucion de SDS 0,1%

precalentada a 100°C, y se la incubé hasta que la solucion alcanzé la temperatura ambiente.

Las membranas se revelaron mediante exposicién a placas radiograficas (Amersham
Hyperfilm™ ECL) a -70°C por un periodo de 7 d, utilizando una pantalla amplificadora de la
sefial. Alternativamente, se expuso la membrana a una pantalla de almacenamiento de fosforo

y se analiz6 usando el sistema de revelado Storm 840 Phosphorlmager (Amersham).
11.2.1. Preparacion de sonda.

El fragmento molde para la sonda de dermaseptina, se obtuvo por amplificacién por
PCR de la secuencia de dermaseptina (104 pb) a partir de la construccion pBIN19sgfp-Der,
utilizando como iniciadores los oligonucleotidos Der-Fw y Der-Rv (Secciéon 4 de Materiales y
Métodos). La sonda utilizada en el ensayo de Southern se preparé mediante el sistema de
iniciacion al azar Prime-a-gene (Promega). Se desnaturalizaron 25 ng del fragmento utilizado
como molde por incubacién a 95°C durante 5 min y se mezclaron comg®l de
seroalbumina bovina, 5 unidades de ADN polimerasa | Klenow\N2@e dATP, dGTP y
dTTP, 50 uCi (333 nM) deoa-*P dCTP 3000 Ci/mmol y el buffer de marcaciéon 5X
conteniendo los oligonucleoétidos iniciadores en un volumen final dd.30sta mezcla se

incubo6 durante 1 h a temperatura ambiente. La reaccidén se detuvo calentando a 95°C durante
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2 min y agregado de EDTA a una concentracion final de 20 mM. Se utilizaron columnas
elutip-d (Schleicher & Schuell) segun las indicaciones sugeridas por los fabricantes. Se
desnaturaliz6 la sonda purificada por 10 min y se la coloco en hielo durante 10 min. Luego se

la agrego al tubo de hibridizacion, para dejarla incubando over night.

Todas las manipulaciones de material radiactivo se efectuaron en un cuarto de
INGEBI-CONICET destinado a tal fin, segun las normativas establecidas por el Ente
Regulador de la Comision de Energia Atomica.

12.  Analisis de ARN.
12.1. Extraccion de ARN total por el método de TRIzol.

Se molié 1 g de tejido foliar procesandolo en un mortero cdighlido. Se le agrego
al tejido molido 1 mL de TRIzol LS Reagent (Invitrogen Life Technologies) y se lo mantuvo
a temperatura ambiente por 5 min. El tejido molido se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 mL
y se centrifugd 10 min a 13.000 r.p.m. a 4°C. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo
Eppendorf limpio, se agregaron 400 uL de cloroformo, se agité vigorosamente pgryldes
dej6 reposar por 10 min a temperatura ambiente. Luego, se centrifugd a 13.000 r.p.m. por 15
min a 4°C para separar las fases acuosa y organica y la primera se transfindexo tubo
Eppendorf. Se agregaron 600 pL de isopropanol y se centrifugd a 13.000 r.p.m. por 20 min a
4°C. El precipitado se lavo con etanol 70% y se centrifug6é a 13.000 r.p.m. por 5 min a 4°C.
Finalmente, se descarto6 el sobrenadante y se dej6 secar el precipitado a temperatura ambiente
El ARN se resuspendiéo en 50 uL deCHestéril libre de ARNasas. La calidad del ARN
obtenido se analiz6 en geles de agarosa 1% conteniendo 0,5 pg/mL de bromuro de etidio libre
de ARNasas. La cuantificacidon se realizé con el espectrofotometro de masa Thermo Scientific
Nanodrop 2000.

12.2. Preparacion de ADNc y RT-PCR.

A partir del ARN extraido, se sintetiz6 ADNc utilizando el iScript cDNA Synthesis kit
(Bio-Rad) segun el protocolo sugerido por el fabricante. La amplificacion de ADNc de
dermaseptina se efectué con oligonucledtidos iniciadores especificos para esta secuencia
(iniciadores Der-Fw y DeRv; Tabla 2). La amplificacibn del ADNc de la secuencia de
lisozima se efectud utilizando oligonucleétidos iniciadores especificos para la misma

(iniciadores Liz-Fw y LizRv; Tabla 2). Como control de carga se utilizé la amplificacion del
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ADNCc del gen de actina B de C. sinensis (iniciad@s#ct-Fw y Cs-ActRv; Tabla 2) o de

N. benthamiana (iniciadores Nb-Act-Fw y Nb-ARRt% Tabla 2). El programa de
amplificacion utilizado consistiéo en 24 ciclos de @ a 94°C, 30 eg a 58°C, y 30 &g a

72°C, seguidos por un paso final de elongacion de 5 min a 72°C. Se utilizé un termociclador
MyCyclerTM (Bio-Rad). Se realizd un control de contaminacion de ADN sin el agregado d
transcriptasa reversa. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de

2% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.
13.  Analisis de proteinas.
13.1. Obtencion de anticuerpos anti-dermaseptina.

Para producir anticuerpos anti-dermaseptina, se hicieron sintetizar 2 mg de
dermaseptina (de secuencia idéntica a la usada en la transformacion de plantas) acoplados al
carrier KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin). La sintesis fue realizada por la emprpgdePe
2.0 Inc.

El protocolo de inmunizacién fue establecido por el personal especializado del
Bioterio de la Facultad de Ciencia Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Se
utilizaron 40 pg de péptido conjugado por inoculacion para inmunizar ratones hembra Balb ¢

El protocolo seguido fue:

Dia 1: sangrado pre-inoculacion. Puncion submaxilar para extrag¢dgGangre.

Dia 2: inoculacion subcutanea en pliegue nucal de 40 pug de antigeno en adyuvante de Freund.
Dia 21: inoculacién subcutanea en pliegue nucal de 40 ug de antigeno en adyuvante de
Freund.

Dia 30: extraccion de 5@ de sangre por animal mediante puncion submaxilar.

Dia 42: inoculacion subcutanea en pliegue nucal de 40 ug de antigeno en adyuvante de
Freund.

Dia 50: extraccion de 5@ de sangre por animal mediante puncién submaxilar.

Dia 63: inoculacion subcutanea en pliegue nucal de 40 ug de antigeno en adyuvante de
Freund.

Dia 74: inoculacion subcutanea en pliegue nucal de 40 ug de antigeno en adyuvante de
Freund. En este paso, se inocularonug0de dermaseptina sin acoplar para incrementar la
respuesta inmune.

Dia 80: sangrado total por puncion cardiaca con anestesia.
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Con el suero obtenido en cada extraccion se realizd un ensayo de dot-blot para

determinar el nivel de deteccion de los distintos antisueros.
13.2. Ensayos de Western blot.

Por cada muestra, se homogeneizaron 2D00mg de tejido foliar en 150 pL de
Cracking Buffer 4x (TrigdC1 50 mM, pH 6,8, B-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, glicerol
10%, Azul de Bromofenol 0,008%). Las muestras se incubaron en un bafio térmico durante 5
min a 95-100°C. El extracto se centrifugd a 13.000 r.p.m. por 2 min y se analizaron entre 10-

20 pL del sobrenadante en geles de poliacrilamida.

Se utilizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida de 10 x 10 cm y de 1 mm de
espesor preparados en el sistema SE 260 Mini Vertical Unit (Amersham Biosciences) o Mini
Protean Ill (BioRad). Por cada 10 mL de gel separador se mezclaron 4 mO dg 8mL de
acrilamida 30% (acrilamida 29,2: bisacrilamida 0,8), 2,5 mL de Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, 100
puL de SDS 10%, 100 pL de persulfato de amonio 10% y 8 pL de TEMED. Por cada 5 mL de
gel concentrador se colocaron 3,4 mL d®H30 uL de acrilamida 30%, 1 mL de Tri-HCI
1M, pH 6,8, 75 pL de SDS 10%, 75 pL de persulfato de amonio 10% y 10puL de TEMED. Las
muestras se prepararon en buffer de siembra 5X y se calentaron a 100°C durante 5 min para
desnaturalizar totalmente las proteinas. La electroforesis se realizé a 100 V constantes en
buffer Tris-Glicina (Tris-HCI 25 mM, pH 8,8, glicina 190 mM, SDS 0,1%). Los geles se
incubaron a 37°C durante 2 h a temperatura ambiente en solucion de tincién (Coomasie
Brillant Blue R250 0,05%, metanol 40%, acido acético 10%). Luego, se efectuaron varios
lavados con una solucion conteniendo 50% de metanol y 10% de &cido acético, hasta destefir

el gel por completo.

Para la transferencia de las proteinas se utilizé el sistema para geles pequefios Mini
Trans-BlotTM (Bio-Rad) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los geles se sumergieron
en buffer de transferencia (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, glicina 196 mM, metanol 20%). La
membrana de nitrocelulosa (Hybond C-Extra; Amersham Biosciences) se hidraté 10 min en el
mismo buffer. El cassette de transferencia se ensamblé en el cartucho y se coloco dentro de la
cuba de electrotransferencia llena con buffer de transferencia. La transferdiesid aecabo
a 60 V durante 1 h. Las membranas se guardaron secas a temperatura ambiente y fueron

teflidas con solucion conteniendo 650 mM de Rojo Ponceau y 1% de acido acético.
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Las membranas transferidas se incubaron durante 1 h con agitacion suave en Solucion
de Bloqueo TTBS (100 mM, Tris-HCI, pH 7,5; NaCl 150 mM y Tween 20 0,1% v/v)
suplementada con 5% (p/v) de leche descremada en polvo. Luego, se agrego el primer
anticuerpo diluido en solucion de bloqueo y la membrana se incubd con agitacion suave
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron 4 lavados de 5 min cada uno con
TTBS vy, al finalizar el ultimo, se agrego el segundo anticuerpo comercial diluido en solucién
de bloqueo. Finalmente, se hicieron 4 lavados adicionales de 5 min con TTBS y 1 lavado de 5

min con TBS.
Los anticuerpos utilizados en ensayos de inmunodeteccion fueron los siguientes:

Anti-dermasptina de ratén (Bioterio de la FCEyN-UBA). Dilucion de uso: 1:500.
Anti-lisozima de raton (Santa Cruz). Dilucion de uso: 1:4000 a 1:100.
Anti-lisozima de conejo (Bioterio del Fundacion Instituto Leloir). Dilucion de uso: 1:2000.
Anti-IgG de ratdn conjugados a fosfatasa alcalina (Gibco BRL). Dilucién de uso: 1:4000.
Anti-IgG de conejo conjugados a fosfatasa alcalina (Gibco BRL). Dilucién de uso: 1:4000.
Las membranas incubadas con los anticuerpos acoplados a fosfatasa alcalina se
revelaron utilizando los sustratos cromogénicos NBT (Nitroblue tetrazolium; Sigma-Aldrich)
y BCIP (5 bromo-4 cloro-3 indoil fosfato; Sigma-Aldrich). Luego de los lavados finales, las
membranas se incubaron durante 10 min en buffer fosfatasa (Tris-HCI 100 mM, pH 9,5, NaCl
100 mM, MgCt5 mM). Posteriormente, cada membrana se incub6 en la oscuridad en 10 mL
de buffer fosfatasa conteniendo 10D de BCIP (BCIP 30 mg/mL en dimetilformamida
100%) y 10QuL de NBT (NBT 50 mg/mL, en dimetilformamida 70%). La reaccion se detuvo

removiendo la solucion de revelado y agregangld #estilada.
13.3. Dot-blot.
13.3.1. Dot-blot con péptido sintético.

Se prepararon diluciones estandar de dermaseptina de concentraciones 20, 10, 5, 1 y
0,1 ng(iL. Se sembr6 luL de cada solucidon estandar en un tira de una membrana de
nitrocelulosa (Hybond C-Extra; Amersham Biosciences) y se incub6é y reveld a las

membranas segun lo descrito en la Seccion 13.2.

13.3.2. Dot-blot con extractos vegetales.
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Se molieron 200 mg de tejido foliar joven coplifuido hasta obtener un polvo fino.
Se agregaron 400L de buffer fosfato pH 7,4 y se centrifugd a 16.000 xg durante 30 min a
4°C. Luego de transferir el sobrenadante a un nuevo tubo, se repitio el procedimiento 2 veces,
obteniéndose un extracto proteico crudo clarificado. Se utilizaronnl2@el extracto
clarificado por cada spot sembrado sobre una membrana de nitrocelulosa (Hybond C-Extra;
Amersham Biosciences). Las membranas fueron incubadas y reveladas segun se describe en

la Seccion 13.2.
13.3.3. Dot-blot de los extractos vegetales filtrados.

Se molieron 2 g de tejido foliar con,Niquido hasta obtener un polvo fino. Se
agregaron 4 mL de buffer fosfato pH 7,4 y se centrifugd a 16.000 xg durante 3@1GinE
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo y se repiti6 la centrifugacion 2 veces mas. El
sobrenadante obtenido (2 mL) se pas6é por una columna Amicon Ultra 10K (Milipore)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utilizé 1 mL del percolado obtenido para sembrar
cada spot sobre una membrana de nitrocelulosa Hybond C-Extra (Amersham Biosciences).

Las membranas fueron incubadas y reveladas segun se describe en la Seccion 13.2.
14. Ensayos de inhibicion in vitro de crecimiento bacteriano.
14.1. Ensayos de inhibicidon con dermaseptina sintética.

Los cultivos de E. coli y de Xanthomonas spp. se realizaron en los medios LB y PYM,
respectivamente. Luego de desarrollar los mismos durante toda una noche, se realizaron
diluciones seriadas hasta obtener suspensiones bacterianas deélx#8/mL (D.Ogoonm=
0,1). Se cosechd 1 mL de las respectivas suspensiones por centrifugacion a 3.500 xg durante

10 min a temperatura ambiente y las células se resuspendieropled®@edio LB liquido.

Los ensayos de inhibicién se efectuaron siguiendo el protocolo de Osusky et al. (2005)
con modificaciones menores. Para ello, se incub6 en un tubo Eppendqif & cada
suspension bacteriana (1X1@f.c. totales) con 1L de una solucién conteniendo distintas
concentraciones de dermaseptina e ldstéril. Las concentraciones finales utilizadas para
los ensayos fueron 50, 65 y B6/mL en el caso de E. coli, y 5, 10, 20 yi@8mL en el caso
de Xanthomonas. Como controles, se incluyeron tubos suplementados pond&0HO
estéril en lugar de la solucion de dermaseptina. Las incubaciones se realizaron durante 4 h a

25°C con una agitacion suave para evitar la decantacion de las bacterias. Luego, se realizaron
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diluciones seriadas y los distintos tratamientos de dermaseptina se sembraron en placas de
Petri conteniendo medio LB-A (E. coli) o PYM-A (Xanthomonas spp.). A las 24 h de
crecimiento a 37°C (E. coli) o 28°C (Xanthomonas spp.), se realizé el conteo de las colonias
para cada tratamiento. Cada experimento se realizé 3 veces. El nUmero de u.f.c. se establecio

promediando 3 placas de Petri correspondientes a un mismo tratamiento.
14.2. Ensayos de inhibicion con lisozima comercial.

Se crecieron cultivos de Xanthomonas spp. en medio PYM durante toda la noche y se
realizaron diluciones seriadas en medio PYM hasta obtener suspensiones bacterian&s de 1x10

células/mL.

Se prepararon placas de Petri con medio de cultivo PYM-A. Una vez solidificado el
medio, se sembraron spots con soluciones conteniendo distintas concentraciones de lisozima
de huevo de gallina (Sigma). Para generar cada spot se emplearbrdé3a solucion de
lisozima de 10, 50, 250 y 500 ng/mL. Como control positivo, se utilizaropL18e una
solucién de kanamicina (5(g/mL) y como control negativo se utilizaron 15 uL H,0
destilada estéril. Una vez que las distintas soluciones de lisozima fueron absorbidas por el
medio de cultivo agarizado, se sembraron f00del cultivo de las distintas especies de
Xanthomonas (1xT0u.f.c./mL) para desarrollar un césped bacteriano sobre la placa. A las 48

h de crecimiento a 28°C, se fotografiaron los resultados observados.

14.3. Ensayos de inhibicion in vitro en medio liquido con extractos de plantas

transformadas de N. benthamiana.

Se utilizaron plantas de N. benthamiana transformadas con la secuencia de
dermaseptina y de lisozima correspondientes a la generacion F2. Se seleccionaron las plantas
gue mostraban buena capacidad de enraizamiento en medio selectivo y resultaron positivas e
los ensayos de RT-PCR (Liz-1.1.2,4.5.1y 4.6.1; Der-5.1.1, 6.1.2 y 13.1.1). Como control, se

incluyeron plantas de N. benthamiana no transformadas.
14.3.1. Obtencion de extractos vegetales.

Se molieron 200 mg de hojas con Njuido en un mortero hasta obtener un polvo

fino. Se agregaron 200 de buffer fosfato pH 7,4 y se centrifugd la mezcla a 10.000 xg por
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15 min a 4°C. Se repitid el paso para clarificar la muestra, se transfirié el sobrenadante a un

nuevo tubo y se lo conservé en hielo hasta el momento de la incubacion.
14.3.2. Preparacion del inoculo.

Las bacterias utilizadas en estos ensayos fueron X. axonopodisampestris. Se
desarrollaron cultivos de Xanthomonas .spm medio PYM. Luego de una noche de
incubacion, se midié la D.go de los cultivos y se realizaron diluciones seriadas hasta
obtener suspensiones bacterianas de 400.000 u.f.c./mL. Se centrifugaroh @i@0Oestas
suspensiones durante 10 min a 3.500 xg. Se descartaron los sobrenadantes y se
resuspendieron los precipitados enu20de una solucion de Mggl0 mM, obteniéndose asi
una suspension conteniendo aproximadamente 40.000 células bacterianas que fue utilizada

como indculo.
14.3.3. Incubacion y siembra.

Se incubaron 38(L de extracto vegetal con 2L de suspensién bacteriana durante 4
h, con una agitacion suave para evitar la decantacion de las bacterias. Al finalizar la
incubacion, se realizaron diluciones seriadas y se las sembr6 en placas de Petri conteniendo
medio PYM-A. En el caso de la especie de X campestris, serditfampicina (50 pg/mL)
al medio de cultivo. Se incubd durante 48 h a 28°C y se realiz6 el conteo de las colonias para
cada tratamiento. Cada experimento se realizd 3 veces. El numero de u.f.c. se establecio

promediando 3 placas de Petri correspondientes a un mismo tratamiento.

14.4. Ensayos de inhibicion in vitro en medio sélido con extractos de plantas

transgénicas de N. benthamiana.

Los extractos se realizaron utilizando plantas de N. benthamiana transformadas y no
transformadas, de 6 semanas de edad. En el caso de las primeras, se utilizaron plantas de le
generacion F2 que mostraron buena capacidad de enraizamiento en medio selectivo y fueron
positivas en los ensayos de RT-PCR (plantas Der-5.1.1., -6.1.2., -13.1.1., -14.1.1. y -18.1.2;
Liz-1.1.2., -2.3.1., -4.5.1., -4.6.1. y -4.8.1.). La obtencion de los extractos se realizé segun lo
descrito en 14.3.1. Como control negativo se utilizaron plantas no transformadas. Como
control de la inhibicion bacteriana se utiliz6 kanamicina. La especie utilizada para estos

ensayos fue Unicamente X. axonopodis.
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Se prepararon placas de Petri conteniendo medio PYM-A y se sembraron en las
mismas 100 pL de un cultivo de 1X10f.c./mL de X. axonopodis. Una vez que la suspension
bacteriana fue absorbida por el medio, se colocaron discos de papel Whatman en que se
sembraron 50 puL de los extractos de las plantulas transformadas, de los extractos controles, y
el antibiético kanamicina. Se dejé secar las placas en el flujo laminar y se las incub6 a 28°C
durante 72 h. Al cabo de este tiempo, se fotografiaron las placas para documentar los
resultados del ensayo, con una lupa de campo claro (Olympus SZ61). Cada ensayo se realizo

tres veces.

14.5. Ensayos de inhibicion in vitro en medio sélido con extractos vegetales de plantulas

transformadas de N. benthamiana.

Se obtuvieron extractos de plantulas transformadas de N. benthamiana de 10 d de edad
germinadas en medio M&-suplementado con kanamicina (50 pg/mL), segn se describe en
la Seccion 14.3.1. Las plantulas utilizadas correspondieron a la generacion F2 y fueron
seleccionadas entre las lineas con mayor capacidad de enraizamiento en medio selectivo y
resultado positivo en los ensayos de RT-PCR (plantas Liz-1.1.2., -2.3.1., -4.5.1., -4.6.1. y -
48.1,; Der-5.1.1., -6.1.2., -13.1.1., -14.1.1. y -18.1.2.). Como control negativo, se utilizaron
plantulas no transformadas germinadas en medio MS-A sin agregado de antibiéticos. Como
control de la inhibicion bacteriana se utiliz6 kanamicina. La especie utilizada para estos

ensayos fue Unicamente X. axonopodis.

Se prepararon placas de Petri conteniendo medio PYM-A y se sembraron en las
mismas 100 pL de un cultivo de 1X10f.c./mL de X. axonopodis. Una vez que la suspension
bacteriana fue absorbida por el medio, se colocaron discos de papel Whatman en que se
sembraron 50 pL de los extractos de las plantulas transgénicas, de los extractos controles, y el
antibiotico kanamicina. Se dejé secar las placas en el flujo laminar y se las incub6 a 28°C
durante 72 h. Al cabo de este tiempo, se fotografiaron las placas para documentar los
resultados del ensayo, con una lupa de campo claro (Olympus SZ61). Cada ensayo se realiz6

tres veces.
15. Ensayos de agroinfiltracion.

Los cultivos de A tumefaciens (cepa GV3101) se efectuaron bajos las condiciones
citadas en el punto 1.3.1. A todos los cultivos se agregd rifampicina (100 pg/mL) y

gentamicina (50 pg/mL), antibidticos correspondientes a la seleccibn cromosomica y
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plasmidica de la cepa A tumefaciens utilizada. Ademas, para seleccionar las bacterias
transformadas con las construcciones pBIN19sgfp, pBIN19sgfp-Der y pBIN19sgfp-Liz, se
agrego kanamicina( pg/mL). Se utilizé un inoculo de 2 mL (dilucién 1:10) de un cultivo

crecido durante toda la noche para iniciar cultivos frescos de 20 mL. Se dejo desarrollar a los
mismos con agitacion a 28°C hasta alcanzar dbf.= 1 y se centrifugaron las células

3.500 xg durante 10 min. Luego de resuspenderlas en buffer de infiltracion, M\g@M,

MES 10 mM, pH 5,6, acetosyringona 100), se las dej6 2 h en oscuridad antes de iniciar la

inoculacion.

Las infiltraciones se hicieron segun el protocolo descripto por Schob et al. (1997)
utilizando hojas de N. benthamiana. Se utilizaron plantas de 4-6 semanas de dad y se
infiltraron hojas completamente expandidas (tercera a quinta hoja). La infiltracion de las
suspensiones bacterianas se efectudé con una jeringa sin aguja aplicando presién contra la parte
abaxial de la hoja. Los ensayos se realizaron con agrobacterias que portaban las
construcciones pBinl19sgfp-Der, pBinl9sgfp-Liz, y el vector binario pBIN19sgfp como
control. Como control positivo, se agroinfiltraron hojas con bacterias sin transformar. A las
48-72 h de la agroinfiltracion, se tomaron muestras y se realizaron observaciones al
microscopio. Se utiliz6 un microscopio de epifluorescencia Nikon E600 y una camara

Optronics Magnafire (Intelligent Imaging Innovations, Inc.) acoplada a dicho microscopio.
16.  Ensayos de infiltracion de Xanthomonas spp. en plantas de N. benthamiana.

Las infiltraciones se realizaron segun el protocolo descripto por Yun et al. (2006). En
cada uno de los experimentos, se utilizaron plantas de 4-6 semanas de edad y se infiltraron
hojas j6venes completamente expandidas (tercera a quinta hoja). Se realizaron ensayos con
plantas de N. benthamiana transformadas y no transformadas. En el caso de las primeras, se
utilizaron plantas de la generacion F2 que mostraron buena capacidad de enraizamiento en

medio selectivo y fueron positivas en los ensayos de RT-PCR.

Se efectuaron cultivos de X. axonopogiX. campestris en medio PYM durante toda
la noche. Se midi6 la D.Qeonm Y S€ realizaron diluciones seriadas en medio PYM hasta
obtener suspensiones de 1%t6lulas/mL. Se centrifugaron 5 mL de los respectivos cultivos
durante 10 min a 3.500 xg a temperatura ambiente, se descartaron los sobrenadantes y se
resuspendieron los precipitados en 5 mL de una solucion de, M@@GiM. A partir de estas

suspensiones, se obtuvieron las diluciones utilizadas como indculos. Se utilizaron indculos de
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concentraciones altas (1X19 1x1¢ u.f.c./mL) y bajas (1x10u.f.c./mL y 1x16 u.f.c./mL).
Los ensayos de infiltracion se repitieron 3 veces. Cada ensayo incluyé 3 plantas de N.
benthamiana sin transformar. De cada planta se infiltraron dos hojas, cada una con una

concentracion de in6culo diferente.

El procedimiento de infiltracion fue anélogo al utilizado para Agrobacterium (ver
punto 15). Se dejo recuperar las hojas 12 h para recolectar la primera muestra y se tomaron
luego 5 muestras mas a intervalos de 24 h. Las tomas de muestra se efectuaron mediante un
sacabocado sobre la zona agroinfiltrada, de forma tal que todas tuvieran la misma superficie
(0,64 Crﬁ). Los discos de hoja se colocaron en un tubo Eppendorf conteniendo 450 pL de
MgCl, 10 mM, y se molieron con la ayuda de un vastago plastico de punta coénica. El
homogenato se agito 5 seg en un Vortex y se centrifugé a 1.000 xg durante 1 min. Se paso el
sobrenadante a un tubo limpio y se realizaron diluciones seriadas ea Mg@M que se
sembraron en placas de Petri conteniendo medio PYM-A. En el caso de la especie X
campestrisse adicion6 rifampicina (50 pg/mL) al medio de cultivo. Se incubaron las placas a
28°C durante 48 h y se determiné el nimero de u.f.c. Los resultados se presentan como el
promedio obtenido en 3 placas de Petri correspondientes a un mismo tratamiento.

17. Ensayos de co-infiltraciébn de X. axonopodig A. tumefaciens en plantas de N.

benthamiana.

El protocolo deco-infiltracion utilizado fue el descripto por Metz et al. (2005), con
modificaciones menores. Los cultivos de A tumefaciens (cepa GV3101) se prepararon segun
se describe en la Seccién 15 hasta obtener suspensiones bacterianas ulé.cLihQ. Los
cultivos de X. axonopodis se prepararon segun se describe en la Seccién 16 hasta obtener
suspensiones bacterianas de 2xi@ic./mL. Se mezclaron volimenes iguales de los cultivos
de Agrobacteriuny Xanthomonas de manera tal de obtener una suspension bacteriana cuyas
concentraciones finales fueran, respectivamente, 5x10x1¢ u.f.c./mL. Luego, se co-
infiltraron hojas de N. benthamiana siguiendo el procedimiento descripto en las Seccion 15.
Se utilizaron células de A tumefaciens portando la construccion pBIN19sgfp-Der y de A
tumefaciens portando el vector pBIN19sgfp como control. Los ensayos se realizaron 3 veces

utilizando 5 plantas de N. benthamiana sin transformar e inoculando 3 hojas por planta.
18. Ensayos de infeccidén con X. axonopodis en hojas escindidas de C. sinensis.

18.1. Puncion de hojas de C. sinensis seguido de la inoculacion mediante spray.
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Se adaptd el protocolo establecido en el trabajo de Tesis Doctoral de Alves de
Azevedo, de la Universidad de San Pablo, Brasil (2005). Los cultivos de X axonopodis se
prepararon segun se describe en la Seccion 16 hasta obtener suspensiones bacterianas d
1x1@ u.f.c./mL. Las plantas de C. sinensis fueron cultivadas y mantenidas como se detalla en

la Seccién 2.

Cada ensayo incluyd0 hojas por planta transgénica, y 10 hojas de plantas sin
transformar, aisladas inmediatamente antes del ensayo. La inoculaciébn comprendié cuatro
zonas, dos de cada lado de la vena media. Cada zona de inoculacion incluyd 4 heridas
efectuadas con una aguja estéril sobre la cara abaxial de la hoja, que se hallabdassepa
entre si por 2 mm de distancia. Dos zonas se inocularon con Xanthomonas y dos zonas con
una solucion de Mg@I10 mM como control. Se realizaron 2 pulverizaciones con una
suspension bacteriana de 1X1(f.c./mL sobre cada zona de inoculacion. Luego, se colocaron
las hojas en un tubo Falcon de 50 mL previamente esterilizado, con el peciolo sumergido en
H,O destilada estéril. Se taparon los tubos, se lo sell6 con Parafilm y se los colocé en camara
de crecimiento bajo las condiciones descriptas en la Seccién 2. En cada ensayo, se colocaron
hojas sin inocular en tubos Falcon, como controles del estado fisioldgico.

Las observaciones de los sintomas se realizaron en forma periddica utilizando una lupa
de mano, y las fotografias se tomaron utilizando una cadmara Sony Cyber Shot DSC-S70
acoplada a una lupa estereoscépica Stemi 2000-C (Zeiss). Se realizaron 3 experimentos

independientes.
18.2. Inmersion de hojas de C. sinensis en suspensiones bacterianas.

El protocolo de inoculacion se adapté de ensayos de infeccidn utilizados previamente
con otras especies de Xanthomonas y otras especies de plantas (Kousik and Ritchie, 1996). El
procedimiento adoptado consistié en sumergir hojas sanas de Cisgiloeaste 1 min en una
suspension de X. axonopodis (1%10f.c./mL) conteniendo Silwet L-77 0,04%. Luego, se
retird la hoja de la suspension y se la mantuvo en posicion horizontal durante 3-5 min para
permitir la adhesion de la bacteria sobre la superficie foliar. Al cabo de este tiempo, las hojas
se colocaron en tubos Falcon estériles de 50 mL, con el peciolo sumergigd dedtllada
estéril, se tapo el tubo y se lo sellé con Parafilm. Finalmente, los tubos fueron dispuestos en

una camara de crecimiento en las condiciones descriptas en la Seccion 2.
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Se utilizaron entre 5 y 13 hojas por planta transgénica y un numero similar de hojas de
una planta sin transformar. En cada ensayo se incluyeron hojas de las plantas que fueron
sumergidas en una solucién de Mg@d mM complementada con Silwet L-77 0,04%, como
controles del efecto del tratamiento y del estado fisioldgico de las mismas. Durante el ensayo,
realizaron observaciones periddicas de los sintomas mediante una lupa de mano. Los
resultados finales se documentaron con una camara Cyber Shot DSC-S70 (Sony) acoplada a
una lupa estereoscopica Stemi 2000-C (Zeiss). Se realizaron 2 ensayos independientes

utilizando el mismo protocolo.
19. Ensayos de infeccidn in planta con X. axonopodis en plantas de C. sinensis.

La inoculacion se realizo utilizando el método descrito por Yang et al. (2010) con
modificaciones menores. Se utilizé6 como indculo una suspension X. axonopodis conteniendo
1x1@ u.f.c./mL. Se realizaron 16 heridas con una aguja estéril sobre la cara abaxial de la hoja,
en dos zonas adyacentes situadas a ambos lados de la vena central. Cada area de infecciol
estaba conformada por 8 heridas separadas entre si por 2 mm de distancia. La suspension
bacteriana se pulveriz6 sobre cada area de infeccion un total de 3 veces seguidas, a una
distancia aproximada de 3 cm de la ldmina. Se pulverizé6 ademas una hoja de cada planta con
una solucion de Mggil0 mM como control.

Se realizaron 3 ensayos independientes con las distintas plantas transgénicas y plantas
deC. sinensis sin transformar como control, obtenidas a partir de semilla certificada. Los dos
primeros ensayos incluyeron entre 9 y 12 hojas completamente expandidas por planta
evaluada. El tercer y ultimo ensayo de infeccién, incluyd 20 hojas completamente expandidas
por planta evaluada. En cada experimento se incluyd un numero igual de hojas

correspondiente a una planta de C. sinensis sin transformar.

Luego de la inoculacion, las plantas fueron mantenidas en camara de crecimiento en
las condiciones descriptas en la Seccién 2. Las observaciones de los sintomas se realizaron en
forma periédica (cada 2-3 d) utilizando una lupa de mano. A medida que avanzaba el
desarrollo de los cancros, se fueron tomando fotografias, utilizando para ello una camara
Cyber Shot DSC-S70 (Sony) acoplada a una lupa estereoscopica Stemi 2000-C (Zeiss). Los
ensayos se extendieron entre 24 y 40 d segun los casos. Se registré el nimero y momento de

aparicion de cancros por hoja inoculada, su tamafio, la presencia o ausencia de halo clorético

63



Materiales y Métodos

caracteristico, y la presencia o ausencia de margen humedo (water soaking) alrededor de la
herida.

La susceptibilidad de las plantas transgénicas y controles, expresada como cantidad de
cancros/hoja, se comparo mediante la prueba de Kruskal-Well®\{A no paramétrico por
rangos), y realizando comparaciones de a pares entre las plantas transgénicas y el control, y
entre las distintas plantas transgénicas, mediante el método de comparaciones multiples de
Dunn (dms). La dispersion y la simetria de la variable nimero de cancros/hoja se analizé
mediante un grafico de cajas y bigotes (o box plot). Para representar los datos en forma
gréfica, se establecieron tres categorias, segun la frecuencia de formacion dg/leajacrbs
4 cancros; media: 5-8 cancros; alta: 9-16 cancros). Los resultados se expresaron como el

porcentaje de hojas en cada una de las tres categorias.
20.  Métodos estadisticos.

La variable cancros/hoja, utilizada para determinar la susceptibilidad/resistencia de las
plantas ensayadas frente a la infeccion con X axonopodis, no presentdé una distribucion
normal (ver Anexo Estadistico; pagina 135). Por lo tanto, para evaluar el efecto del
tratamiento aplicado (transgénesis vegetal), se esebtpdt de ANOVA no paramétrico de
Kruskal-Wallis. Luego, para evaluar la diferencia entre las plantas, se realizaron
comparaciones de a pares mediante el método de contrastes de Dunn.

Para realizar los célculos del test de Kruskal-Wallis se utilizaron los datos
experimentales (nUmero de cancros/hoja) mostrados en las Tablas 5 y 8 de las Secciones 13.1.
y 13.2. de Resultados, respectivamente. El andlisis estadistico se realizé utilizando el
programa Statistica 7.0. Los resultados del mismo se observan en las Tablas 6 y 9 de las
mismas Secciones. Una vez que demostrado que al menos un tratamiento difiere del otro en la
mediana poblacional (diferencias significativas en el test de Kruskal-Wallis), se realizaron los
calculos para las comparaciones multiples de Dunn utilizando los datos de las Tablas 6 y 9.

Los resultados del analisis se muestran en las Tablas 7 y 10.
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1. Ensayos de inhibicién in vitrodel crecimiento bacteriano.

Con anterioridad a este trabajo de Tesis, se demostro el efecto inhibitorio del péptido
antimicrobiano dermaseptina y de la enzima bacteriolitica lisozima sobre el crecimiento de
dos bacterias fitopatdgenas, Erwinia carotovora y Streptomyces scabies (Rivero et al., 2012).

Sin embargo, no se habian demostrado sus efectos sobre Xanthomonas spp.

Para llevar a cabo los ensayos de inhibicidbn del crecimiento con dermaseptina, se
adquirieron 2 mg de péptido sintético. En el caso de la lisozima, se utilizd la versidon
comercial HEWL de Sigma (Hen Egg White Lysozyme). Ver secuencias aminoacidicas en
Seccones 7.3.y 7.4. de Materiales y Métodos.

1.1. Ensayos de inhibicion de E. coli con dermaseptina sintética.

Para corroborar la actividad antimicrobiana de dermaseptina sintetizada, se realizaron
ensayos preliminares con E. coli, ya que existian reportes previos indicando toxicidad en esta
bacteria por parte de versiones similares a la utilizada en esta Tesis (Osusky et al., 2005). Para
ello se implement6 un ensayo de inhibicion in vitro en medio liquido segun se describe en la
Seccion 14.1. de Materiales y Métodos. El porcentaje de supervivencia de E. coli referido al
control sin agregado del péptido se determiné utilizando concentraciones de dermaseptina de
50, 65y 80 pg/mL.

Como se puede observar en la Figura 12, utilizando una concentracion del péptido de
50 pg/mL, se obtuvo una inhibicion del 60% del crecimiento bacteriano respecto del control.
Asimismo, se establecié que la Concentracion Inhibitoria Minima (C.1.M.) del péptido para E.
coli es de alrededor de &@/mL.
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Figura 12. Efecto de dermaseptina sobre el crecimiento de E. cdlie expresa el porcentaje de supervivencia
de E. coli (indculo inicial de 1xT0u.f.c.) luego de 4 h de incubacién en medio LB con las concimtesc

indicadas de dermaseptina sintética. Los resultados representan los valores de iaDiedia tres ensayos
independientes.

1.2. Ensayos de inhibicion de Xanthomonas spp. con dermaseptina sintética.

Una vez comprobado el efecto toéxico de dermaseptina frente a E. coli, se realizaron
ensayos de inhibicibn con X axonopodis y X. campestris. Los ensayos de inhibicion del
crecimiento se efectuaron siguiendo el mismo protocolo que se emple6 para E. coli, pero las
concentraciones de dermaseptina utilizadas en este caso fueron de 5, 10,u20n.3%0s

resultados obtenidos se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Efecto de dermaseptina sobre el crecimiento de Xanthomonas si3& expresa el porcentaje de
supervivencia de X. axonopoda) y X. campestrigb) luego de 4 h de la incubacién en medio PYM (inéculo
inicial de 1x10 u.f.c.) con las concentraciones indicadas de dermaseptina sintética. Los resejaesentan
los valores de la media + DE de tres ensayos independientes.
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Como puede observarse, con ambas especies de Xanthomonas se obtuvo una
inhibicién del crecimiento con concentraciones del péptido superioresymb. A su vez,
estos resultados permitieron establecer una C.I.M. degy20L para X. campestris y de 10
pg/mL para X axonopodis. El efecto bactericida del péptido sobre Xanthomonas spp.
observado en estos ensayos permitié convalidar la eleccion de dermaseptina como gen de
interés para conferir resistencia a estos patégenos.

1.3. Ensayos de inhibicion de Xanthomonas spp. con lisozima comercial.

Para corroborar la actividad antimicrobiana de lisozima frente a Xanthomonas spp., se
realizaron ensayos de inhibicién in vitro en medio de cultivo sélido (PYM-A), con células de
X. axonopodis y X. campestris. Se utilizaron concentraciones de la enzima comercial de 10,
50, 250 y 500 ng/mL. Se realizaron 3 ensayos independientes segun se describe en la Seccion
14.2 de Materiales y Métodos, con resultados similares. La Figura 14 muestra fotografias
representativas de uno de los ensayos realizados, luego de una incubacién a 28°C durante 48
h.

Figura 14. Efecto de lisozima sobre el crecimiento de Xanthomonas si§® muestraensayos realizados con
X. axonopodiga) y X. campestrigb). En los puntos indicados, se sembraronuil%le solucién conteniendo 10,
50, 250 y 500 ng/mL de lisozima comercial. Como control posit@csesnbraron 1L de una solucién de
kanamicina de 50 pg/mL (K). Como control negativo, se sembraronul5de HO estéril (HO). La fotografia se
tomo luego de una incubacion de 48 h a 28°C. Se muestran fotogegifasentativas de los resultados
obtenidos en uno de 3 ensayos realizados con resultados similares.

Como se puede observar en la Figura 14, tanto el crecimiento de X. axonopodis como
el de X. campestris fue inhibido por la presencia de lisozima. Si bien el ensayo utilizado no es
cuantificable (el ensayo no permite determinar la C.I.M.), se puede observar que lisozima
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inhibe el crecimiento de X. campestris a concentraciones mayores de 10 ng/mL snojeatra

el crecimiento de X axonopodis comienza a inhibirse a concentraciones de alrededor de 50
ng/mL. A su vez, se puede observar que a todas las concentraciones de lisozima utilizadas, los
halos de inhibicion producidos sobre X. campestris son de mayor tamafio que los producidos
sobre X. axonopodis, lo que implicaria una mayor susceptibilidad de la primera al efecto de la
erzima. El efecto bactericida de la enzima observado sobre Xanthomonas spp. en estos
ensayos permitio convalidar la eleccién de lisozima como gen de interés para conseguir

resistencia a estos patdgenos.
2. Desarrollo de construcciones genéticas para expresar dermaseptina y lisozima.

El vector binario seleccionado para la obtencion de plantas transgénicas via A
tumefaciens fue el pBIN19sgfp (Chiu et al., 1996), debido a su amplia utilizaciéon en la
transformacion genética de citricos. Este vector tiene 13.500 pares de bases y un solo sitio de
clonado para la enzima Hind Il (Figura 15). El sitio de clonado esté dispuesto entre el gen
marcador de seleccién para kanamicina (nptll) y el gen reportero sgfp, que codifica a la

proteina fluorescente verde (GFP).

Hind 1l
1

LB 1 | I ( A RB
_;.[ Tnos I sgfp ] 358 | - { Tnos I nptll] Pnos l—>

Figura 15. Esquema del vector binario pBIN19sgfp (Chiu et al., 1996)kste vector fue el utilizado para
clonar los cassettes de expresidn que portan las secuencias de dermadepisteiyna. El esquema muestra el
gen marcador de seleccion (nptll), el gen marcador de seleccion vigipaly €l sitio Unico de clonado (Hind

I), flanqueados por los bordes derecho (BD) y borde izquieBlp {['nos: secuencia terminadora de la
transcripcion del gen de nopalina sintasa. Pnos: promotor de nopalina singsarodbotor del transcripto de

35S del CaMV. El esquema no esté a escala.

El sistema de expresion estd disefiado para seleccionar visualmente los brotes
transgénicos por medio de la fluorescencia de GFP, permitiendo la facil visualizacion de los
brotes transgénicos bajo lupa y, a su vez, descartar posibles quimeras. Ademas, debido a la
disposicion del gen sgfp respecto a los bordes derecho e izquierdo del vector binario, la
insercion de la secuencia codificante de GFP en el genoma de la célula vegetal, sefiala con

alta probabilidad la integracion del gen de interés y del gen de seleccion nptll.

En base al vector binario pBIN19sgfp, se realizaron dos construcciones genéticas que

se utilizaron para la transformacion de plantas de C. singisi®enthamianan las etapas
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posteriores de este trabajo de Tesis. Uno de las construcciones obtenidas fue pBIN19sgfp-Der
(Figura 17), la cual portal cassette de expresién para dermaseptina. El mismo se obtuvo
mediante la digestion parcial del vector pDe (Rivero et al., 2012) con la enzima Hind Il y su
posterior purificacion a partir del gel de agarosa en que se realizo la electroforesis. Una vez
purificado, el cassette de expresion para dermseptina se ligé al vector pBIN19sgfp
previamente linealizado con Hind Ill, y desfosforilado para evitar el autoligamiento. La
Figura 16 muestra un esquema de los pasos seguidos para obtener la construccidon
pBIN19sgfp-Der.

pDe pBIN19sgfp
LB b h RB LB RB
12y (oo o o) oo e -5 (ros oo [5)——,
i H |
Hind 10 Hind 1 Hind 1

Digestién parcial con Hind |11 Linealizacién del vector

Desfosforilacion de los extremos

Purificacion del fragmento de 1906 pb

Hind ) Hing 1
ey

Hind 1l Hind 1l

Cassette de expresion de dermaseptina pBIN19sgfp linealizdo y desfosforilado

.\_ 7 7 Y,
~

\ Ligacion

18 —l 1 i E
—p—_Tros | sgfp | 358 H tnos| der [esa] a8 J{ Tnos [ nptn] Pros J—s

pBIN19sgfp-Der

Figura 16. Esquema seguido para la obtencién de la construccion pBIN19sdier. El cassette de expresion
de dermaseptina fue clonado en el vector binario pBIN19sgfp a partir del pBaqRivero et al., 2012). La
construccion pBIN19sgfp-Der fue utilizada en la transformacion de plantassitee@@sisy N. benthamiana. Los
esquemas de las construcciones no estan a escala.
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Figura 17. Esquema de la construccion genética pBIN19sgiper. 35S: promotor del transcripto de 35S del
CaMV; Pnos: promotor de nopalina sintasa; Tnos: terminador deractipcion de nopalina sintas@;
potenciador de la traduccién déMV; Es: péptido sefial de exportaciébn a apoplasto de esporamina; der
secuencia codificante de dermaseptina de P. saupvagil: secuencia codificante de neomicina
fosfotransferasa; sgfp: secuencia codificadeda proteina de fluorescencia verde; BD y Bl bordes derecho e
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izquierdo, respectivamente. Las flechas indican los sitios de hibridacién deluclgtidos iniciadores sentido
(Fw) y reverso (Rv) utilizados para amplificar la secuencia de dermaseptinarraatiperior indica la posicion
de la sonda de ADN utilizado en el analisis de Southern blot. El esquema nessttaa

La segunda construccion genética obtenida a partir del vector pBIN19sgfp, fue
pBIN19sgfp-Liz, la cual porta el cassette de expresion de lisozima. El mismo, se escindi6 del
vector pLy (Rivero et al., 2012) por digestion con las enzimas de restriccion Kpn |y Xho |.
Luego, se lo subclono en el vector comercial pZErO-2, previamente tratado con las enzimas
Kpn | y Sal I, aprovechando la compatibilidad entre los sitios de las enzimas Xl I,y S
dando lugar a la construccién genética intermediaria pZErO-2-Liz (Figura 18). De esta
manera, el cassette de expresion de lisozima quedd flanqueado por sitios Hind IIl. A
continuacion, se efectu6 una digestion con Hind Ill para escindir de pZErO-2-Liz el
fragmento de interés (1.513 pb) y se lo ligé al vector pBIN19sgfp previamente digerido con la
misma enzima y desfosforilado para evitar su autoligamiento, generando asi la construccion
pBIN19sgfp-Liz (Figura 19
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Figura 18. Esquema seguido para la obtencién de la construccién pBIN19sgfp-LiEl cassette de expresién
de lisozima fue clonado en el vector binario pBIN19sgfp a partir del vpttor(Rivero et al., 2012). Los
esquemas de las construcciones no estan a escala.
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Figura 19. Esquema de la construccion genética pBIN19sgfp-Li2x35S: promotor doble del transcripto de
35S del CaMV; Pnos: promotor de nopalina sintasa; Tnos: termidadiar transcripcion de nopalina sintasa;
Amy: secuenia del péptido sefial de a-amilasa de cebada; liso: secuencia codificante de lisozima (HEWL);
nptll: secuencia codificante de neomicina fosfotransferasa; sgfp: secuenifieante para la proteina de
fluorescencia verde; BD y BI: bordes derecho e izquierdo, respectivameesguEma no esta a escala.

Las construcciones pBIN19sgfp-Der y pBIN19sgfp-Liz fueron secuenciadas para
confirmar el correcto ensamblaje de los fragmentos y la presencia de los marcos abiertos de

lectura correspondientes a los distintos genes.
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3. Ensayos de funcionalidad de los transgenes.
3.1. Andlisis de la funcionalidad del transgen sgfp.

Una vez confirmadas las secuencias de las construcciones pBIN19sgfp-Der vy
pBIN19sgfp-Liz, se realizaron agroinfiltraciones de hojas de N. benthamiana con la finalidad
de verificar la funcionalidad del transgen reportero sgfp. Se utilizé la cepa GV3101 de A
tumefaciens transformada con las construcciones pBin19sgfp-Der, pBin19sgfp-Liz, y el vector
pBIN19sgfp como control (Seccién 15. de Materiales y Métodos). A las 48-72 h post-
infiltracion, se obtuvieron muestras de epidermis de hojas y se realizaron observaciones al

microscopio de epifluorescencia. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 20.

pBIN19sgfp-Der pBIN19sgfp

pBIN19sgfp-Liz

Luz blanca Luz UV

Figura 20. Ensayo de funcionalidad del transgen sgfg-otografias de la epidermis de una hoja de N.
benthamiana agroinfiltrada con el vector vacio pBIN19sgfp (fila supepBiN19sgfp-Der (fila del medio) y
pBIN19sgfp-Liz (fila inferior). A la izquierda y a la derecha del panetservan exposiciones con luz blanca y
UV, respectivamente. Como control negativo de estos ensayos sefilignan en paralelo hojas de N.
benthamiana con agrobacterias sin transformar. Estas hojas no modlwmarescencia bajo la luz UV
(resultados no mostrados).
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3.2. Andlisis de la funcionalidad del transgen dermaseptina.

Para comprobar si la expresion transitoria de dermaseptina tenia efecto sobre X
axonopodis, se decidio realizar un ensayo de co-infiltracion con ésta y A tumefacians. Par
ello, en primer lugar se infiltr6 Gnicamente Xanthomonas para visualizar la sintomatologia
generada en hojas de N. benthamiana (Seccion 16. de Materiales y Métodos). Los sintomas

producidos se observan en la Figura 21.

X. axonopodis 10 mM MgCl,

Figura 21. Ensayo de infiltracion de hojas de N. benthamiana con X. axonopodis.la izquierda de la Figura
se muestran dos hojas infiltradas con Xanthomonas. Las zonas de infiltracidinditdaas con circulos a
trazos. Alrededor de éstos, se observa una zona clorética facilmente recootabtierecha de la figura se
muestra una hoja control infiltrada con una solucién 10 mM de M@OGlucién utilizada para resuspender las
bacterias). La fotografia fue tomada a los 5 d.p.i. Las fotografias de lasdwjapresentativas de 3 ensayos de
infiltracion independientes. La concentracion de inéculo utilizada fue dé Wd/mL.

Estos ensayos permitieron confirmar que al infiltrar X. axonopodis en hojas de N.
benthamiana se produce un sintoma conspicuo (clorosis), facilmente reconocible, lo que
indicaria que la bacteria prolifera sin inconvenientes dentro de la hoja. Luego, con el fin de
analizar el efecto de la expresion transitoria de dermaseptina sobre la sintomatologia
producida por Xanthomonas, se realizaron ensayos de co-infiltracidbn junto con A
tumefaciens. Para ello, se co-infiltraron células de X axonopodis y de A tumefaciens
transformadas con la construccion pBIN19sgfp-Der en hojas de N. benthamiana segun lo
descripto en la Seccidon 17. de Materiales y Métodos. Como control, se co-infiltraron hojas
con X. axonopodis y de A tumefaciens transformadas con la construccion pBIN19sgip. Los

resultados de los ensayos se observan en la Figura 22.
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(a) (b) () (d)

Figura 22. Ensayos de co-infiltracion de hojas de N. benthamiana con X. axonopogii#\. tumefaciens.Las
flechas muestran sintomas caracteristicos producido por X axonopodis iafilsada en hojas de N.
benthamiana. El circulo punteado indica la zona de infiltrag@nHoja infiltrada conX. axonopodis. Se
observan los sintomas de clorosis caracteristicos originados por la béletehia rfegra)(b) Hoja co-infiltrada
con X. axonopodiy A tumefaciens portando el vector binario pBIN19sgfp (control). Sereés sintomas
similares que er(a). (c) Hoja co-infiltrada con X axonopodig A tumefaciens portando la construcciéon
pBIN19sgfp-Der. Se observa la disminucion de los sintomas caracteristchgigos por Xanthomonag)
Hoja infiltrada con el buffer utilizado para resuspender ambas bacterias. No esgeanbsintomas de la
infeccion. Los ensayos de co-infiltracion se realiz88ameces, utilizando 5 plantas de N. benthamiana en cada
ensayo. La concentracién de X. axonopodis utilizada fue de infl@/mL y de A tumefaciens 5x10.f.c./mL.

Se muestran resultados representativos de los obtenidos en 3 endaypemndientes. Las fotografias fueron
obtenidas a los 5 dias post-infiltracion.

Como se puede observar en la Figura 22, la clorosis caracteristica producida por X
axonopodis en N. benthamiana resultd fuertemente atenuada en las hojas co-infiltradas con A
tumefaciens portando la construccién pBIN19sgfp-Der. En cambio, la co-infiltracién de X
axonopodis con A. tumefaciens portando el vector vacio pBIN19sgfp, utilizado como control
negativo, no mostré diferencias respecto de la infiltracién individual con X axonopodis
Aunque la acumulacién de dermaseptina en los extractos de hojas infiltradas no pudo ser
determinada directamente, los ensayos de co-infiltracion con pBIN19sgfp-Der proveyeron una

evidencia indirecta sobre su la funcionalidad de dicha construccion en el tejido vegetal.

4. Transformaciéon de N. benthamiana con las construcciones pBIN19sgfp-Der y
pBIN19sgfp-Liz.

El principal patosistema utilizado en este trabajo de Tesis, fue el integrado por C.
sinensisy X. axonopodis. Sin embargo, debido a las dificultades propias de la transformacién
de plantas lefiosas, a que la transformacion vegetal mediante A tumefaciens posee baja
eficiencia, sumado a que el crecimiento de las plantas de naranjo es lento y requiere varias
etapas de multiplicacién in vitro y en porta-injertos hasta disponer de plantas adultas
adecuadas para los ensayos de infeccion, se decidio transformar plantas de N. benthamiana

con las dos construcciones genéticas obtenidas, con el fin de desarrollar ensayos pseliminare

75



Resultados

mientras las plantas transgénicas de naranjo crecian hasta un estadio apropiado para sel

desafiadas.

La eleccion de N. benthamiana se bas6 en reportes previos en que se utilizdé a esta
especie en estudios de patogenicidad de X. campestris pv. campestris cepa 8004 (Metz et al.,
2005; Yun et al., 2006). Si bien N. benthamiana no es un hospedante natural de X. campestris
muestra sintomas claros en respuesta a la infecciébn por esta bacteria, lo que posibilita la
realizacion de estudios de interaccion reproducibles. Ademas, N. benthamiana presenta otras
ventajas para su uso en el laboratorio, tales como un ciclo de vida corto, menor tamafo y alta
eficiencia de transformacién. Asimismo, permitiria realizar cruzamientos entre lineas
transgénicas y estudiar los efectos del apilamiento de transgenes con vistas al disefio de
estrategias futuras. Se asumié que los resultados de los ensayos conducidos con X. campestris
en N. benthamiana podrian ser extrapolados a las infecciones posteriores en citricos con X

axonopodis.

La transformacion de plantas de N. benthamiana con las construcciones pBIN19sgfp-
Der y pBIN19sgfp-Liz se efectud a partir de explantos de hoja utilizando un protocolo basado
en A tumefaciens (ver Seccion 8.1. de Materiales y Métodos). Luego de varias rondas de
repique en medio conteniendo kanamicina, se obtuvieron plantas que enraizaron
consistentemente en el medio selectivo. Los controles correspondientes a explantos no

transformados, no prosperaron en estas condiciones (Figura 23).

Figura 23. Regeneracion de plantas de N. benthamiana transformadas genéticamente. Eplanto
correspondiente al control de regeneracion a las 2 semanas de crecimiento erMBed) Explanto
correspondiente control de seleccion, luego de 2 semanas en medio contéw@aaducina.(c) Brote
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transgénico regenerando sobre el explanto fqligrPlantula aislada a partir de un brote regenerée)&/ista
superior de la plantula documentadg@n

Con el fin de efectuar una caracterizacion preliminar de las plantulas enraizadas en
medio selectivo, se extrajo ADN de hojas para realizar el ensayo de amplificacion mediante la
técnica de PCR. La reaccion se efectud utilizando oligonucledtidos especificos para las
secuencias de dermaseptina y lisozima (Seccion 8.1.1. de Materiales y Métodos). En ambos
ensayos, se incorporaron reacciones utilizando como moldes las construcciones pBIN19sgfp-
Der y pBIN19sgfp-Liz como controles positivos y ADN total de una planta no transformada
como control negativo. En todas las plantas evaluadas se obtuvieron fragmentos de ADN del
tamafo esperado para cada construccion genética. (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis por PCR de plantas transformadas de N. benthamiana. (&mplificacion de la
secuencia de dermaseptina (104 pb) en extractos de hoja de N. ben¢hanid: marcador de peso molecular
1Kb Plus (Invitrogen); Control: ADN de N. benthamiana no transformaBix1psgfp-Der: control positivo.
Der-2, -5, -6, -7. -10, -12, -13, -14 y Der-18: plantas timmsadas con pBin19sgiper. (b) Amplificacion de la
secuencia de lisozima (682 pb) en extractos de hoja de N. benthainiglmamarcador de peso molecular 1Kb
Plus (Invitrogen); Control: ADN de N. benthamiana no transformada; PBgid-Liz: control positivo. Liz-1, -
2, -3 y Liz-4: plantas transformadas con pBin19sgfp-Liz.

Los ensayos mostrados en la Figura 24 confirmaron la presencia de las secuencias de
dermaseptina y lisozima en 9 y 4 plantas seleccionadas en medio de cultivo suplementado con
kanamicina, respectivamente. Las plantas positivas para el ensayo de PCR fueron cultivadas

en medio selectivo hasta alcanzar un tamafio adecuado y fueron luego cultivadas en macetas
para la obtencion de semillas.

5. Segregacion de la descendencia de plantas de N. benthamiana transformadas
genéticamente.
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Si bien la segregacion de los transgenes se infirid indirectamente en base al fenotipo
del gen de seleccién (nptll), se consideré que cada vez que se inserto el gen selector, también
lo fue el gen antimicrobiano. Por lo tanto, se asumié que la proporcién de semillas que
germinan y enraizan en medio selectivo, sera igual a la proporcién de semillas que portan el

transgen de interés.

El andlisis de la segregacion se efectué con el fin de seleccionar las plantas cuya
generacion F2 se comporte como homocigota. Para ello se contabilizé el nimero de semillas
germinadas y el niumero de plantulas que enraizaron en seleccion, tanto para la generacion F1
como para la generacion F2, segun se describe en la Seccion 8.1.3. de Materiales y Métodos.
Las plantas que exhibieron una relacion 3:1 (plantas que desarrollan normalmente en
seleccion: plantas que no proliferan en seleccién) en la generacion F1 y una relaciéa 4:0 en |
generacion F2, fueron las que se rusticaron para observacion del fenotipo, obtencion de

nuevas semillas y para su posterior caracterizacion molecular (Figura 25 y Tabla 3).

Figura 25. Analisis de segregacion del gen nptliSe muestran fotografias representativas de tres placas de
Petri correspondientes a un ensayo de germinacion en medio MS suplencent&doamicina. Se observan las
semillas germinadas de la generacion F2 de plantulas sin transformar, lasncualeanzaron a desarrollar
cotiledones por accién de la kanamic{ay plantulas de la linea transgénica Liz-4 @)Ly plantulas de la linea
transgénica Liz-4.5.(c).

A partir del andlisis de la segregacion de los transgenes de las distintas lineas de N.
benthamiana, la capacidad de enraizamiento de la generacién F2 en medio selectivo, el
fenotipo de la planta rusticada y la caracterizacion molecular de individuos de la generacion
F2 (ver mas abajo), se seleccionaron aquellas lineas que se utilizaron en los ensayos de
infeccion posteriores con Xanthomonas spp. La Tabla 3 resume las caracteristicas de las

distintas lineas obtenidas.
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N. benthamiana - Dermaseptina
# semillas | # plantulas | % plantulas Relacién
Generacionl Linea | PCR | RT-PCR| germinadas| con hojas | resistentes | Resistentes:Sensibles
FO 2 + nd nd nd nd nd
F1 2.1 + nd 84 62 73,81 3:1
F2 211 nd - 112 112 100,00 4:0 s
FO 5 + nd nd nd nd nd
F1 5.1 + nd 91 71 78,02 3:1
F2 8.1.1 nd + 129 129 100,00 4:0 X
FO 6 + nd nd nd nd nd
F1 6.1 + nd 116 91 78,45 31
F2 6.1.1 nd nd 179 175 97,77 4:0
6.1.2 nd + 124 124 100,00 4:0 X
FO 13 + & nd nd nd nd
F1 13.1 + nd 77 58 75,32 31
F2 13.1.1 nd + 189 189 100,00 4:0 X
FO 14 + nd nd nd nd nd
F1 14.1 + nd 112 89 79,46 31
F2 14.1.1 nd + 195 195 100,00 4:0 X
FO 18 + nd nd nd nd nd
F1 18.1 + nd 79 60 75,95 31
F2 18.1.1 nd nd 181 179 98,90 4:0
18.1.2 [ nd + 139 139 100,00 4:0 X
N. benthamiana - Lisozima
# semillas | # plantulas | % plantulas Relacién
Generaciéon Linea | PCR |RT-PCR| germinadas| con hojas | resistentes | Resistentes:Sensibles
FO 1 + nd nd nd nd nd
F1 1.1 + nd 197 140 71,07 3:1
F2 1.1.2 nd + 54 54 100,00 4:0 X
1.1.3 nd - 51 51 100,00 4:0 s
FO 2 + nd nd nd nd nd
F1 2.3 + nd 230 178 77,39 3:1
F2 2.31 nd + 147 147 100,00 4:0 X
232 nd nd 53 0 0,00 0
2.3.3 nd nd 162 162 100,00 4:0
FO 3 + nd nd nd nd nd ()
FO 4 + nd nd nd nd nd
F1 4.5 + nd 146 114 78,08 3:1
4.6 # nd 114 81 71,05 31
4.8 + nd 95 75 78,95 8
F2 4.5.1 nd P 170 156 91,76 3:1 X
4.6.1 nd + 204 189 92,65 3:1 X
4.8.1 nd % 215 215 100,00 4:0 X
x Plantas utilizadas en ensayos biologicos.
s Plantas que no expresan el transcripto correspondiente a dermaseptina una vez que se pasaron a tierra.
(*) Planta que desarrolla flores pero no produce semillas.
+ Resultado positivo.
- Resultado negativo.
nd No determinado.
Las plantas Der-7, -10, -11, -12 no fueron caracterizadas molecularmente ni se realiz6 el anélisis de la
la segregacion del transgen.

Tabla 3. Seleccion de las plantas de N. benthamiana transformadas genéticamente (gecién F2) para

los ensayos de infeccion posterioreka Tabla resume los criterios considerados para de la seleccién de las
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plantas transformadas con la secuencia de dermaseptina y de lisozima. Todas daseléoe@nadas (x)
mostraron un fenotipo normal en tierra.

6. Caracterizacibn molecular y seleccion de las plantas de N. benthamiana

transformadas genéticamente (generacion F2).

Utilizando plantas transformadas y rusticadas de la generacién F2, se confirmé la
expresion de transcriptos correspondientes dermaseptina y lisozima mediante la técnica de
RT-PCR (Figuras 26 y 27).
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Figura 26. RT-PCR de plantas de la generacion F2 de N. benthamiana transformadeon la construccién
pBIN19sgfp-Der. Fotografia de geles de agarosa 1,5% tefiidos con bromuro de etidio. Selseffed@mentos

de ADN de 104 y de 750 pb correspondientes a dermaseptina y a actinajvaseete. s/RT: control de
contaminacion de ADN sin agregado de transcriptasa reversa. Contr@ntNammiana no transformada. Der-
2.1.1,-5.1.1, -6.1.2,-13.1.1, -14.1.1 y -18.1]1antas de N. benthamiana transformadas genéticamente (F2) con
la construccion pBIN19sgfp-Der. 1kb Plus: marcador de peso molecuiaviaeyen.
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Figura 27. RT-PCR de plantas de la generacién F2 de N. benthamiana transformadeon la construccion
pBIN19sgfp-Liz. Fotografia del geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro de etidio. Se sefialaeritérate
ADN de 482 pb correspondiente a lisozima. s/RT: control de contamindeiGADN sin agregado de
transcriptasa reversa. Control: N. benthamiana no transformada. 4z-1.1.3, -2.3.1, -4.5.1, -4.6.1 y -4.1.8:
plantas de N. benthamiana transformadas genéticamente (F2) con la comspBtkin9sgfp-Liz. El transgen
de lisozima de la planta Liz-1.1.3 se silenci6 luego de la rusticacion.
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Las plantas de N. benthamaiana transformadas con la construccion pBIN19sgfp-Der
que resultaron positivas en los ensayos de RT-PCR (Tabla 3), fueron utilizadas para preparar
extractos proteicos totales a partir de hoja sobre los cuales se realizaron ensayos de dot-blot
con el fin de detectar la presencia de dermaseptina (Seccion 13.3.2. de Materiales y Métodos)
Para ello, se utiliz6 un anticuerpo anti-dermaseptina obtenido a partir de péptido sintético
conjugado al carrier KLH. En ninguno de los ensayos realizados se logré detectar al péptido
antimicrobiano en los extractos de las plantas transformadas. Sin embargo, el antisuero

utilizado pudo detectar diluciones de dermaseptina sintética de hasta 1 ng.

Por otro lado, utilizando las plantas de N. benthamaiana transformadas con la
construccion pBIN19sgfp-Liz que resultaron positivas en los ensayos de RT-PCR, se
obtuvieron extractos proteicos totales a partir de hoja con los que se realizaron ensayos de
Western blot con el fin de detectar la enzima (Seccién 13.2. de Materiales y Métodos). Para
ello, se utilizé un anticuerpo anti-lisozima comercial. Luego de varios intentos, se descarto la
utilizacién de este anticuerpo comercial por el elevado nivel de background observado en los
extractos de las plantas no transformadas y por su baja afinidad a la lisozima comercial. Los
ensayos se repitieron con un anticuerpo anti-lisozima obtenido en el Instituto Leloir por el
Lic. Rodrigo Pagano. Como puede observarse en la Figura 26, los ensayos de Western blot
con este anticuerpo revelaron una proteina del tamafio esperado para lisozima (14,7 kDa) en

todas las muestras de plantas analizadas.
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Figura 28. Westem blot de plantas de la generacion F2 de N. benthamiana transfadas con la
construccion pBIN19sgfp-Liz.Se utilizaron extractos de plantas de la generacién F2 que resultaron positivas en
el ensayo de RT-PCR. Control: Extracto de planta no transformad&olcaegativo). Control+Lisozima:
extracto de planta no transformada con el agregado de lisozima comercial (@ositreo). Liz-1.1.2, -1.1.3, -

2.3.1, -45.1, -4.6.1 y -4.1.8: plantas de N. benthamianafdramedas genéticamente (F2) con la construccién
pBIN19sgfp-Liz. Los ensayos se revelaron utilizado el sistemagiatésa alcalina. El antisuero anti-lisozima

fue producido en conejos en el bioterio del Instituto Fundacion Leloir.
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7. Transformacién de C. sinensis con la construccion pBIN19sgfp-Der.

La transformacion genética de C. sinensis se efectu6é empleando un protocolo basado
en A tumefaciens (Seccién 8.2. de Materiales y Métodos) utilizando la construccion
pBIN19sgfp-Def, la que codifica una versién de dermaseptina de secuencia aminoacidica
idéntica (Seccion 7.1. de Materiales y Métodos) a la utilizada en los ensayos de inhibicion in
vitro (Seccién 1.1.). Luego de la seleccion en medio de cultivo suplementado con kanamicina,
se confirmé la expresion de la proteina GFP mediante exposicion a luz U.V. y observacion
bajo lupa de los brotes regenerantes (Figuras 29 y 30). La expresion del transgen reportero
permitié6 descartar algunos brotes quimera. Los controles de seleccidn correspondientes a

explantos no transformados, no regeneraron en medio selectivo.
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Figura 29. Regeneracion y seleccion visual de brotes C. sinensis transformados genétaram Primeros
estadios en la regeneracion de brotes transformados (Tg) y no transfr(hdd desarrollados sobre un
segmento internodal utilizado como explanto para la transformacion de Gisifeta izquierda, se observan
los brotes con exposicion a luz blanca; a la derecha se observa la mismaifotagraixposicion a la luz UV.
La fluorescencia verde se debe a la excitacion caracteristica de la proteina GFBeuardmina con luz UV
(pico de emision a 509 nm). Las células no transformadas genéticamenteleewgtam rojo como consecuencia
de la excitacién de la clorofila por la luz UV (pico de emision de 690y 740 nm

" Por cuestiones de tiempo y presupuesto, las plantas de C. sindusi®ndransformadas con la construccién
pBIN19sgfp-Liz.
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Brote transgénico

Brote quimera

Luz blanca Luz UV

Figura 30. Seleccion visual de un brotes de C. sinensis transformados genéticameretografias
representativas de un brote de C. sinensis transformado que expresarepayemmo sgfp (linea Der-1; fila
superior). En la fila inferior se observa un brote quimérico que fue tedoaA la izquierda se observan los
brotes con exposicion a luz blanca; a la derecha se observa la misma fotograkpasicion a la luz UV. Las
células modificadas genéticamente (Tg) del brote quimera se ven verdes porekiéexge GFP (pico de
emision a 509 nm), mientras que las células no transformadas (NT) sejaenlebido a la excitacion de la
clorofila frente la luz UV (pico de emision de 690 y 740 nm).

Luego de la regeneraciéon en medio conteniendo antibiotico y de la seleccién visual,
los brotes que resultaron positivos en ambos casos se injertaron in vitro sobre un pie etiolado
de Citrange Troyer (ver Seccién 10.1. de Materiales y Métodos). Una vez que desarrollaron
las primeras hojas, se exploré la presencia de los transgenes que expresaban dermaseptina
GFP mediante la técnica de PCR (Figura 31) utilizando para ello ADN gendémico extraido de
plantulas transformados genéticamente. De esta forma, se caracterizaron 7 plantas candidatas
que fueron denominadas Der-1, -2, -3, -4, -5, -6 y -7. La Figura 32 muestra a 6 de estas

plantas desarrollandose en el invernaculo.

(a) (b)

1129bp

517 bp “*'*‘*‘ -

166 pb

Figura 31. Andlisis de PCR de plantas de C. sinensis seleccionadas e injertadlas. plantas de C. sinensis
incluidas en el andlisis fueron seleccionadas por su capacidad para regenerao enmtexdendo kanamicina y
por examen visual de la expresion del gen reportero @fdmplificacion por PCR de la secuencia codificante
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de dermaseptina (104 pl§h) Amplificacion por PCR de la secuencia codificante de GFP (600 pb). Latrazue
de ADN analizadas corresponden a las plantas mencionadas en cada panel [I2ei7}, a la construccion
pBin19sgfp-Der (control positivo) y al vector vacio pBinl9sgfp {@@nnegativo). pcDNAII/Ddel y
pcDNAII/Hinfl: marcadores de peso molecular. PCR Mix: mezcla de reactivos utilizedasla PCR sin el
agregado de ADN (control negativo).

i

Figura 32. Plantas transgénicas cultivadas en el invernaculo.

8. Caracterizacién genético-molecular de plantas de C. sinensis transformadas.

Mientras las plantasedC. sinensis alcanzaban un tamafio adecuado para realizar los
ensayos de infeccion, se efectuaron distintos ensayos de caracterizacion molecular y los
primeros ensayos de infeccion en hojas aisladas. Estas mismas plantas fueron también la

fuente de yemas para la multiplicacién del material transformado genéticamente.
8.1. Andlisis de Southern blot.

Se extrajo ADN gendémico de hojas de C. sinensis cultivadas durante 12 meses en el
invernadero y se lo digiri6 con la enzima BglLa Figura 17 muestra la region donde hibrida
la sonda y el lugar donde corta la enzima de restriccion Bgl Il. La enzima fue glegida
poseer un solo sitio de restriccion en el inserto integrado al genoma vegetal, por lo que el
namero de bandas observado es, al menos, equivalente al nUmero de copias presente. Por Ic
tanto, a partir de este ensayo puede concluirse que la Planfatiene al menos 4 copias del
transgén (bandas de 8 kb; 5,8 kb; 5kb; 3,9 kb), la Der-2 al menos 3 copias (bandas de 5,9 kb;
4,8 kb; 4,3 kb), la Der-3 al menos 5 copias (bandas de 5,9 kb; 5 kb; 3,7 kb; 3 kb; 2,8 kb), la
Der-4 al menos 4 copias (bandas de 8 kb; 4,9 kb; 4,3 kb; 3,6 kb), la Der-5 al menos 5 copias
(bandas de 5,9 kb; 4,6 kb; 4 kb; 3,4 kb; 2,5 kb),la Der-6 al menos una copia (banda de 8 kb) y
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la Der-7 al menos 4 copias (bandas de 6,2 kb; 5,4 kb; 4,4 kb; 3,8 kb). Los resultados de este

ensayo se muestran en la Figura 33.

& _sKb - - -8 Kb
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Figura 33. Analisis de Southemn blot de las siete plantas de C. sinensis transhadas con la construccién
pBin19sgfp-Der. La imagen de la izquierda muestra una autorradiografia convencional y la de laderac
imagen obtenida con el sistema Storm 840 Phosphorimager. En cada sea indican los perfiles
correspondientes a las distintas plantas. De acuerdo con el patrén de bandas obteradtada3er-1 a Der-
poseerian, al menos, 4, 3, 5, 4, 5, 1 y 4 copias del transgéectiemmente. Control: ADN genémico de una
planta no transformada de C. sinensis.

8.2. RT-PCR.

Con el fin de confirmar la transcripcion del transgen de dermaseptina, se realizé una
extraccion de ARNm total a partir de hojas de las plantas transgénicas de C. sinensis y se
obtuvo ADNc. Este fue empleado como molde para amplificar por PCR la secuencia de
dermaseptina. Como control de carga se incluyanfalificacion del gen de actina B de C.
sinensis. Se realizaron controles de contaminacion de ADN gendémico sin el agregado de

transcriptasa inversa.

En las 7 plantas transgénicas evaluadas se detectaron fragmentos del tamafio esperado
para la secuencia de dermaseptina (104 pb) y para la actina B (195 pb). Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 34.

Dermaseptina E 0 I

Actina B - — - - - - -
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Figura 34. RT-PCR de plantas transgénicas de C. sinensis obtenidas con la construcciéon pBin19&gp-
Se muestran los productos de amplificacion correspondientes al ADNc dedacsaale dermaseptina (104 pb;
fila superior) y de actina BLQ5 pb; fila inferior). Se muestran imagenes de un mismo gel de agar@8a de
tefiido con bromuro de etidio. Control: C. sinensis sin transforber-1, -2, -3, 4, -5, -6 y -7: plantas
transgénicas de C. sinensis.

8.3. Obtencion del anticuerpo anti-dermaseptina.

Con el fin de obtener un anticuerpo apropiado para la deteccion de dermaseptina, se
produjeron anticuerpos anti-dermaseptina en colaboracion con el personal especializado del
Bioterio de la FCEyN-UBA. Para ello, se mandé sintetizar un péptido de secuencia idéntica a
la codificada en la construccion pBinl19sgfp-Der acoplado a la proteina carrier KLH
(hemocianina del gasteropodo Megathura crenulata). Luego de dos inmunizaciones a cada
raton, se realiz6 el primer sangrado y se obtuvieron antisueros que se utilizaron para
confirmar la deteccion del péptido en un ensayo de dot-blot que permiti6 establecer la
deteccion de un minimo de 10 ng de dermaseptina-KLH. Se continué con el protocolo de
inmunizacion y al finalizar el mismo se realiz6 un ensayo de dot-blot para estimar ladafinida
de los antisueros obtenidos (Figura 35), siguiendo lo descrito Materiales y Métodos Seccion
13.3.1. De esta forma, pudo establecerse que el minimo nivel de deteccidén de los anticuerpos

fue de 1 ng de péptido, lo que refleja un titulo relativamente bajo.

(@ (b) (c)

SM L R LR
i ]— R R
O| 0,1ng
10 ng + |O| 10ng
Ol 1ng
= ; : O| 50ng
& ) E % ® O 5 ng 50 ng
Ol 10ng # 100 ng + |O] 100ng
/’/
Ol 20ng ;
: ; ngr:
Sangrado final Primer sangrado — g i
pre-inmune

Figura 35. Ensayos dedot-blot con antisueros de ratones inmunizados con dermaseptina-KLHa) Se
muestran cuatro tiras de nitrocelulosa sembrada con diluciones de dermasejgtica $i1-20 ng), utilizadas
para determinar el nivel de deteccién de cada antisuero. Las membranasddrfcubadas con los antisueros
obtenidos de los 4 ratones utilizados en los ensayos de inmunizaci@nadeariinal). SM; L; R; LR:
identificadores de los ratones utilizad@is) Se muestra una tira de nitrocelulosa sembrada con diluciones del
péptido dermaseptina acoplado a KLH, incubada con un antisuero Rnaet pangrado(c) Se muestra una tira
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de nitrocelulosa sembrada con diluciones del péptido dermaseptina acopladoiadkibEda con el antisuero R
del sangrado pre-inmune. Los ensayos fueron revelados con ehasittfosfatasa alcalina.

8.4. Deteccidon de dermaseptina en plantas transgénicas.

Con el propésito de evaluar la presencia de dermaseptina en las plantas transgénicas
de C. sinensis, se realizd un nuevo ensayo de dot blot empleando extractos de hojas de las 7
plantas obtenidas. En este caso, solo se obtuvieron resultados negativos.

Asumiendo que el nivel de dermaseptina se hallaba en todos los casos por debajo del
nivel de deteccion de los anticuerpos obtenidos, se realizé6 un nuevo ensayo de dot blot
concentrando el extracto obtenido de la planta Der-5. Con esta finalidad, se utiliz6 una
columna de filtrado Amicon Ultra-4, cuyo poro de exclusion es de 10 KDa. Este
procedimiento permitid enriquecer el extracto vegetal en péptidos de bajo peso molecular,
entre los que se cuenta dermaseptina (3,5 kDa). De esta forma, a partir de 1 g de tejido foliar
fresco, se logro detectar al péptido en la planta transgénica mencionada. Siguiendo el mismo
protocolo de preparacion del extracto, no se detectd dermaseptina en tejido foliar de una

planta no transformada. Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 36.

Control

Figura 36. Ensayo dedot-blot de la planta Der-5 utilizando un extracto filtrado de tejido foliar. Se muestra

una tira de nitrocelulosa sembrada con extractos proteicos totales de una plxatesfrmar (Control) y de la
planta transgénica Der-5. Cada muestra esta sembrada por duplicado, utilizamto téjido foliar tratados
previamente con una columna de exclusion de 10 kDa, lo que permitiGeiobterextracto enriquecido en
proteinas de bajo peso molecular. Los ensayos fueron revelados con eldéstesfatasa alcalina.

Si bien el nivel del background en los spot realizados con los extractos de la planta
control es alto, la intensidad del spot correspondiente a la linea Der-5 es mayor. Por lo tanto,
se puede inferir que la linea transgénica Der-5 expresa dermaseptina. En el momento de la
escritura de la Tesis, se aguardaba la importacion de las columnas Amicod Ultra-
(Millipore), para realizar los ensayos con todas las lineas transgeénicas, y confirmar los

resultados obtenidos.
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9. Ensayos de infiltracion y titulacion de X. campestris en plantas de N.

benthamiana.

El ensayo de titulacion bacteriana se basé en reportes previos que demuestran que, en
ensayos de infiltracion de hojas de N. benthamiana sin transformar, X campestris se
multiplica en el apoplasto durante los primeros 4-6 d.p.i. (Matthew Metz et al., 2005 y Yun et
al., 2006). Con la finalidad de establecer el efecto de la expresion in planta de dermgseptina
lisozima sobre la multiplicacion de X. campestris, se puso a punto un ensayo de infiltracion y
titulacién en hojas de N. benthamiana sin transformar (Seccién 16. de Materiales y Métodos).

Los resultados de los ensayos se muestran en la Figura 37.
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Figura 37. Ensayo de infiltracion y titulacion de X. campestris en hojas no transformadasle N.
benthamiana. Se infiltraron hojas de N. benthamiana utilizando in6culos de31¢dits) y 1x16 (negro)
u.f.c./mL. Se observa el crecimiento de la poblacién bacteriana foderrea foliar en funcién de los dias.
Cada punto de la curva se obtuvo calculando la media de tres hojas dhelefasn El grafico mostrado es
representativo de 3 ensayos independientes, con resultados similares.

En los ensayos de infiltracion efectuados con concentraciones bajas de inoculo, la
poblacion de X. campestris aumento con un patron de crecimiento similar al reportado en la
literatura. Si bien en la Figura 37 se muestra el patron de crecimiento bacteriano in planta con
dos inéculos de baja concentracion (£x301x1G u.f.c./mL), el patron de crecimiento
bacteriano en experimentos de infiltracion realizados con altas concentraciones de inéculo

(1x10 y 1x1@ u.f.c./mL) fue similar (resultados no mostragos

Una vez establecidos los ensayos de infiltracion con X campestris en hojas no

transformadas, se efectuaron ensayos de infiltracion en hojas de N. benthamiana de las
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distintas lineas transformadas obtenidas (plantas de la generacion F2). Considerando que los
niveles de expresion alcanzados en plantas transgénicas nucleares son generalmente bajos,
que las bacterias se infiltran directamente en el apoplasto, evadiendo asi las barreras de
defensa mecanica de la planta (principalmente la cuticula y el cierre de los estomas), los
ensayos de infiltracién se realizaron con concentraciones bajas de inécul® y1xaDF
u.f.c./mL). La metodologia empleada fue idéntica a los ensayos con plantas sin transformar,
utilizando hojas de tres lineas transgénicas de N. benthamiana transformadas con la
construccion pBIN19sgfp-Der (Der-6.1.2, Der-13.1.1 y Der-14.1.1) y de plantas no

transformadas como control. Los resultados se muestran en la Figura 38.

Control ——Der-6.1.2 &—Dar-1311 —e—Der-141.1
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Figura 38. Ensayo de infiltracién y titulacién de X. campestris en hojas de N. benthamiana transfoadas

con la construccion pBIN19sgffer. Se infiltraron hojas de N. benthamiana transformadas y hojas de plantas
no transformadas como control utilizando un inéculo de 4xifc./mL. Se grafica el crecimiento de la
poblacion bacteriana por émde area foliar en funcién de los dias. Cada punto de la curva se obamtanck

la media de tres hojas independientes. No se muestran las barras de error pardafatiétaretacion de los
resultados. El grafico mostrado es representativo de 3 ensayos independiemtsslzatos similares.

Como muestran las curvas de crecimiento de la Figura 38, no hubo diferencias
significativas en el crecimiento de la poblacibn de X campestris entre hojas de N.
benthamiana transformadas y sin transformar. Se obtuvieron resultados similares en el caso

de las infiltraciones realizadas con un inéculo xi@c./mL (resultados no mostrados).
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Se realizaron también ensayos de infiltracion de hojas en dos lineas de N. benthamiana
transformadas con la construccion pBIN19sgfp-Liz (Liz 1.1.2. y Liz 4.81.) Los resultados

correspondientes a estos ensayos se muestran en la Figura 39.
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Figura 39. Ensayo de infiltracién y titulacion de X. campestris en hojas de N. benthamiana transfoadas

con la construccion pBIN19sgfp-Liz.Se infiltraron hojas de N. benthamiana transformadas y hojas de plantas
no transformadas como control utilizando un inéculo de 4xifc./mL. Se grafica el crecimiento de la
poblacién bacteriana por érde area foliar en funcién de los dias. Cada punto de la curva se obdtuanck

la media de 3 hojas independientes. No se muestran las barras de error paualéauiliérpretacion de los
resultados. El grafico mostrado es representativo de 3 ensayos independiemtesltaatos similares.

De manera similar a lo ocurrido con las plantas transformadas con la secuencia de
dermaseptina, no hubo diferencias significativas entre las hojas de plantas transformadas con
la secuencia de lisozima y el control, en cuanto al crecimiento de la poblacion de X
campestris. Se obtuvieron resultados similares en el caso de las infiltraciones realizadas con
un inéculo 1x16u.f.c./mL (resultados no mostrados).

A partir de los resultados de infiltracion vy titulacién de X. campestris en hojas de N.
benthamiana transformadas, se descart0 este tipo de experimentos para analizar el efecto

inhibitorio in planta de los distintos transgenes de interés, sobre la bacteria.

10. Ensayos de inhibicion in vitro de Xanthomonas spp. con extractos totales Ne
benthamiana transformadas genéticamente.
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Como una alternativa a los ensayos de infiltracion y titulaciébn bacteriana, y con el
objetivo de probar el efecto in vitro de la expresion de los transgenes, se realizaron ensayos de
inhibicion del crecimiento bacteriano utilizando extractos totales de plantas adultas de N.
benthamiana transformadas con las secuencias de dermaseptina y lisozima. Los ensayos se
realizaron en medio liquido y en medio soélido, segun se describe en las Secciones 14.3. y
14.4. de Materiales y Métodos, respectivamente. En ninguno de los dos tipos de experimentos
desarrollados se observo la inhibicion del crecimiento de X. axonopadisampestris con

los extractos de las plantas transformadas, respecto al control.

Teniendo en cuenta que: 1) no se observaron diferencias significativas en el
crecimiento in planta d& campestris en los ensayos de infiltracidn y titulacion bacteriana
utilizando plantas transformadas de N. benthamiana (Seccién 9.) y 2) no hubo diferencias en
los ensayos de inhibicidn in vitro entre extractos de plantas adultas transformadas y el control
(experimentos en medio liquido y en medio sélido), se descartd el patosistema N.
benthamiana-X. campestris para probar el efecto de los transgenes sobre el crecimiento de la
bacteria en ensayos realizados in planta, y se descarto la utilizacion de extractos totales de
plantas transformadas genéticamente para probar el efecto in vitro de los transgenes.

Por altimo, con el fin de comprobar si la etapa de desarrollo de la planta interferia en
la actividad antimicrobiana, se efectuaron ensayos de inhibicién utilizando extractos de
plantas jévenede N. benthamiana transformadas genéticamente. En este caso, los ensayos se
realizaron Unicamente con la bacteria X. axonopodis siguiendo la metodologia descripta en la
Seccién 14.5. de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras
40y 41.
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(b)
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Figura 40. Ensayo de inhibicion de X. axonopodis con extractos de plantulas de benthamiana
transformadas con la construccién pBIN19sgffer. Los extractos vegetales se prepararon a partir de plantas
de 10 d de edad cultivadas in viti(@) Fotografia del ensayo a las 72 h de incubacién a 28°C. Se utilizaron
extractos de N. benthamiana obtenidos de las plantas transformadas (gene)dognbF21, -6.1.2, -13.1.1, -
14.1.1y -18.1.2 y de una planta no transformada (Control). Seyénchuextractos de una linea transgénica de
S. tuberosum que expresa dermaseptina (Papa Der) y de una planta cordradfomtada (Papa control). En el
filtro localizado en posicidn central se sembré una solucion de 50 pgnkiarsamicina(b) Detalles de los
halos de inhibicion de los distintos extractos incluidogagrfotografiados bajo una lupa de campo claro. Los
ensayos se repitieron 3 veces con resultados similares.
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Figura 41. Ensayo de inhibicién de X. axonopodis con extractos vegetales de plardutie N. benthamiana
transformadas con la construccion pBIN19sgfp-LizLos extractos vegetales se prepararon a partir de plantas
de 10 d de edad cultivadas in vit{@) Fotografia del ensayo a las 72 h de incubacion a 28°C. Se utilizaron
extractos de N. benthamiana obtenidos de las plantas transformadas (gef&ptianl.1.2, -2.3.1, -4.5.1, -
4.6.1y -4.8.1 y de una planta no transformada (Control2/2.%.4.6.1/2 contienen diluciones al medio de los
extractos de las lineas 1.1.2 y 4.6.1, respectivamente. En el filtro localizpdsieidn central se sembré una
solucién de 50 pg/mL de kanamicirf) Detalles de los halos de inhibicion de los distintos extractos incluidos
en(a) fotografiados bajo una lupa de campo claro. Los ensayos se retieeoas con resultados similares.
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Los ensayos mostrados en las Figuras 40 y 41 permitieron concluir que los extractos
de plantas jovenes de N. benthamiana transformadas genéticamente (generacion F2) exhiben

actividad antimicrobiana contra X. axonopodis.
11. Ensayos de infeccidon en hojas escindidas de C. sinensis con X. axonopodis.

Mientras las plantas transgénicas de C. sinensis alcanzaban un tamafo adecuado para
realizar ensayos de infeccion, se realizaron pruebas con hojas escindidas mediante dos
técnicas distintas: a) realizando punciones en la lamina foliar y pulverizaciones subsiguientes
del in6culo bacteriano y; b) por inmersion de la hoja entera intacta en una suspensién

bacteriana.

En primera instancia, se realizaron 3 ensayos de infeccion independientes con X
axonopodis sobre hojas aisladas de C. sinensis, utilizando muestras de todas las plantas de
transgénicas obtenidas. Para ello, se adapt6é el protocolo reportado por Alves de Azevedo
(2005) segun se describe en la Seccion 18.1. de Materiales y Métodos, consistente en realizar
punciones sobre la hoja seguida de la pulverizacién de una suspension bacteriana. En los 3
ensayos realizados, se observé formacién de cancros a los 5 d.p.i. Sin embargo, en ninguno de
los ensayos se observaron diferencias en cuanto al nimero y tamafio de los cancros entre las
lineas transgénicas y las plantas C. sinensis no transformadas utilizadas como control. Por
otro lado, se observé que en la mayoria de las hojas, incluyendo los controles no inoculados
con la bacteria, aparecian infecciones secundarias de patdégenos oportunistas sobre las
punciones en la lamina, y en el corte efectuado sobre el peciolo. Cabe remarcar que las
infecciones secundarias se observaban incluso antes de la aparicion de los sintomas tipicos
producidos por Xanthomonas, interfiriendo asi con el ensayo de infeccion. A partir de estas
observaciones, se concluyé que esta metodologia no era adecuada para establecer diferencia:

de resistencia entre las plantas transgénicas y el control.

Como alternativa de los ensayos anteriores, se realizaron 2 experimentos con hojas
escindidas de la planta, seguido de la inmersién de la hoja entera e intacta en una suspension
bacteriana (Seccion 18.2. de Materiales y Métodos). Los resultados se expresaron de acuerdo
con la severidad de la infeccion de la hoja (Tabla 4).
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Nivel de infeccion Control Der-1 Der-2 Der-3 Der-4 Der-5 Der-6 Der-7
Alta (> 20 cancros ) 0,00 0,00 16,67 0,00 23,08 60.00 71.43 16,67
Medio (5-20 cancros)| 60,00 33,33 33.33 22,22 7,69 0,00 0,00 25,00
Bajo (<5 cancros ) 30,00 50,00 50,00 66,67 7.69 40,00 28.57 41,67
Sin _cancros 10,00 16,67 0,00 11,11 61.54 0,00 0,00 16,67
Total 100,00 100,00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100,00

Tabla 4. Resultados del ensayo de infeccion con hojas aisladas sumergidas en uspesision bacteriana.
Se muestran los resultados de uno de los dos ensayos de infeatizados con hojas sin transformar (control)
y las 7 plantas transgénicas de C. sinensis. Se expresa el porcentaje denhsgasraaad alta (> 20 cancros),
media (20-5 cancros) y baja (< 5 cancros). Ambos ensayos deidnf@crojaron resultados similares.

Las mediciones realizadas en ambos ensayos mostraron que las hojas de las plantas
transgénicas presentaron sintomas mas severos que los controles sin transformar. En la Figura
42 se muestra una hoja representativa de la severidad de la infeccion bacteriana en hojas

transgénicas durante los ensayos de inmersion.

Figura 42. Ensayo de infeccion con hojas aisladas sumergidas en una suspensid@tebpana. (a) Fotografia
representativa de la severidad de la infeccion de una hoja de la planta transgénice Derséensis a los 10
d.p.i. (b) Detalle de los cancros sobre la cara abaxial de la hoja. El inéculo utilizaddopaasayos de
inmersion contenia 1xi@.f.c./mL.

Otra observacion reiterada en estos ensayos fue que las hojas jévenes resultaban mas
afectadas que las maduras, probablemente como consecuencia del menor desarrollo de su
cuticula (Graham et al., 2004). Los porcentajes de hojas afectadas segun su estado de

desarrollo se muestran en la Figura 43.
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Figura 43. Formacion de cancros en hojas jévenes y hojas madurg&e muestran los porcentajes de hojas de
C. sinensis que desarrollaron cancros (afectadas) y hojas en las que riorimazion de cancros (sin afectar)
luego de un ensayo de inmersién. Para el célculo de los porcentegasigkeraron todas las hojas utilizadas en
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el ensayo (transgénicas y controles). Los resultados son representatlees2densayos de infeccion cuyos
resultados fueron similares.

Debido al deterioro observado en las hojas durante los ensayos de infeccion realizados
con ambas metodologias de inoculacién, se concluyé que los ensayos de infeccidon con hojas
aisladas (por una u otra técnica) no eran apropiados para evaluar los niveles de resistencia en
plantas transgénicas. A partir de esto, se decidié concentrar los esfuerzos en la realizacion de

ensayos de infeccién in planta.
12.  Ensayos de infeccién in planta en hojas de C. sinensis con X. axonopodis.

Con la finalidad de explorar la dinamica del proceso de infeccién in planta, se
realizaron 3 ensayos independientes de infeccidn con X. axonopodis sobre hojas de C. sinensis
no transformadas. La metodologia de infeccidén se adaptd de Yang et al. (2010), y consistio en
la realizacién de punciones sobre la hoja seguido de la pulverizaciébn de una suspensién

bacteriana (Seccion 19. de Materiales y Métodos).

En los 3 ensayos se observo formacion de cancros a los 7-10 d.p.i. No se observaron
diferencias en cuanto al numero y al tamafio de los cancros formados entre las plantas
utilizadas. En la Figura 44, se muestra la evolucion de una lesién producida por la bacteria en

la cara abaxial de la hoja, alos 7, 14y 21 d.p.i.

Figura 44. Desarrollo de cancros en hojas de C. sinensis inoculadas con X. axod@apd.as fotografias son
representativas de los resultados obtenidos en los diferentes ensaydscdén y en las distintas hojas
inoculadas(a) Inoculacion con una solucién 10 mM de Mg@llos 7 d.p.i.{b) Desarrollo de cancros a los 7
d.p.i.; (c) Desarrollo de cancros a los 14 d.gdl) Desarrollo de cancros a los 21 d.p.i. Se utiliz6 un inéculo de
X. axonopodis de 1xfau.f.c./mL.
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Luego de lograr la reproduccion de los sintomas en los ensayos de infeccién utilizando
las plantas sin transformar, se realizaron 3 ensayos preliminares de infeccion in planta
utilizando las plantas transgénicas Der-2 y Der-3 de C. sinensis. El protocolo utilizado fue
idéntico al realizado con las plantas sin transformar. Los resultados obtenidos en uno de estos

ensayos se muestran en las Figuras 45 y 46.

!
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Contal

Figura 45. Ensayo de infeccion in planta con las plantas transgénicas Der-2 y Ded@& C. sinensisEn las
fotografias puede observarse la reduccion de sintomas en las hojas de lagrpiasgeénicas (Der-2 y Der-3)
respecto de la planta control sin transformar. Las fotografias son reptiessnde los tres ensayos de infeccion
independientes realizados, con similares resultados. Se utilizé un indculaxtmdpodis de 1x£au.f.c./mL.
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Figura 46. Detalles del desarrollo de cancros en un ensayo de infeccion in planta con las plantas
transgénicas Der-2 y Der-3 de C. sinensifmagenes de las lesiones producidas Xoaxonopodis a los 35
d.p.i. Detalles de las lesiones que se muestran en la Figura 45. Las fotogefss tomadas con lupa
estereoscopica (filas superior y media: aumento 10x; fila inferior: aumento 40x).
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Como se puede observar en las Figuras 45 y 46, las hojas transgénicas inoculadas con
X. axonopodis mostraron una menor severidad de la infeccion respecto del control sin
transformar. Las principales diferencias observadas entre las plantas transgénicas y el control
sin transformar fueron la disminucion del halo clorotico alrededor de la zona de inoculacion,
la reduccién del margen humedo que rodea la pustula (water soaking), y la cicatrizaciéon de

las heridas o cancros sin margen humedo alrededor.

La Figura 47 muestra para cada planta utilizada, los porcentajes de las punciones
correspondientes a los distintos tipos de sintomas, agrupados en categorias segun la severidac

de la infeccion.

100% — -

80% -

60% - B Sintomas severos: clorosis y lesién himeda.
3 Sintomas leves: clorosis disminuida y sin lesion himeda.

[J Sin sintomas.
40%

Porcentaje de heridas

20%

0% - T L T - 1
Control Der-2 Der-3

Figura 47. Distribucion porcentual segin el tipo de sintomas en heridas de plantas tragsgcas y sin
transformar (control). Se representan el porcentaje de heridas con los distintos sintomas de cada planta
ensayada, en funcién de la severidad de la infeccion desarrollada: heridatosiassifiparra blanca), heridas

con sintomas leves (clorosis disminuida y sin lesion hiumeda; bajrg esdas con sintomas severos (clorosis

y lesion himeda; barra negra). Los resultados son representativos siey8seindependientes con resultados
similares.

En los 3 ensayos de infeccién preliminares se observd mayor resistencia a X
axonopodis en las plantas transgénicas Der-2 y Der-3, respecto de la planta control sin
transformar. La disminucion de la severidad de la infeccion en las plantas transgénicas se
evidencié por la reduccion del numero de lesiones con sintomatologia severa y por la
visualizacion de punciones sin sintomas. A partir de estos resultados, se elabord un disefio

experimental para evaluar el nivel de resistencia de las 7 plantas transgénicas obtenidas.

13. Ensayos de infeccion in planta con plantas transgénicas de C. sinensis.

97



Resultados

La evaluacién de la susceptibilidad/resistencia de las plantas transformadas se realizo
considerando los siguientes aspectos: a) severidad de los sintomas de la enfermedad
(dimension del halo cloroético, presencia del margen humedo o water soaking alrededor de la
herida, y dimension de los cancros); b) retraso en la aparicion de cancros; c) frecuencia de la

formacion de cancros en plantas transformadas y sin transformar.

Los dos primeros criterios fueron utilizados para establecer diferencias de orden
cualitativo entre las plantas transgénicas y control, y para caracterizar patrones de
comportamiento frente a la infeccién. Por lo tanto, los resultados se presentaran en forma
descriptiva. En cuanto al tercer criterio, se realizd, para cada uno de los tres ensayos de

infeccion, el analisis estadistico de la frecuencia de formacién de cancros.

Los resultados de esta Seccion seran presentados del siguiente modo: a) primeros
ensayos de infeccion realizados entre enero-marzo de 2012, utilizando 9-12 hojas por planta
ensayada; b) ultimo ensayo de infeccién realizado entre junio-julio de 2012, utilizando 20

hojas por cada planta ensayada.
13.1. Primeros ensayos de infeccion in planta.

En todas las hojas de plantas transgénicas ensayadas, la magnitud de los sintomas
desarrollados fue menor que en las hojas de la planta control, tanto en relacion al tamafio de
los cancros, como a la dimensién del halo clorético y margen humedo alrededor de las
lesiones. En la Figuras 48 y 49 se pueden observar detalles del desarrollo de sintomas en
hojas representativas de las dos lineas transgénicas que mostraron los mejores fenotipos de

resistencia a X. axonopodis en los dos primeros ensayos de infeccion.
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Figura 48. Fenotipo resistente de la planta transgénica Der-6 de C. sinen&is el panel superior de la figura
se muestra una hoja no transformada de C. sinensis infectada comopadis. En el panel inferior, se muestra
una hoja de la planta transgénica Der-6. A la izquierda de cada panel, se mMasdigas infectadas, cuyas
areas de inoculacion estdn marcadas por circulos de trazos. Las columsaamdetalles de una de las areas
de inoculacién, vista desde la cara abaxial (columna izquierda) o adaxial (colarechal de las hojas. Se
pueden observar las diferencias en el tamafio y aspecto de los cangrekrfmapen hiumedo de la herida o
water soaking (ws), y el tejido clorético (ch). Las fotografias fuéworadas a los 24 d.p.i. y los resultados son
representativos de lo observado en ambos ensayos de infeccion reaizddegjue se incluyeron 9-12 hojas
por planta. Se utilizé un in6culo de X. axonopodis de 1wiCc./mL.

99



Resultados

2 mm

Non-transformed

0.25mm .

Abaxial leaf surfaces Adaxial leaf surfaces

Abaxial leaf surfaces Adaxial leaf surfaces

Figura 49. Fenotipo resistente de la planta transgénica Der-5 de C. sinendis el panel superior de la figura
se muestra una hoja no transformada de C. sinensis infectada comopadis. En el panel inferior, se muestra
una hoja de la planta transgénica Der-5. A la izquierda de cada panel, se masdi@as infectadas, cuyas
areas de inoculacién estadn marcadas por circulos de trazos. Las columsttamrdetalles de una de las areas
de inoculacion, vista desde la cara abaxial (columna izquierda) o adaxial (calanecha) de las hojas. Se
pueden observar las diferencias en el tamafio y aspecto de los can¢rekrf@apen hiumedo de la herida o
water soaking (ws), y el tejido clorético (ch). Las fotografias futwmoradas a los 24 d.p.i. y los resultados son
representativos de lo observado en ambos ensayos de infeccion reaizddsgiue se incluyeron 9-12 hojas
por planta. Se utilizé un in6culo de X. axonopodis de 1xifQc./mL.
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A partir de la observacion periodica de las lesiones en las 7 plantas transgénicas, se
pudo observar que éstas exhibian un retardo en la aparicion de sintomas variable, pero
consistente, respecto de las plantas control. Este retraso fue considerablemente mayor en las
plantas transgénicas Der-5 y Der-6. La evolucion de las lesiones en estas dos plantas

transgénicas y en la planta control se muestra en la Figura 50.

B 7dpi 14 dp.i. 24 d.p.i
Linea
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Mediana Ri Mediana Ri Macddiana Rl

8 - Control 2 25 12 3 14 2
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7 14 24
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Figura 50. Retraso de la aparicién de cancros en dos lineas transgénicBgsarrollo de la formacion de
cancros en una planta sin transformar (barras blancas) y énefstransgénicas, Der-5 (barras grises) y@er-
(barras negras) a los 7, 14 y 24 d.p.i. En la tabla se indican las median@snded wle cancros por hoja
correspondiente a cada planta. Las barras verticales indican el rango intercuartilimediid, de dispersion de
la mediana. El grafico mostrado es representativo de los resultados abtemitis dos primeros ensayos de
infeccion realizados que incluyeron 9-12 hojas por planta, cuyos resultemion similares.

El retraso en la aparicion de los sintomas se evidencia por el hecho de que, a los 7
d.p.i., ninguna de las dos plantas transgénicas habia desarrollado cancros, contrariamente a lo
ocurrido con la planta control. Ademas, a los 24 d.p.i., las dos plantas transgénicas mostraban
marcadas diferencias en cuanto al nimero de cancros por hoja respecto del control. Estas
diferencias seran analizadas exhaustivamente mas adelante. Dado que entre los 21-24 d.p.i. na
hubo cambios en el nimero de cancros formados, las hojas fueron cosechadas para su

documentacion y se dio por finalizado el ensayo.

El nimero de cancros por hoja desarrollado en las plantas transgénicas y en la planta
control se muestra en la Tabla 5. A partir de estos valores, se calcularon la media y la mediana

de los datos obtenidos para cada planta.
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Ndamero de cancros por hoja . Tiusyin . Rango
Media : Mediana s
Linea/lHoja 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Estandar Intercuatilico
Control 1 14 7 14 15 15 14 9 15 14 13 15 13,00 2,63 14,00 4,00
Der-1 3 4 3 3 16 16 4 8 8 6 12 9 7,92 4,68 7,50 6,00
Der-2 9 11 12 8 3 6 9 4 12 3 13 - 8,18 3,7 9,00 8,00
Der-3 12 5 7 8 5 3 9 13 8 - - - 7,78 3,27 8,00 4,00
Der-4 13 12 12 13 6 13 1 14 9 1" 5 - 10,82 2,96 12,00 4,00
Der-5 8 6 9 14 8 3 1 2 2 - - - 5,89 4,28 6,00 6,00
Der-6 13 12 8 9 10 3 6 6 5 3 - - 7,50 3,50 7,00 5,00
Der-7 2 5 5 6 2 7 9 14 5 15 16 - 7,82 5,04 6,00 9,00

Tabla 5. Niumero de cancros por hoja en ensayos de infeccion in plamta C. sienensisSe informan los
valores del nimero de cancros por hoja, como asi también la media y laanstiarcada planta. Los valores
informados son representativos de los dos primeros ensayogctd#anf los que incluyeron entre 9-12 hojas por
planta. El nimero de cancros informado se contabilizé a los 24 d.p.i. “-” indica hoja no muestreada. Se utilizé un
in6culo de X. axonopodis de 1xX10.f.c./mL.

Como puede observarse en la Tabla 5, existen diferencias considerables entre las
plantas ensayadas en cuanto al nimero de cancros por hoja. Si bien los valores de la media y
la mediana de la planta control son mayores respecto a los de las plantas transgénicas, se
observa una alta variabilidad de valores (cancros por hoja). A partir de esta observacion, se
estimé la dispersion de las mediciones utilizando los datos de la Tabla 5. Los resultados de

este andlisis se muestran en la Figura 51.
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Figura 51. Analisis de dispersién del nimero de cancros por hoja para plantas transgénigasl control. El
analisis se presenta bajo la formabae plot (o grafico de cajas y bigotes). Cada caja representa el 50% de los
valores analizados, mientras que las barras verticales indican la desviacion de los vatwesipro de las
cajas se indica el valor de mediana como una linea horizontal (valor indicado ecteadde la caja) y el valor

de la media con un punto negro.
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Como se observa en el grafico de la Figura 51, los datos correspondientes a las plantas
transgénicas muestran una gran dispersion, sobre todo los de las lineas Der-1, Der-2, Der-5 y
Der-7. Debido a esta variabilidad, y para facilitar la interpretacion de los resultados, las hojas
ensayadas se categorizaron de acuerdo a una escala de frecuencia. La mismaeooinssstio
categorias: a) baja frecuencia (1-4 cancros por hoja); frecuencia media/moderada (5-8 cancros
por hoja) y; alta frecuencia (9-16 cancros por hoja). La Figura 52 muestra una representacion
gréfica del porcentaje de hojas en cada categoria para cada planta transdgmtanta

control.

100% 1
80% A

60% - 0 1-4 cancros por hoja
O 5-8 cancros por hoja

W 9-16 cancros por hoja

40% A

Porcentaje de hojas

20% A

0%

0\@
s

’s"\ A
() OQJ

> ) ® :
o X A N
) i F* N F

Figura 52. Porcentaje de hojas por categoria de frecuencia de formaciéon de cancr&@ada hoja fue
clasificada segun la frecuencia de formacién de cancros, en categoria baja),(lnfemmyada (gris) o alta
(negro). El grafico mostrado es representativo de los resultados obtenidtos @éos primeros ensayos de
infeccion realizados que incluyeron 9-12 hojas por planta, cuyos resultemton similares.

Como puede observarse en la Figura 52, el 92% de las hojas control presentan una
frecuencia de formacién de cancros alta (9-16 cancros por hoja) y el 8% restante una
frecuencia media (5-8 cancros por hojas). Por el contrario, excepto la planta Der-4 que
presenta un patrén similar al control, el resto de las plantas transgénicas mostraron entre 11-
44% de hojas con una baja frecuencia de formacion de cancros (1-4 cancros por hojas).
Ademas, las plantas transgénicas mostraron entre 18-45% de hojas con frecuencia de
formacion de cancros intermedia (5-8 cancros por hoja) y 22-54% de hojas con formacion de

cancros alta (9-16 cancros por hoja).

En relacion al analisis estadistico, el resultado del test aplicAN®MJA no

parametrico de Kruskal-Wallis) indicé que existen diferencias significativas entre las distintas
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plantas ensayadas en cuanto a la cantidad de cancros desarrollados por hoja (P=0,0034; Tabla
6). A partir del andlisis de comparaciones multiples de Dunn (dms) se pudo concluir que,
excepto la planta Der-4, el resto de las plantas transgénicas mostraron diferencias
significativas respecto del control, en el nUmero de cancros por hoja desarrollados (Tabla 7).
A su vez, se comprob6 que, excepto entre las plantas Der-4 y Der-5, no hubo diferencias

significativas entre las plantas transgénicas ensayadas (Tabla 7).

Kruskal-Wallis ANOVA por Rangos

Linea Control Der-1 Der-2 Der-3 Der-4 Der-5 Der-6 Der-7
n 12,00 12,00 11,00 9,00 11,00 9,00 10,00 11,00
IR 817,00 457,00 436,50 333,50 598,00 243,00 358,50 411,50
R promedio 68,08 38,08 39,68 37,06 54,36 27,00 35,85 37,41
Mediana 14,00 7,50 9,00 8,00 12,00 6,00 7,00 6,00

Kruskal-Wallis ANOVA por Rangos

Variable independiente (de agrupamiento): Linea
Variable dependiente: Cancros

H (7, N= 85) = 21,24569

P =0,0034

Tabla 6. Analisis estadistico del niumero de cancros por hoja en las plantas ensayadhes datos
informados en la Tabla se analizaron mediante una prueba de Kruskal{ABIB/A no paramétrico por
rangos). El analisis estadistico se efectué utilizando el nimero de caoictaggopara cada una de las plantas
ensayadas. Los calculos se realizaron con el software Statistica 7.0 év#dor @,0034). Los resultados son
representativos de los dos ensayos de infeccién realizados con 9-1pdigpanta, los que en ambos casos
arrojaron resultados similares.
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Comparacion R1-R2 dms S /NS
Control vs. Der-1 30,00 24,69 S
Control vs. Der-2 28,40 25,24 S
Control vs. Der-3 i3 26,66 S
Control vs. Der-4 13,72 2524 NS
Control vs. Der-5 41,08 26,66 S
Control vs. Der-6 32,23 25,89 S
Control vs. Der-7 30,67 2524 S

Der-1 vs. Der-2 1,60 2524 NS

Der-1 vs. Der-3 1,03 26,66 NS

Der-1 vs. Der-4 16,28 25,24 NS

Der-1 vs. Der-5 11,08 26,66 NS

Der-1vs. Der-6 2,23 25,89 NS

Der-1 vs. Der-7 0,67 25,24 NS

Der-2 vs. Der-3 2,63 27,18 NS

Der-2 vs. Der-4 14,68 25,78 NS

Der-2 vs. Der-5 12,68 27,18 NS

Der-2 vs. Der-6 3,83 26,42 NS

Der-2 vs. Der-7 2,27 25,78 NS

Der-3 vs. Der-4 17,31 27,18 NS

Der-3 vs. Der-5 10,06 28,51 NS

Der-3 vs. Der-6 1,21 27,78 NS

Der-3 vs. Der-7 0,35 27,18 NS

Der-4 vs. Der-5 27,36 27,18 S

Der-4 vs. Der-6 18,51 26,42 NS

Der-4 vs. Der-7 16,95 25,78 NS

Der-5 vs. Der-6 8,85 27,78 NS

Der-5 vs. Der-7 10,41 27,18 NS

Der-6 vs. Der-7 1,56 26,42 NS

Tabla 7. Analisis de comparacion multiple de la frecuencia de formacién de cancros por hojRara el
analisis de los datos se utilizd el método de contrastes de Dunn (dms), realmapdoaciones de a pares entre
las plantas transgénicas y el control, y entre las distintas plantas transgénicas. iElestaditstico se realizé
con los datos mostrados en la Tabla 5. Los resultados informadosmesentativos de los dos ensayos de
infeccion realizados con 9-12 hojas por linea, los que en ambos aas@son resultados similares. S:
diferencias significativas; NS: sin diferencias significativas.

13.2. Tercer ensayo de infeccion in planta.

En forma similar a lo observado en los dos primeros ensayos de infeccion in planta, la
magnitud de los sintomas caracteristicos provocados por X. axonopodis fue menor en las
hojas de plantas transgénicas que en las hojas de la planta control. En la Figuras 53 y 54 se
pueden observar hojas representativas de las dos plantas transgénicas que mostraron mejore:

niveles de resistencia a la infeccidon bacteriana.
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Sin transformar
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Figura 53. Fenotipo resistente de la planta transgénica Der-4 de C. sinendis el panel superior de la figura
se muestra una hoja no transformada de C. sinensis infectadaso@mpodis. En el panel inferior, se muestra
una hoja de la planta transgénica Der-4. A la izquierda de cada panel, se magdigjas infectadas, cuyas
areas de inoculacion estan marcadas por circulos de trazos. Las columstramdetalles de una de las areas
de inoculacién, vista desde la cara abaxial (columna izquierda) o adaxial (coluracaa)iele las hojas. Se
pueden observar las diferencias en el tamafio y aspecto de los cangresrf@agen humedo de la herida o
water soaking (ws), y el tejido clorético (ch). Las fotografias futmaradas a los 40 d.p.i. y los resultados son
representativos del ensayo que comprendié 20 hojas de cada planta. Serutiizéulo de X. axonopodis de
1x1C u.f.c./mL.
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Sin transformar

025mm

Superficie abaxial Superficie adaxial

Superficie abaxial Superficie adaxial

Figura 54. Fenotipo resistente de la planta transgénica Der-5 de C. sinen&ia el panel superior de la figura
se muestra una hoja no transformada de C. sinensis infectadacoam&podis. En el panel inferior, se muestra
una hoja de la planta transgénica Der-5. A la izquierda de cada panel, se mMasdimas infectadas, cuyas
areas de inoculacion estdn marcadas por circulos de trazos. Las colummsaamdetalles de una de las areas
de inoculacién, vista desde la cara abaxial (columna izquierda) o adaxial (calenscaa) de las hojas. Se
pueden observar las diferencias en el tamafio y aspecto de los can¢rekrf@apen hiumedo de la herida o
water soaking (ws), y el tejido clorético (ch). Las fotografias fuéomadas a los 40 d.p.i. y los resultados son
representativos del ensayo que comprendié 20 hojas de cada planta. Seniiti@géulo de X. axonopodis de
1x1C u.f.c./mL.

Al igual que en los primeros ensayos de infeccidn, se observé un retardo variable en la
aparicion de los sintomas en las plantas transgénicas respecto a la planta control. La evidencia
mas consistente se observé en las plantas transgénicas Der-4 y Der-5. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 55.
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Figura 55. Retraso de la aparicién de cancros en dos lineas transgénic@ssarrollo de la formaciéon de
cancros en una planta sin transformar (barras blancas) y ptedtes transgénicas, Der-4 (barras grises) y Der-
5 (barras negras) a los 10, 20 y 40 d.p.i. En la tabla se indican las asededmumero de cancros por hoja
correspondiente a cada planta. Las barras verticales indican el rango intercuartilivediId, de dispersion de

la mediana. En el ensayo de infeccidn se incluyeron 20 hojas de cadati@iasgénica y 20 hojas de la planta
control.

Confirmando la evidencia recogida en los ensayos anteriores, las plantas transgénicas
Der-4 y Der-5 no habian desarrollado cancros a los 10 d.p.i., mientras que éstos eran ya
evidentes en la planta control. En forma similar, a los 40 d.p.i. ambas plantas transgénicas
mostraban marcadas diferencias respecto de la planta control respecto del nUmero de cancros
por hoja. Dado que entre los 35-40 d.p.i. no hubo variaciones en cuanto al nimero de cancros
formados, las hojas fueron cosechadas para su documentacion y se dio por finalizado el

ensayo.

La Tabla 8 muestra el nimero de cancros por hoja desarrollado en las plantas
transgénicas y en la planta control. A partir de estos valores, se calcularon la media y la

mediana de los datos obtenidos para cada planta.

Nimero de cancros por hoja p— Desvio p— Rango
LinealMoja 1 2 3 4 5 & 7 & 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Estandar Intercuatilico
Control 11 13 14 13 10 10 12 11 13 15 13 12 14 15 16 14 13 10 10 12 12,65 1,82 13,00 2,00
Der-1 9 8 12 10 14 12 9 10 12 7 9 8 6 7 8 4 7 8 12 8 8,90 2,53 8,50 3.00
Der-2 8 g 9 8 B T <] T 8 12 10 9 g ] 10 10 15 15 11 14 5,85 24 5,00 2,00
Der-3 3 8 1+ 7 € 4 10 9% W0 4 8 6 88 7 & 9 9 & 9 7 8.95 242 7.50 3,00
Der-4 12 11 4 12 6 5 8 12 6 6 6 4 6 6 4 7 6 5 4 4 6.70 281 6,00 3.00
Der-5 g 9 8 10 9 3 5 6 9 11 11 &8 2 2 8 W 9 5 5 5 7.20 286 8,00 4,00
Der-6 10 12 10 14 15 11 15 45 8 7 11 9 4 14 15 9 10 13 10 10 11,10 3,02 10,50 5,00
Der-7 0 8 01w 7 7 14 11 11 13 8 7 & 8 8 11 12 8 7 12 8,65 2n 9.50 3.00
Tabla 8. Numero de cancros por hojeen ensayos de infeccién in plantde C. sienensisSe informan los

valores del nimero de cancros por hoja, como asi también la media yidmangara cada planta. El ensayo de

infeccion incluyé 20 hojas de cada linea transgénica y 20 hojas de la plaintd. &&innimero de cancros
informado se contabilizé a los 40 d.p.i. Se utilizé un indculo de X. gastie de 1x10Du.f.c./mL.
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Del mismo modo que en los ensayos anteriores, en la Tabla 8 se observan diferencias
considerables entre las plantas ensayadas respecto del nUmero de cancros por hoja. Sin
embargo, a pesar de que los valores de la media y la mediana en todas las lineas transgeénicas
ensayadas son menores respecto al control, se observa una alta variabilidad de los datos
(cancros por hoja). A partir de la repeticion de estas observaciones, se estimo la dispersion de
las mediciones utilizando los valores que se informan en la Tabla 8. El resultado de este

analisis se muestra en la Figura 56.
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Figura 56. Analisis de dispersion del nUmero de cancros por hoja para plantas transgénigasel control.

El andlisis se presenta bajo la formaboa plot (o gréfico de cajas y bigotes). Cada caja representa el 50% de los
valores analizados, mientras que las barras verticales indican la desviacion de los valweseiptro de las
cajas se indica el valor de mediana como una linea horizontal (valor indicado ecteadde la caja) y el valor

de la media con un punto negro.

Los datos muestran una alta dispersion, aunque menor a la observada en los dos
primeros ensayos de infeccion, debido en gran parte al aumento del n de la muestra. Como en
el caso de los ensayos previos, se utilizd una escala de frecuencia de formacién de cancros
(contemplando las mismas categorias de frecuencia) para facilitar la interpretacién de los

resultados (Figura 57).
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Figura 57. Porcentaje de hojas por categoria de frecuencia de formacién de cancr&@ada hoja fue
clasificada, segun la frecuencia de formacién de cancros, en categoria baja),(bhaniesada (gris) o alta
(negro). En el ensayo de infeccién se incluyeron 20 hojas de cadatlémsgénica y 20 hojas de la planta
control.

Como se puede observar en la Figura 57, el 100% de las hojas del control presentan
una frecuencia de formacion de cancros alta (9-16 cancros por hoja). Por el contrario, cinco de
las plantas transgénicas (Der-1, Der-3, Der4, Der-5 y Der-6) mostraron entre 5-25% de hojas
con una baja frecuencia de formacion de cancros (1-4 cancros por hojas), y entre 10-55% de

hojas con una moderada frecuencia de formacion de cancros (5-8 cancros por hojas).

En relacion al andlisis estadistico, el resultado del test aplicAN®\A no
parametrico de Kruskal-Wallis) indicé que existen diferencias significativas entre las distintas
plantas ensayadas en cuanto a la cantidad de cancros por<4@®20@1; Tabla 9). A partir
del analisis de comparaciones mdultiples de Dunn (dms) se pudo concluir que las plantas
transgénicas Der-3, Der-4 y Der-5 mostraron diferencias significativas respecto de la planta
control, en cuanto al nimero de cancros por hoja (Tabla 10). Por el contrario, las plantas
transgénicas Der-1, Der-2, Der-6 y Der-7 no mostraron diferencias significativas respecto al
control. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre las distintas plantas

transgénicas (Tabla 10).
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Kruskal-Wallis ANOVA por Rangos

Linea Control Der-1 Der-2 Der-3 Der-5 Der-6 Der-7
n 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
R 2636,50 1520,50 1793,50 976,00 1110,00 2193,00 1773,00
R promedio 131,83 76,03 89,68 48,80 55,50 109,65 88,65
Mediana 13,00 8,50 9,00 7,50 8,00 10,50 9,50

Kruskal-Wallis ANOVA por Rangos

Variable independiente (de agrupamiento): Linea

Variable dependiente: Cancros
H (7, N= 160) = 62,35013
P < 0,00001

Tabla 9. Analisis estadistico del nimero de cancros por hoja en las plantas ensayadhes datos
informados en la Tabla se analizaron mediante una prueba de Kwidkal{ANOVA no paramétrico por
rangos). El analisis estadistico se efectué utilizando el nimero de caoictaggopara cada una de las plantas
ensayadas. Los calculos se realizaron con el software Statistica 7.0 @afr<d0,00001). El ensayo de
infeccion incluyd 20 hojas de cada planta transgénica y 20 hojas de la planth contro

Comparacion R1-R2 dms S/NS
Control vs. Der-1 55,80 71,68 NS
Control vs. Der-2 42,15 71,68 NS
Control vs. Der-3 83,03 71,68 S
Control vs. Der-4 87,95 71,68 S
Control vs. Der-5 76,33 71,68 S
Control vs. Der-6 22,18 71,68 NS
Control vs. Der-7 43,18 71,68 NS

Der-1 vs. Der-2 13,65 71,68 NS

Der-1 vs. Der-3 27,23 71,68 NS

Der-1 vs. Der-4 32,15 71,68 NS

Der-1 vs. Der-5 20,53 71,68 NS

Der-1 vs. Der-6 33,63 71,68 NS

Der-1 vs. Der-7 12,63 71,68 NS

Der-2 vs. Der-3 40,88 71,68 NS

Der-2 vs. Der-4 45,80 71,68 NS

Der-2 vs. Der-5 34,18 71,68 NS

Der-2 vs. Der-6 19,98 71,68 NS

Der-2 vs. Der-7 1,02 71,68 NS

Der-3 vs. Der-4 40,88 71,68 NS

Der-3 vs. Der-5 6,70 71,68 NS

Der-3 vs. Der-6 60,85 71,68 NS

Der-3 vs. Der-7 39,85 71,68 NS

Der-4 vs. Der-5 11,63 71,68 NS

Der-4 vs. Der-6 65,78 71,68 NS

Der-4 vs. Der-7 44,78 71,68 NS

Der-5 vs. Der-6 54,15 71,68 NS

Der-5 vs. Der-7 33,15 71,68 NS

Der-6 vs. Der-7 21,00 71,68 NS

Tabla 10. Analisis de comparacién multiple de la frecuencia de formacién de cancros por hojara el
andlisis de los datos se utiliz6 el método de contrastes de Dunn (dms), realapdoaciones de a pares entre
las plantas transgénicas y el control, y entre las distintas plantas transgénicas. Eleatddisiico se realiz

con los datos mostrados en la Tabl&Bensayo de infeccidn incluyé 20 hojas de cada planta transgénica y 20
hojas de la planta control. S: diferencias significativas; NS: sin diferencias significativas.
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14. Ensayos de infeccion de plantas transgénicas de C. sinensis en condiciones de

invernadero.

Al momento de la presentacion de esta Tesis, no se habian realizado aun los ensayos
de infeccidbn en invernadero previstos inicialmente en el Plan de Trabajo. Para poder
efectuarlos, se estableci6 un convenio de colaboracién entre la Estacion Experimental
Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC-CONICET, provincia de Tucuman), el Instituto
de Biotecnologia y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
Nacional de La Plata (IBBM-FCE-UNLP) y el Laboratorio de Agrobiotecnologia de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (FCEyN-UBA).
El convenio de colaboracion forma parte del expediente N ° S01: 0397274/2011, presentado
al Instituto Nacional de la Semilla (INASE) y a la Comision Nacional Asesora de
Biotecnologia Agropecuaria (CONABIA). El traslado de las plantas fue aprobado en la
Resolucion 360 del MAGyYP, 18 de julio de 2012. Cuestiones de calendario de trabajo y
dificultades administrativas retrasaron el inicio de los ensayos. Sin embargo, se estima que las
plantas transgénicas de C. sinersd@®n transportadas a Tucuman en marzo-abril de 2013
para iniciar la propagacion del material vegetal. Sobre esta base, los ensayos de infeccion en

los invernaderos de la EEAOC se efectuarian durante el segundo semestre de 2013.
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La Cancrosis de los citricos es una enfermedad de relevancia econdémica, presente e
la mayoria de las zonas productoras de citricos de todo el mundo a excepcion de Europa. El
agente causal de la enfermedad es la bacteria X. axonopodis pv. citri. Dado que hasta el
momento no se dispone de especies de citricos resistentes a la infeccion, y que no existen
ademdas procedimientos eficaces y sustentables para prevenir la infeccion bacteriana, mas alla
de aplicacion sistematica de bactericidas a base de cobre en las plantaciones afectadas, el
desarrollo de resistencia mediante ingenieria genética resultaria de gran utilidad para controlar

eficazmente el desarrollo de la enfermedad.

Hace algunos afos, a partir de la aparicion o re-emergencia de la Cancrosis en las
zonas de cultivo extensivo de los principales paises productores de citricos, los estados libres
de Xanthomonas establecieron barreras para-arancelarias a los frutos de regiones consideradas
endémicas. Esta situacion, sumada a los avances de la ingenieria genética, la biologia
molecular y la bioinformética, desaté una carrera por el control de la enfermedad utilizando
diferentes estrategias biotecnoldgicas para introducir resistencia a la enfermedad. Una de
ellas, cuyo resultado fue favorable, es el desarrollo de Yand. €R@l0), en el que
expresaron constitutivamente en plantas de naranjo la proteina truncada PthA de X
axonopodis pv. citri, interfiriendo en el desarrollo de la infeccion bacteriana. No obstante,
como en otros casos de resistencia derivada del patdgeno, la proteccién brindada por esta
estrategia podria limitarse a la especie donante, pudiendo ser superada por la aparicion de
cepas resistentes en condiciones de seleccién prolongada en el campo. Mas recientemente, FL
et al. (2011) reportaron la atenuacion de la enfermedad mediante la transformacién genética
de plantas de naranjo con espermidina sintasa de manzano (Malus sylvestris), como resultado
de una mayor acumulacion de®4 a nivel intracelular. Aunque esta estrategia tiene la
ventaja de inducir resistencia de amplio espectro contra patégenos microbianos, el hecho de
interferir en la produccion de B, endbégeno puede afectar varias funciones fisioldgicas
importantes de la planta, como el inicio de la maduracién de la fruta, la latencia de las
semillas, el cierre de los estomas producido por &acido abscisico (ABA), e incluso puede
provocar la muerte celular programada (Brennan et al., 1977; Pei et al., 2000; Neill et al.,
2001; Gechev et al., 2006; Gadjev et al., 2008).

Un enfoque mas prometedor que combina proteccion de amplio espectro y
mecanismos antibacterianos especificos, es el uso de secuencias peptidicas antimicrobianas.

Este enfoque ha sido aplicado con éxito en diferentes especies de plantas de interés
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agronomico (Ko et al., 2000; Boscariol et al., 2006; Osusky et al., 2005; Almasia et al., 2008;
Rivero et al.,, 2012). En el caso particular de citricos, Cardoso et al. (2010) expresaron
constitutivamente el péptido antimicrobiano attacina A del lepidoptero Tricloplusia ni
logrando una reduccion del 2R% del “area de la hoja afectada” (LDA, leaf diseased arga

por X. axonopodis en plantas transgénicas de naranjo.

En base a estos antecedentes y a la experiencia previa en el Laboratorio de
Agrobiotecnologia (FCEyN-UBA) con el péptido antimicrobiano dermaseptina y la enzima
bacteriolitica lisozima expresados en plantas de S. tuberosum (Rivero et al., 2012), se decidi6
evaluar el efecto del péptido y de la enzima sobre el crecimiento de Xanthomonas spp. En
comparacion con otros péptidos liticos, dermaseptina exhibe actividad antibacteriana y
antifingica a niveles micromolares y no es toxico para los seres humanos (Amiche and
Galanth, 2011; Mor et al., 1994; Nicolas and Amiche 2006). Por otro lado, la lisozima
proveniente de distintos organismos ha sido utilizada para conferir resistencia a bacterias
fitopatogenas Gram-negativas en distintas especies de plantas, obteniéndose resultados
favorables (During et al., 1993; Nakajima et al., 1997; Ko et al., 1999; Rivero et al., 2012).

Dado que la actividad de dermaseptina y de lisozima frente a Xanthomonas spp. no se
habia demostrado previamente, se llevaron a cabo una serie de ensayos in vitro que
permitieron establecer una C.I.M. de d@mL para X. axonopodis y una C.I.M. de @&§'mL
para X. campestris. A su vez, se demostr6 que a concentraciones mayores a 10 ng/mL
lisozima inhibe el crecimiento de la cepa X. campestris, mientras que el crecimiento de X
axonopodis comienza a inhibirse a concentraciones mayores a 50 ng/mL. Debe remarcarse
gue las concentraciones a las cuales se produce la inhibicion por efecto del péptido y de la
enzima no son comparables, ya que la metodologia empleada en los ensayos fue diferente
(Secciones 14.1. y 14.2. de Materiales y Métodos). A partir de la demostracion del efecto
bactericida del péptido y de la enzima sobre Xanthomonas, se desarrollaron dos
construcciones genéticas que permiten la expresion constitutiva y la exportacién a apoplasto
de dermaseptina y de lisozima. A su vez, la reduccién de la sintomatologia de X. axonopodis
por el efecto de dermaseptina expresada en forma transitoria en ensayos in planta, permitié
convalidar la eleccion de dermaseptina y lisozima como genes de interés para conseguir

resistencia a este patégeno.

Con la idea de utilizar el patosistema N. benthamiana-X. campestris como un modelo

mas flexible de ensayo de las construcciones, se obtuvieron plantas transgénicas en esta
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especie y se las empleo en ensayos de agroinfiltracién y de titulacibn de Xanthomonas
Llamativamente, no se observaron diferencias significativas respecto de los controles en
ninguno de los ensayos realizados, tanto con plantas transformadas con dermaseptina como
con lisozima. Las causas de estos resultados no resultan claras y podrian atribuirse a distintos
factores. Una posible hipotesis para explicar la ausencia de diferencias podrian ser los bajos
niveles de expresion del péptido y de la enzima en las plantas transformadas a lo que, en los
ensayos de infiltracion, se suma el hecho de que las bacterias ingresan directamente al
apoplasto de la planta, evadiendo asi las barreras mecanicas de defensa. A partir de esta
situacién, se descart6 el patosistema N. benthamiana-X. campestris para evaluar @t efecto
los transgenes sobre el crecimiento de la Xanthomonas en ensayos in planta. Como alternativa
a estos experimentos, y con el fin de probar el efecto in vitro de los transgenes
antibacterianos, se realizaron experimentos de inhibicién utilizando extractos totales de las
mismas plantas. Sin embargo, en ninguna de las dos variantes del experimento de inhibicién
in vitro (en medio liquido y en medio sélido) se observaron diferencias significativas entre los
extractos de las plantas control y los de las plantas transformadas genéticamente. Para
entender lo sucedido, se propusieron dos alternativas posibles: 1) los niveles de dermaseptina
y lisozima presentes en los extractos vegetales de plantas adultas son insuficientes para inhibir
la concentracion de bacteria utilizada como in6culo; 2) la metodologia utilizada para realizar
los extractos vegetales de plantas adultas no permite aislar el péptido y la enzima en el buffer
de extraccion. Como resultado de estos ensayos, se descartd también la utilizacion de
extractos totales de plantas transformadas de N. benthamiana para probar el efecto in vitro de
los transgenes antibacterianos. Por ultimo, se realizaron ensayos de inhibicion utilizando
extractos de plantas transformadas jévenes de N. benthamiana, con el fin de comprobar si la
etapa de desarrollo de la planta interferia en la actividad antimicrobiana de los transgenes. En
contraste con los resultados obtenidos con plantas adultas, los extractos totales de estas
plantas inhibieron el crecimiento de X. axonopodis en ensayos in vitro. Para explicar esto,
existen al menos tres alternativas posibles: 1) el tamafio celular en hojas jévenes es
considerablemente menor al de las hojas maduras por lo que, a igual masa de tejido, la
cantidad de células correspondiente a las primeras es mayor. Por lo tanto, la cantidad de
péptido o enzima liberada al buffer de extraccion a partir de un nimero mayor de células
permitirian la inhibicion bacteriana; 2) la metodologia utilizada para realizar los extractos
vegetales a partir de plantas jévenes permite aislar en el buffer de extraccion al péptido y la

enzima (lo cual no ocurre al utilizar hojas de plantas adultas); 3) en las hojas de las plantas
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adultas de N. benthamiana existen componentes inhibitorios de la actividad de dermaseptina y
de lisozima que son liberados al buffer durante la extraccion. Si bien estas hipotesis
permitirian proponer nuevos experimentos para explorar mejor estas observaciones, debido a
la falta de tiempo y recursos para abordarlos se decidid no seguir profundizando en esta
direccion. Sin embargo, fueron suficientes para demostrar la inhibicion in vitro del
crecimiento de X. axonopodis por efecto de la expresion de los transgenes antimicrobianos en

las plantulas transformadas genéticamente.

En cuanto al patosistema principal de la Tesis, durante la trasformacion de C. sinensis
surgieron complicaciones por contaminacion con levaduras enddgenas presentes en el
material de partida. Esta dificultad repercutio en la eficiencia del proceso de transformacion,
dado que el crecimiento de estos microorganismos provocaba senescencia y pudricion de los
explantos a las semanas de iniciados los ensayos. Una vez solucionado este inconveniente, Se
logro la regeneracion de brotes transformados a partir de explantos y luego de las etapas de
multiplicacion in vitro y en porta-injertos, se obtuvieron 7 plantas de C. sinensis
transformadas con la secuencia de dermaseptina. Se evalud la integracion del transgen en cade
una de las plantas mediante un analisis de Southern blot, y se estimé el nUmero de copias
insertadas en el genoma de cada planta. Adicionalmente, se confirmé la expresion del ARNm
del transgen mediante RT-PCR. Sin embargo, no se pudo establecer el nivel de dermaseptina
expresada mediante pruebas inmunolbgicas ya que, a pesar de los repetidos intentos de
obtener anticuerpos de alta afinidad, el nivel inferior del péptido detectado por el antisuero
generado fue del orden de 1 ng. A pesar de ello, la purificacion pardad detractos de la
planta transgénica Der-5 y del control sin transformar mediante una columna de filtracién
molecular, permitieron detectar la presencia de dermaseptina en el extracto de una de las
plantas transgénicas. Si bien este resultado es aun preliminar y seria necesario extenderlo a las
otras plantas obtenidas, permite inferir que dermaseptina se acumula en bajas concentraciones

en el tejido vegetal.

Una vez alcanzado el desarrollo adecuado, las plantas transgénicas de C. sinensis se
sometieron a ensayos de infeccién controlados con X. axonopodis. Considerando la magnitud
de los sintomas de la enfermedad, determinada por la dimension del halo clorético, la
presencia del margen humedo o water soaking alrededor de la herida, y la dimetssdn de
cancros, todas las plantas transgénicas mostraron una menor severidad de infeccion y un

retraso variable de la aparicion de los cancros respecto del control sin transformar. En los dos
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primeros ensayos de infeccion (realizados con 9-12 hojas por planta), el retraso en la
aparicion de sintomas fue mas notorio en las plantas transgénicas Der-5 y Der-6, plantas que
mostraron el fenotipo de resistencia mas evidente. Sin embargo, la alta variabilidad del
namero de cancros por hoja desarrollados en una misma planta, indujo a elaborar una escala
de frecuencia de formacion de cancros para clasificar las hojas y de esta man&ra detec
patrones de resistencia en las distintas plantas que facilitaran la interpretaciéon de los
resultados. El control mostré6 mas del 92% de hojas con una frecuencia de formacion de
cancros alta (9-16 cancros/hoja), contrariamente a lo ocurrido en las plantas transgénicas, en
las que este valor no superé el 54%. Por otra parte, excepto la planta Der-4, que se comporto
de forma similar al control sin transformar, las plantas transgénicas mostraron entre 11-44%
de hojas con una baja frecuencia de formacion de cancros (1-4 cancros por hoja), mientras

gue el control no tuvo hojas dentro de esta categoria.

En el tercer y ultimo ensayo de infeccion (realizado con 20 hojas por planta), las
plantas transgénicas que mostraron el fenotipo de resistencia mas evidente y el retraso en la
aparicion de sintomas mas notorio fueron Der-4 y Der-5. En cuanto a la escala deifrecuenc
de formacién de cancros para clasificar las hojas, el control mostré el 100% de las hojas con
una frecuencia de formaciéon de cancros alta, frente al 20-80% de las plantas transgénicas. A
su vez, las plantas transgénicas mostraron un 5-20% de hojas con una baja frecuencia de
formacién de cancros (excepto las lineas Der-2 y Der-7), mientras que el control no tuvo
hojas dentro de esta categoria. El hecho que las plantas hayan presentado mayores porcentaje
de hojas con alta frecuencia de formacién de cancros en el Ultimo ensayo de infeccion
realizado, tanto en los controles como en las plantas transgénicas, pudo deberse a un aumentc
del nivel de deterioro general de las plantas originado por la permanencia durante varios
meses en cuartos de crecimientos pequenos que, por limitaciones de espacio y de recursos, nc
resultan adecuados para el crecimiento de plantas de este tipo. Sin embargo, para cada uno de
los ensayos realizados, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
cantidad de cancros por hoja entre las plantas transgénicas y el control, lo que indica que las
plantas evaluadas no se comportaron de la misma forma frente a la infeccion con X
axonopodis. El analisis de contrastes posterior permitio establecer que en los ensayos de
infeccidén realizados con 9-12 hojas por planta, excepto la planta Der-4, todas las plantas
transgénicas mostraron un numero de cancros por hoja significativamente menor que el

control sin transformar. En cambio, en el ensayo de infeccion realizado con 20 hojas por
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planta, solo las plantas Der-3, Der-4 y Der-5 mostraron diferencias significativas respecto del
control en términos de cancros por hoja, mientras que las plantas Der-1, Der-2, Der#% y Der-
no mostraron diferencias significativas respecto del control. En relacion con este resultado,
pueden hacerse dos observaciones. La primera es que la resistencia disimil de las mismas
plantas en un mismo tipo de ensayo esta determinada por diversos factores independientes de
la transgénesis, entre los cuales el estado fisiologico de las plantas antes de ser desafiadas e
uno de los mas influyentes. En segundo lugar, enfatiza la necesidad de considerar, para cada
planta, el conjunto de los criterios definidos para evaluar susceptibilidad/resistencia: magnitud
de los sintomas, retraso en su aparicion y niumero de cancros formados por hoja. Considerados
en conjunto, estos criterios muestran que todas las plantas transgénicas, incluso en el tercer
ensayo, muestran una menor susceptibilidad a la infeccion con X. axonopodis respecto del
control, lo que puede explicarse por el tratamiento comdn a todas ellas (transformacion

genética).

Debido a la falta de anticuerpos eficaces, no se pudo establecer una relacién directa
entre los niveles de acumulacién de dermaseptina y el grado de resistencia de las plantas
transgénicas. Por otro lado, dado que los resultados de los ensayos de inhibicién del
crecimiento bacteriano y los ensayos de infeccion in planta no son comparables, la
concentraciéon de dermaseptina minima necesaria para conferir resistencia en las plantas
transgénicas de C. sinensis no puede ser estimada. Sin embargo, las diferencias en los
fenotipos de resistencia de las plantas transgénicas fueron observados consistentemente a
nivel de la intensidad de la sintomatologia y del retraso en la aparicion de los sintomas, tanto
en los ensayos preliminares como en los ensayos generales de infeccion que incluyeron a
todas las plantas transgénicas. Por todo esto, puede concluirse taxativamente que la expresion
de dermaseptina indujo resistencia parcial a la infeccion con X axonopodis de las plantas

transgénicas de C. sinensis.

Teniendo en cuenta la actividad antimicrobiana de amplio espectro que mostré la
dermaseptina (Osusky et al., 2005; Rivero et al., 2012), este péptido podria ser empleado para
introducir la resistencia a otras bacterias y hongos fitopatégenos que afectan a los citricos. En
este sentido, seria de interés probar la susceptibilidad de las plantas transgénicas que expresat
dermaseptina frente &a. Liberibacter spp., agente causal de la enfermedad HLB
(Huanglongbing; Bové 2006), y frente a X fastidiosa, agente causal de la enfermedad CVC

(Clorosis Variegada de los Citricos; Hartung et al., 1994). Se ha demostrado, en ensayos de
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inhibicidn in vitro con dermaseptina S1, un homélogo del péptido utilizado en este trabajo, se
ha demostrado un efecto inhibitorio sobre X fastidiosa (Kuzina et al., 2006). Cabe aclarar que
la secuencia de dermaseptina utilizada en esta Tesis difiere solamente en un residuo N-

terminal de metionina adicional, respecto de la S1.

Dado que los ensayos de infeccion controlados no pueden extrapolarse directamente a
las condiciones reales de la agricultura, los resultados obtenidos en esta Tesis de Doctorado
deben ser confirmados en ensayos de invernadero y de campo. Si la reduccién de la
frecuencia de formacion de cancros y la disminucion en la severidad de los sintomas
descriptos en este trabajo se mantuvieran en tales condiciones, la estrategia utilizada aqui se
podria emplear para restringir la propagacion de Xanthomonas y para mejorar la eficiencia en
el manejo de la Cancrosis. Para ello, se logro la aprobacién por parte de la Comision Nacional
Asesora de Biotecnologia Agropecuaria (CONABIA) y del Instituto Nacional de la Semilla
(INASE) para realizar los ensayos de infeccibn en los invernaderos de la Estacion
Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC-CONICET, provincia de
Tucuman). Durante 2013 se llevaran a cabo los ensayos de infeccién en invernadero y, en
funcion de los resultados, se solicitara autorizacion para realizar posteriormente los ensayos a

campo.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Se demostro el efecto inhibitorio del péptido dermaseptina sobre X. axonopodis v. citri
sobre X campestris pv. campestris cepa 8004.

Se demostro el efecto inhibitorio de lisozima (HEWL) sobre sobre X. axonopodis pv. citri

y sobre X. campestris pv. campestris cepa 8004.

Se obtuvieron mediante ingenieria genética las construcciones pBIN19sgfp-Der vy
pBIN19sgfp-Liz, que permiten la expresion constitutiva de los transgenes y la exportacion
de los productos génicos hacia el apoplasto.

La co-infiltracién de A tumefaciens (portando la construccion genética pBIN19sgfp-Der)
y X. axonopodis pv. citri en hojas de N. benthamiana permitié disminuir los sintomas

conspicuos (clorosis) que produce la bacteria.

Se descartd a N. benthamiaXacampestis pv. campestris cepa 8004 como patosistema

modelo para realizar ensayos preliminares de infeccion in planta.

Los extractos de plantulas de N. benthamiana transformadas genéticamente (generacion
F2) con la secuencia de dermaseptina, inhiben el crecimiento in vitro de X. axonopodis pv.
citri.

Los extractos de plantulas de N. benthamiana (generacién F2) transformadas

genéticamente con la secuencia de lisozima, inhiben el crecimiento in vitro de X

axonopodis pv. citri.

Las plantas transgénicas de C. sinensis (L) Osbeck para la secuencia de dermaseptina

mostraron resistencia parcial a la infeccién con X. axonopodis pv. citri.

Perspectivas

El trabajo desarrollado durante la presente Tesis de Doctorado constituye una prueba

de concepto sélida sobre el efecto bactericida de dermaseptina y de lisozima sobre

Xanthomonas spp. A su vez, se demostré la factibilidad de la utilizacion del péptido

antimicrobiano para lograr resistencia parcial frente a la Cancrosis de los etrjglastas

transgénicas d€. sinensis. Sin embargo, la estrategia biotecnolégica desarrollada puede ser
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mejorada para incrementar los niveles de resistencia obtenidos, a través del apilamiento de
genes antimicrobianos con distintos mecanismos de accion dentro de una misma planta (por
ejemplo lisozima, para la cual se demostré el efecto sobre Xanthomonas). También se podrian
disefiar nuevas construcciones genéticas que permitan la eliminacion de los marcadores de
seleccion y/o los transgenes del fruto, evitando los inconvenientes generados por la opinidn
publica sobre los alimentos genéticamente modificados. A su vez, se plantea la posibilidad de
la utilizacion de las plantas transgénicas de C. sinensis obtenidas durante la Tesis para
desafiarlas frente a otros patdgenos de de interés, tales como X fastiG@shiberibacter,
responsables de la CVC y el HLB, respectivamente. En lo inmediato, se prevee realizar
ensayos de infeccion en invernadero en la Estaciébn Experimental Agroindustria Obispo
Colombres (Tucuman), utilizando un nimero de plantas superior al utilizado en los ensayos
llevados a cabo en camaras de crecimiento. Por ultimo, en el futuro deberan realizarse
ensayos a campo que permitan demostrar que la estrategia biotecnologica escogida puede sel
empleada para obtener resistencia frente a X. axonopodis pv. citri en las condiciones reales de

la agricultura.
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Dado que se pretendia evaluar el efecto del tratamiento aplicado sobre la infeccion por
Xanthomonas en las plantas, el test estadistico elegido fue un Analisis de la Varianza
(ANOVA). La variable independiente o factor del ANOVA es la transgénesis, con 8 niveles
(cada una de las plantas transgénicas y el control) mientras que la variable dependiente es el

namero de cancros/hoja desarrollados.

Para decidir si debia aplicarse un test de ANOVA paramétrico o no paramétrico, y
considerando que el n fue menor a 30 en todos los ensayos (lo que impide suponer que las
distribucion de la variable se aproxima a una distribucion normal por el Teorema Central del
Limite), se evaluaron los supuestos normalidad y homocedacea para el ensayos en que se
utilizaron entre 9-12 hojas (representativo de los dos ensayos realizados en enero-marzo) y

para el ensayo el que se utilizaron 20 hojas (junio-julio).

Cada uno de los supuestos se evalué por un método analitico y uno grafico utilizando
el programa estadistico Infostat. En particular, se evalu6 la normalidad a través del test de
Shapiro Wilks y un grafico Cuantil-Cuantil (Q-Q Plot) y la homocedacea a través de un
ANOVA sobre los residuos absolutos de la variable y un grafico de dispersion de los residuos

(eje y) versus los predichos (eje x).

Ensayos de 9- 12 hojas/planta

Pruebas de normalidad

Método analitico: Shapiro Wilks
Las hipoétesis para el test Shapiro Wilks son las siguientes:

Ho: las observaciones de cada tratamiento proceden de una poblacién con distribucién normal.

Hi: las observaciones de cada tratamiento no proceden de una poblacion con distribucion

normal.

Resultado

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
cancros/hoja 85 8,75 4,26 0,92 <0,0001

136



Anexo Estadistico

Considerando que el valor de p obtenido fue menor a 0,05, se rechaza la hipotesis
nula, por lo tanto, las subpoblaciones de las que provienen los datos no siguen una

distribucién normal.
Método grafico de Q-Q plot.

Se realiz6 un grafico Cuantil-Cuan{@-Q plot) de los residuos observados (eje y)

versus los esperados si la distribucion fuera normal (eje x).

Titulo

.. n=8Fr= 0,585 (RCUD_cancros/hoja;

Cuantiles observados(ROUO cancros/hoja)

—5.‘55 -i,liﬁ D,hﬂ i‘LS B,‘SS
Cuantiles de una Mormal(-9,6132E-016,13,557;

Como los puntos se desvian considerablemente de la recta, sobre todo en los extremos,
se infiere que no hay normalidad, resultado que coincide con el obtenido en la prueba

analitica.

Pruebas de Homocedacea (u homogeneidad de varianzas)

Método analitico;: ANOVA de los Residuos Absolutos

Se realizé la prueba de forma analitica haciendo un ANOVA sobre los residuos

absolutos (sin signo).

Ho: las varianzas de las subpoblaciones son homogéneas.
Hi: las varianzas de las subpoblacioNésson homogéneas.

Resultados
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Variable N R?2 R2AY CV
RABS cancros/hoja 85 0,11 0,037 0,66

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 40,69 7 5,81 1,31 0,2576
# 40,69 7 5,81 1,31 0,2576
Error 341,97 77 4,44
Total 382,65 84

Dado que el valor de p es mayor a 0,05, no se rechaza la hipétesis nula por lo tanto, no

se descarta que las varianzas de las subpoblaciones sean homogéneas.
Metodo gréfico: diagrama de dispersion de residuos (eje y) versus predichos (eje x).

Resultados

8,88

ROUG cancrosihoja

5,71
r T T T 1
EE2 T.L8 g 11,20 12,28

PRED_cancrosfhoja

Como se ve en el gréafico, a través de este método los grupos de datos parecen no ser

homocedasticos ya que la dispersion es menor cuanto mayor es el valor de los predichos. Por
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lo tanto, dado que los métodos dan resultados discordantes, no se podria asegurar que los
datos de estos ensayos sean homocedasticos.

De todo lo anterior se concluye que los datos no son normales ni homocedasticos, por

lo que no puede aplicarse un test de ANOVA parameétrico.

Ensayo de 20 hojas/planta

Pruebas de normalidad

Método analitico: Shapiro Wilks

Resultados
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO cancros/hoja 160 0,00 2,47 0,98 0,0811

El valor de p obtenido permite conservar la hipotesis nula, es decir, no descartar la

normalidad de los datos, si se utiliza un punto de corte de 0,05 para el valor de p.

Método gréafico del Q-0 plot

& Edn n= 150 r= 0,552 (RCUD_cancros/hoja;

Cuantiles observados(RDUC cancrosihoja)

=0 T T T 1
=70 -3.88 -0.27 318 8,58
Cuaniiles de una Mormal(1,0769E-015,6,0884;
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En el grafico se observa que la mayoria de los valores estan sobre la recta, es decir,
que no hay desviaciones sustanciales respecto de los cuantiles esperados si la distribucién

fuera normal, excepto en los extremos de la distribucién.

Considerando en conjunto los resultados del método analitico y del método gréfico,
puede concluirse que el ajuste de este conjunto de datos a una distribucion normal es limitado
y debera ser evaluado en conjunto con la homocedasticidad para definir la aplicacién de un
ANOVA parameétrico.

Pruebas de Homocedacea (u homogeneidad de varianzas)

Método analitico: ANOVA de los Residuos Absolutos

Resultados
Variable N R?2 R2AS CV
RABS cancros/hoja 160 0,05 0,01 72,31

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 16,71 7 2,39 1,15 0,3354
# 16,71 7 2,39 1,15 0,3354
Error 315,73 152 2,08

Total 332,44 159

Dado que el valor de p es mayor a 0,05, no se rechaza la hipétesis nula por lo tanto, no

se descarta que las varianzas de las subpoblaciones sean homogéneas.

Grafica (diagrama de dispersion)
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£.E2

—2,314

6.‘:1 S.bﬂ E.IEU 11:20 12:?
PRED_cancros/hoja
Como se ve en el grafico, a través de este método los grupos de datos parecen no ser
homocedasticos ya que la dispersién es variable. De igual modo que para los primeros
ensayos, dado que los métodos dan resultados discordantes, no se podria asegurar que los

datos de estos ensayos sean homocedasticos.
En conclusion, los datos de este ensayo son normales, pero no homocedasticos.

La conclusion general de estos tests respecto de los datos de ambos ensayos fue que nc
cumplian satisfactoriamente los supuestos que permitirian realizar un ANOVA de un factor
parameétrico. Por lo tanto, el analisis de los datos se realizé con test no paramétrico.
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