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Mecanismos bioquimicos y moleculares desencadenados en la interaccion

bacterias promotoras de crecimiento veget  al y plantas de interés agronémico

Resumen

En esta Tesis se abord6 el estudio de los mecanismos bioquimicos involucrados en la
interaccion entre algunas bacterias promotoras del crecimiento y dos plantas de interés
agrondémico, arroz (Oryza sativa) y tomate (Solanum lycopersicum).

La bacteria Azospirillum brasilense promovié el crecimiento de plantas de arroz,
especialmente de su sistema radicular; la inoculacién indujo un aumento en la produccion
de etileno en la planta y en la actividad y expresién de la 4cido 1-amino-ciclopropano-1-
carboxilico sintasa (ACS). Se observé también un aumento en la actividad de quinasa de
proteinas dependiente de Ca?* cuyas caracteristicas bioquimicas indican que se trata de
una CDPK que estaria relacionada con el crecimiento de las raices laterales.

La inoculacion con A. brasilense promovio el crecimiento de plantas de tomate, aumenté
los niveles de &cido indol acético (AlA) y etileno y la actividad y expresion de ACS. El
suplemento exdgeno de etileno y el uso de un inhibidor de su percepcion permiten asignar a
modo de hipotesis un rol intermediario del etileno en la promociéon del crecimiento del
sistema radicular en plantas de tomate inoculadas con A. brasilense.

El analisis global del perfil de expresion génica asociado a la inoculacion de plantas de
tomate con A. brasilense indico que la inoculacion estimulé la expresion de una variedad de
genes, muchos de los cuales se inducen por etileno y que se han encontrado sobre
expresados en otras especies en respuesta a la infeccion con patégenos o afectadas por
agentes generadores de estrés. Los niveles de expresion de los genes implicados en el
establecimiento de la respuesta hipersensible aparecen sub expresados lo cual podria
favorecer el establecimiento de la interacciéon endofitica entre A. brasilense y tomate.
Utilizando la técnica de 2D-DIGE se comenzo6 el andlisis de los perfiles de proteinas
expresadas en plantas de tomate inoculadas con A. brasilense. Con esta técnica se logro
evidenciar diferencias en los patrones de expresion que dependen del tratamiento al que se

sometio a las plantas.

Palabras claves: PGPRs, Azospirillum, CDPK, arroz, tomate, analisis genémico, analisis
protedbmico



Biochemical and molecular mechanisms triggered in the interaction between

plant growth promoting bacteria and  plants of agricultural interest

Abstract

This thesis is focused on the study of biochemical mechanisms involved in the interaction
among some growth-promoting bacteria and two plants of interest for agronomy: rice
(Oryza sativa) and tomato (Solanum lycopersicum).

The bacterium Azospirillum brasilense promoted growth in rice plants, especially in their
root system; inoculation induced an increase in ethylene production in the plant and in 1-
aminocyclopropane-1-carboxilic acid synthase (ACS) activity and expression. A rise was
also noticed in a Ca**-dependent protein kinase activity with the biochemical features of a
CDPK that could be related to lateral roots’ growth.

A. brasilense inoculation also promoted tomato plants growth, raised indole acetic acid
(IAA) and ethylene levels and the activity and expression of ACS. Exogenous supplement
of ethylene and the use of an inhibitor of their perception have allowed for the hypothesis
for an intermediary role of ethylene in A. brasilense-inoculated tomato plants’ root system
growth.

The overall analysis of the genetic expression profile of tomato plants associated to the
inoculation with A. brasilense has indicated that inoculation stimulated expression of a
variety of genes which are also induced by ethylene and have been found overexpressed
in other species as a result of pathogenic infection or affected by stress-generating agents.
The genes involved in the hypersensitive response appeared as underexpressed; this fact
could favour the stablishment of the endophitic interaction between A. brasilense and
tomato.

2D-DIGE technique was used to start the analysis of protein profiles expressed in A.

brasilense-inoculated tomato plants.

Key words : PGPRs, Azospirillum, CDPK, rice, tomato, genomic analysis, proteomic
analysis



“Si quieres construir un barco, no empieces por buscar madera, cortar tablas o
distribuir el trabajo, sino que primero has de evocar en los hombres el anhelo de mar

libre y ancho” (Antoine De Saint Exupery).
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Abreviaturas

ABA: Acido abscisico

ACC: Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
ACS: Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa
ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario
AIA: Acido indolacético

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero
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BrEt: Bromuro de etidio
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cpm: Cuentas por minutos
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DIGE: Electroforesis bidimensional diferencial en gel
DO: Densidad 6ptica
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IEE: Isoelectroenfoque
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NCBI: National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov)
NFb: Caldo libre de nitrdgeno

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida

pb: pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PM: Peso molecular

pmol: picomol

PRs: Proteina relacionada con la patogénesis
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PVP: Polivinilpirrolidona

rpm: Revoluciones por minuto

RT: Transcriptasa reversa

SA: Acido Salicilico

SAR: Resistencia sistémica adquirida
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1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, del inglés Plant Growth
Promoting Bacteria) son un grupo de bacterias que interactian con las plantas favoreciendo
su crecimiento y/o controlando los fitopatégenos que puedan infectarlas aumentando asi la
productividad de los cultivos. El grupo de PGPB mas estudiado son las rizobacterias
promotoras del crecimiento (PGPRs, del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria).
Estas colonizan la rizosfera acercandose y adhiriéndose a la superficie radicular (Kloepper y
col., 1999). Muchas de ellas son capaces de rebasar la barrera de la endodermis, cruzando
de la corteza de la raiz al sistema vascular, y subsecuentemente desarrollarse como
endofiticas en el tallo y otros 6rganos sin perjudicar a la planta (Compant y col., 2005).

Entre los microorganismos con actividad PGPR mas conocidos se encuentran
especies de los géneros Rhizobium, Pseudomonas, y Azospirillum (Glick, 1995). Los
mecanismos que utilizan estas bacterias para promover el crecimiento de las plantas son
numerosos y variados, y no solo difieren de un microorganismo a otro sino que también
pueden diferir de una cepa a otra. A diferencia de Rhizobium, donde la principal contribucion
de la bacteria al crecimiento de la planta parece ser la fijacion de nitrégeno por la bacteria,
las PGPRs de vida libre probablemente no cuentan con un solo mecanismo para promover
el crecimiento de la planta. Se postula que en la mayoria de los casos opera mas de un
mecanismo, y que los efectos en las plantas tratadas son aditivos (Bashan y Dubrovsky,
1996).

Los mecanismos de la promocion del crecimiento pueden ser directos o indirectos.
Mecanismos directos son los que entran en juego cuando los metabolitos producidos por
algunas cepas son utilizados como reguladores de crecimiento o precursores de éstos por
parte de la planta. Son ejemplos de estos mecanismos la fijacién biolégica de nitrégeno por
Azospirillum en asociacion con plantas de maiz y de trigo (Ribaudo y col., 2001); asimilacién
de nitratos (Garcia de Salamone y Doébereiner, 1996; Ribaudo y col., 1998); produccién de
hormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas, etc., (Bottini y col., 2004; Cassan y col.,
2001), y solubilizacion de fosfatos (Nico y col.,, 2012). Mecanismos indirectos son los
utilizados por las PGPRs con capacidad de control biolégico que evitan el dafio que los
fitopatbgenos ocasionan en las plantas; los mecanismos de control biolégico incluyen
competencia con el patdégeno, reemplazo fisico del fitopatégeno, secrecion de sideroforos,
(Glick y col., 1999) y sintesis de antibidticos como, 2,4-diacetilfluoroglucinol, y lipopépticos

ciclicos producidos por Pseudomonas, oligomicina A, kanosamina, y xantobacina
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producidos por Bacillus y Streptomyces (Raaijmakers y col., 2002). La produccion de
enzimas liticas es otro mecanismo que frena la proliferacion de patdgenos. Por ejemplo la
habilidad de producir quitinasas extracelulares es considerado crucial para Serratia
marcescens, Paenibacillus sp. y Streptomyces sp., al actuar como antagonistas contra
Sclerotium rolfsii y Fusarium oxisporum f. sp. cucumerinum (Ordentlich y col., 1988). La
detoxificacién y degradacién de factores de virulencia del patégeno es otro mecanismo de
biocontrol puesto en juego por las PGPRs. Algunos agentes de biocontrol son capaces de
detoxificar albicidina, toxina producida por Xantomonas albilineans. EI mecanismo de
detoxificaciéon incluye la produccion de una proteina que reversiblemente liga la toxina, por
ejemplo en Klebsiella oxytoca y Alcaligenes denitrificans (Walker y col., 1988), o bien como
una detoxificacion irreversible de albicidina mediado por una esterasa como ocurre con
Pantoea dispersa (Zhang y Birch, 1996). Por otro lado algunas toxinas de los patégenos
exhiben actividades que pueden suprimir el crecimiento de competidores microbianos, o
detoxificar antibioticos producidos por algunos microorganismos de biocontrol
contrarrestando el efecto de estos ultimos.

A pesar de que el hierro es uno de los minerales mas abundantes en la tierra,
generalmente no esta disponible en el suelo para la asimilacion directa por parte de las
bacterias debido a que las sales férricas, forma predominante del hierro en la naturaleza,
son poco solubles (Neilands y col., 1986). Las bacterias del suelo sintetizan y secretan
moléculas de bajo peso molecular (aproximadamente 400 a 1000 Daltons), conocidas como
sideroforos que ligan el hierro con alta afinidad. EI complejo hierro-sideroforo vuelve a la
célula bacteriana transportado por medio de un receptor celular y queda a disposicion para
el crecimiento bacteriano (Briat, 1992). Estas bacterias evitan que los patégenos fungicos
proliferen en la rizosfera de la planta hospedante debido a que secuestran el hierro y por lo
tanto queda menor cantidad disponible para el crecimiento de los mismos. Las plantas
generalmente no se ven afectadas por la disminucion localizada de hierro en el suelo
provocada por la produccién de sider6foros dado que la mayoria de ellas son capaces de
crecer con concentraciones de hierro menores (aproximadamente 1000 veces) que la
mayoria de los organismos (O’'Sullivan y O’'Gara, 1992).

Ademas de los antibiéticos y sideréforos, las PGPRs de control bioldgico producen
una amplia variedad de metabolitos de bajo peso molecular con actividad antifiingica. Por
ejemplo, algunas Pseudomonas pueden sintetizar 4cido cianhidrico, al cual ellas mismas
son resistentes, metabolito que se ha relacionado con la capacidad de esas cepas para
inhibir algunos hongos patogénos como Thielabiopsis basicola, agente causante de la
pudricion negra de las raices de tabaco (Voisard y col., 1989).
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Recientemente se descubrié que ciertas bacterias PGPRs suprimen a los patdgenos
por su capacidad de Quorum-sensing, degradando sefales autoinducidas, y bloqueando asi
la expresion de numerosos genes de virulencia (Dong y col., 2004).

Finalmente ciertas PGPRs despiertan en la planta una respuesta sistémica
inducida (ISR, del inglés Induced Systemic Response), en la cual no se evidencian dafios
sobre la planta pero que resulta en una inmunizacién contra el ataque de patégenos. El
mecanismo bioquimico que media a ISR se describe en detalle en el item Mecanismos
Moleculares de Defensa. La forma en que se manifiesta ISR y su efectividad dependen de
la bacteria y la combinacion bacteria-planta. La mayoria de tales asociaciones involucran a
los géneros Pseudomonas, Bacillus y Serratia (Sharma y Nowak, 1998).

Es bien sabido que los microorganismos patégenos afectan la salud de la planta y
son una amenaza crénica para la produccion de alimentos y la estabilidad del ecosistema
en todo el mundo. Como la produccidon agricola se intensific6 en pocas décadas,
incrementar la produccion depende cada vez en mayor medida del uso de agroquimicos
como un método relativamente confiable de proteccion. Sin embargo, el incremento del uso
de quimicos agregados causa varios efectos negativos, como el desarrollo de resistencia de
los patégenos a los agentes aplicados y el impacto negativo en el ambiente (Gerhardson,
2002). El control biologico es considerado actualmente una alternativa o via complementaria
para lograr la reduccion del uso de productos quimicos en la agricultura (Welbaum y col.,
2004).

Por estas razones se trata de incrementar el desarrollo de inoculantes biolégicos que
incluyen en su formulacion microorganismos benéficos para las plantas, tanto los que
protegen a la planta contra el ataque de patégenos, plagas y malezas, como de los que le

facilitan la obtenciéon de nutrientes.

1.1. Descripcion de algunas PGPRs

1.1.1. Familia Enterobacteriaceae

Esta familia comprende un gran numero de géneros. Los que se encuentran
comunmente en la rizésfera corresponden a: Enterobacter, Pantoea, Klebsiella, Escherichia,
Erwinia, Serratia y Citrobacter (D6bereiner y Pedrosa, 1987).

Se observaron efectos de promocion de crecimiento vegetal, especialmente sobre el
sistema radicular, en plantas de arroz inoculadas con S. marcescens (Prasad y col., 2001).
Se ha observado ademés solubilizacion de fosfato tricalcico en los géneros Serratia (Chen y
col., 2006) y Enterobacter (Shoebitz y col., 2009).
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1.1.2. Familia Pseudomonadaceae

Esta familia incluye avarios géneros entre ellos Azomonas, Azorhizophilus,

Azotobacter, Flavimonas, Pseudomonas, Rhizobacter, Rugamonas, entre otros.

El género Pseudomonas

Las bacterias del género Pseudomonas pueden ser encontradas en diferentes
ambientes tales como suelo, agua, y tejido animal y vegetal.

Diferentes especies de este género son bacterias patdgenas de seres humanos,
animales y plantas, por ejemplo, Pseudomonas syringae pathovar tomato y Pseudomonas
aeruginosa son conocidos patégenos de tomate (Cohn y Martin, 2005). Sin embargo
algunas especies de este género, como P. fluorescens son sapréfitos no patogénicos y son
considerados PGPRs ya que poseen la capacidad de disminuir la accién de fitopatégenos a
través de la produccion de sideréforos y antibioticos (Lemanceau, 1992). Varios autores
sefialan a algunas especies del género Pseudomonas entre las mas efectivas en reducir
enfermedades en los suelos denominados supresivos (Weller, 1988).

En cuanto a los efectos directos de la promocion del crecimiento que posee este

género de bacterias, se destaca la solubilizacion de fosfatos (Babu-Khan y col., 1995).
1.1.3. PGPRs diazotréficas

Debido la diversidad de Familias que contienen géneros de bacterias fijadoras de
nitrégeno o diazotroficas, se comentan soélo algunas de ellas.

Azospirillum (Familia Rhodospirillaceae) es un género bacteriano conocido desde
hace varios afos, se aislo de la rizosfera de muchas hierbas y cereales en todo el mundo,
en las zonas tropicales y en los climas templados.

Herbaspirillum sp., (Familia Oxalobacteraceae) es un enddfito, que coloniza arroz,
maiz, sorgo, cereales y cafia de azlcar. Estos dos género de bacterias se describiran
posteriormente en mayor detalle.

Otras PGPRs con capacidad de fijar N, incluyen Azoarcus sp., Burkholderia sp.,
(Familia Burkholderiaceae) Azotobacter sp. (Azotobacteriaceae) y Paenibacillus polymyxa,
(Familia Paenibacillaceae). Azoarcus sp. es una [B-proteobacteria, y la mayoria de las
especies se han aislado de raices o tallos de hierba Kallar, no son capaces de utilizar los
hidratos de carbono para el crecimiento sino que utilizan 4cidos o etanol y sus temperaturas
Optimas de crecimiento son altas (37-42°C).

Gluconacetobacter diazotrophicus, (Familia Acetobacteraceae), es una bacteria
gram-negativa, aerobia estricta, aislada originalmente de las raices y tallos de cafia de

azucar.
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El género Burkholderia (Familia Burkholderiaceae) contiene mas de 30 especies, y
la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico se ha establecido en varios aislamientos de

plantas.

El género Azospirillum

Azospirillum pertenece a la subclase a de las proteobacterias siendo Azospirillum
lipoferum la especie tipo. Son bacterias flageladas Gram negativas, de forma vibroide, con
movilidad espiralada. Son organismos aerdbicos capaces de fijar nitrdgeno atmosférico en
condiciones de microaerofilia (0,04 a 0,2 kPa).

Las células contienen cantidades elevadas de poli-R-hidroxibutirato (PHB) que llega
hasta el 50% del peso seco celular; en las células jévenes se pueden observar al
microscopio abundantes granulos refringentes de PHB (Hartmann y col., 2000).

La primera especie de Azospirillum se aislé en Holanda a partir de suelos arenosos
pobres en nitrégeno, y originalmente se la llamé Spirillum lipoferum. Débereiner vy
colaboradores fueron los primeros en informar su amplia distribucion en la rizosfera de
diversos pastos tropicales (Ddbereiner y col., 1976). Posteriormente se aislaron cepas de
Azospirillum de la filosfera de raices de numerosos pastos y cereales y de plantas de
diversas familias, en suelos tropicales, subtropicales, templados y articos (Singh, 1992;
Saleenay col., 2002).

Actualmente son reconocidas varias especies del género Azospirillum. Las dos
primeras en ser descriptas, A. lipoferum y A. brasilense, han sido las mas estudiadas.
Posteriormente se caracterizaron las especies A. amazonense aislada de pastos en el area
del Amazonas (Falk y col., 1985), A. halopraeferans la especie halo-tolerante de las raices
del pasto Kallar (Reinhold y col., 1986), A. irakense, una especie que degrada pectina,
aislada a partir de raices de arroz, (Khammas y Kaiser, 1991) y A. largimobile y A.
doebereinerae (Eckert y col., 2001). Entre las Ultimas especies descubiertas se encuentran
A. oryzae (Xie y Yokota, 2005), A. melinis (Peng y col., 2006) y A. canadensis (Mehnaz y
col., 2007). En la actualidad se han descripto quince especies pertenecientes al género

Azospirillum (Lavrinenko y col., 2010).

El género Herbaspirillum

Herbaspirillum seropedicae fue aislada por primera vez en la ciudad de Seropédica,
Rio de Janeiro, por Baldani y col. (1986). Fue inicialmente descripto como Azospirillum
seropedicae debido a varias similitudes con el género Azospirillum y mas tarde fue ubicado
en un género nuevo, Herbaspirillum. Son bacterias Gram negativas que presentan flagelos,
su forma es espiralada y se encuentran en asociacion con plantas herbaceas. Al igual que
Azospirillum presentan la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico en condiciones de

microaerofilia. Se ha aislado de raices, tallos y hojas de maiz, trigo, sorgo, arroz y cafia de
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azucar (Elbeltagy y col. 2001). Otra de las especies de este género es Herbaspirillum
rubrisubalbicans, antiguamente conocida como Pseudomonas rubrisubalbicans (Baldani y
col., 1996). Este es agente causante de una enfermedad conocida como estria moteada en
algunas variedades de cafia de azulcar. El género se amplié para incluir a otras especies
reclasificadas y se incluyeron seis nuevas siendo actualmente un total de aproximadamente
diez (Chubatsu y col, 2012).

1.1.4. Familia Rhizobiaceae

La Familia Rhizobiaceae incluye muchas especies de rizobios e incluso al parasito
de plantas Agrobacterium. Son proteobacterias, Gram-negativas, aerobias. Muchas

especies de la familia Rhizobiaceae son diazétrofos simbidticos.

1.2. Mecanismos promotores del crecimiento vegetal en Azospirillum

Se han propuesto varios mecanismos de accion: i) fijacion bioldgica del nitrégeno, ii)
cambios en la sintesis de hormonas que regulan el crecimiento vegetal, iii) incremento en el
desarrollo del sistema radicular relacionado en general con los cambios hormonales que
promueve una mayor capacidad de absorcion de agua y minerales; iv) alteracion del
funcionamiento de la membrana a través de la sintesis de moléculas de comunicacion
celular relacionadas con la absorcién de iones y v) la hipétesis aditiva, la cual propone la

intervencion de todos los mecanismos mencionados (Bashan y col., 2004).

1.2.1. Fijacién Bi oldgica del Nitrégeno

Todas las cepas salvajes de Azospirillum fijan nitrégeno atmosférico, ya sea como
bacterias libres 0 en asociacion con plantas. EI mecanismo de fijacién biolégica involucra la

participacién de la enzima bacteriana nitrogenasa, que cataliza la siguiente reaccion:

N,+8H"+8e +16 ATP ——» 2 NH;+ H,+ 16 ADP + 16 Pi

Con la fijacién del nitrdgeno atmosférico, se incrementa el nitrdgeno incorporado por
la planta y esto lleva a incrementos en el rendimiento de la misma expresado en términos de
concentracion de nitrégeno total (Baldani y Baldani, 2005). Estudios sobre la inoculacion de
trigo y maiz han indicado que de 5 a 10% y en algunos casos hasta 18% del nitrdgeno total
de la planta, proviene de la fijacion biologica del nitrogeno (Rennie y Thomas, 1987). Sin
embargo, al menos en suelos ricos en nitrogeno, la fijacion bioldgica por Azospirillum no es
un mecanismo relevante en la promocion del crecimiento, por lo tanto otro, u otros de los
mecanismos mencionados anteriormente serian los responsables del mayor crecimiento de

la planta.
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1.2.2. Efectos hormonales de la inoculacién con Azospirillum

La sintesis de hormonas llevada a cabo por la bacteria es responsable del mejor
crecimiento de la raiz y de la parte aérea de las plantas ya que los efectos de la inoculacién
son similares a los que se observan cuando las plantas son tratadas con fitohormonas
(Bashan y Bashan, 2010).

1.2.2.1. Sintesis de AIA

El mecanismo de la produccién de auxinas ha sido muy estudiado, especialmente el
del &cido indol acético (AlA) (Jain y Patriquin, 1985).

El AIA producido por las bacterias puede modificar el contenido endégeno de AIA de
la planta y este a su vez incrementar el contenido de etileno (Glick y col., 1999).

En cultivos de Azospirillum, ademas de AIA se han encontrado otros compuestos
inddlicos y metabolitos relacionados tales como el &cido indol pirGvico, indol lactico, indol
acetamida, indol acetaldehido (Perrig y col., 2007). Actualmente se sabe que Azospirillum
puede sintetizar AlA a través de tres vias. En tanto que las vias del acido indol pirtvico y la
del indol acetamida son dependientes del triptofano, la tercera es una via independiente de

este amino&cido, desconociéndose el precursor del AlA.

1.2.2.2. Sintesis de giberelinas

Se ha demostrado que A. lipoferum Op33 es capaz de metabolizar formas inactivas
de giberelinas (GAs) a sus formas con actividad bioldgica, por ejemplo GA20 a GALly GA9 a
GA3 confirmando la capacidad del microorganismo para aumentar en la planta el pool
endogeno de formas activas de GAs por la eliminacién de glucosa a partir de los conjugados
sin actividad biolégica (Piccoli y col., 1998). Bottini y col., (2004) demostraron que A.
lipoferum tiene ademas la capacidad de producir giberelinas (GA1l, GA3 e iso-GA3) en
medio de cultivo quimicamente definido.

Estos resultados permiten suponer que la promocion del crecimiento de plantas
inoculadas con Azospirillum se debe, al menos en parte, a la capacidad bacteriana de

metabolizar precursores inactivos de GAs a sus formas activas.

1.2.2.3. Sintesis de etileno

Perrig y col., 2007 demostraron en medios de cultivo definidos, que A. brasilense
AZ39 y A. brasilense Cd son capaces de sintetizar etileno y que esta sintesis es
dependiente de la concentracion de metionina en el medio. Es posible entonces que los
efectos del etileno en las plantas colonizadas por PGPRs se deban a la hormona sintetizada

por la bacteria mas la producida por la planta.
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1.2.2.4. Otras sustancias reguladoras del crecimiento

Otras hormonas sintetizadas por Azospirillum son zeatina, 4cido abscisico (ABA),
poliaminas (Thuler y col., 2003).

Es conocido que Azospirillum produce NO a bajas concentraciones de O, por un
proceso llamado desnitrificacion (Hartmann y Zimmer, 1994). Por otro lado se ha
demostrado que NO tiene un rol importante en la arquitectura radicular relacionada con la
formacion de raices laterales (Correa-Aragunde y col. 2004) y la formacién de raices
adventicias (Pagnussat y col.,, 2003). Creus y col., 2005 demostraron que el NO es un
componente del sendero de sefalizacién que lleva a la formacién de raices laterales en

plantas de tomate inoculadas con Azospirillum.
1.2.3. Incremento en el d esarrollo del sistema radicular

Diversos factores quimicos, fisioldgicos, ambientales y nutricionales regulan la
adhesién de A. brasilense a las raices (Bashan y col.,, 1986). Pinheiro y col., 2002
demostraron que existe un numero saturable y especifico de sitios disponibles en las raices
para ser colonizados por la bacteria. A través de la utilizacion de una mutante de A.
brasilense sin flagelos, se demostro que el flagelo polar esté involucrado en la adhesion de
las bacterias a las raices, encontrandose que flagelos polares purificados se adhieren a
raices de trigo in vitro (Croes y col., 1993). Se ha sugerido que el mecanismo de adhesion
bacteria-planta esta mediado por lectinas expuestas en la superficie celular de la bacteria o
contenidas en el material fibrilar.

Los efectos mas sobresalientes de la inoculacion vegetal con Azospirillum son los
cambios morfolégicos que sufre el sistema radicular. Estos cambios se encuentran
directamente relacionados con la concentracion del indculo; cuando éste es superior a los
niveles éptimos tiene efectos inhibitorios, mientras que dosis bajas no causan ningun efecto.
El nivel de inoculacién éptimo para muchos cereales es de alrededor de 10°-10° unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Una concentracién de inéculo de 10%-10°
UFC/mL generalmente inhibe el desarrollo radicular. Los efectos observados debido a la
inoculacion son: el incremento en la longitud de la raiz principal, en el nimero y longitud de
las raices laterales, en el nUmero, densidad y aparicion temprana de pelos radiculares, en el

peso seco de la raiz, y aumentos en la exudacion radicular (Bashan y col., 2004).
1.2.4. A. brasilense como agente de biocontrol

A. brasilense puede limitar el crecimiento de bacterias no patogénicas (Romero y
col., 2003). La capacidad de biocontrol estaria relacionada con la produccion de
bacteriocinas, de sideréforos y la sintesis de acido fenilacético con actividad antimicrobiana
(Somers y col., 2005).
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1.3. Efecto de Azospirillum sobr e el rendimiento de los cultivos

La inoculacion de plantas con Azospirillum puede dar como resultado un cambio
significativo en varios parametros de crecimiento, los cuales pueden afectar o no el
rendimiento de la cosecha.

La mayoria de los estudios relacionados con el efecto de la inoculacion con
Azospirillum se han llevado a cabo en cereales y pastos (Bashan y Dubrovsky, 1996;
Ribaudo y col., 1998; Barassi y col., 2007) y en menor grado, en otras familias de plantas
(Bashan, 1998). En general los estudios han demostrado los siguientes resultados: i)
incremento en peso seco total y en la concentracion de nitrégeno en hojas y grano. ii)
floracion y aparicién de espigas mas tempranas. iii) aumento en el nUmero de espigas y
mazorcas. iv) incremento en el nimero de granos por espiga. v) plantas mas altas e

incremento en el tamafio de la hoja (Bashan y col., 2004).

1.4. Otros usos de Azospirillum

Ademas de su aplicacion en la agricultura, Azospirillum se ha convertido en un
excelente modelo para los estudios genéticos de bacterias asociadas a plantas en general.
Adicionalmente, aplicaciones diferentes a la agricola, como la produccion de poli-beta-
hidroxibutirato para usos médicos, degradacion de contaminantes, produccion de vitaminas
y tratamiento de aguas residuales, estdn cobrando importancia Gltimamente (Johri y col.,
2003; Bashan y col., 2004; Lin y col., 2011; Galazka y col., 2012).

1.5. Promocion del crecimiento  ejercido por He rbaspirillum

H. seropedicae es una bacteria diazétrofica endofitica capaz de colonizar las raices,
tallos y hojas sin causar sintomas de enfermedad. H. seropedicae expresa genes nif en
raices, tallos y hojas de arroz, sorgo, maiz y trigo (Roncato-Maccari y col., 2003), y su
contribucién al contenido de nitrégeno de la planta se demostré en arroz, (Elbeltagy y col.,
2001; James y col., 2002) y maiz (Ribaudo y col., 2006). Baldani y col., 2000 demostraron
que plantas axénicas de arroz "Guarani" inoculadas con H. seropedicae Z94 podrian

obtener méas de 50% de sus necesidades de nitrogeno a partir de la fijacion biologica.

2. Las hormonas vegetales

Las hormonas vegetales son compuestos naturales, de bajo peso molecular, activas
en bajas concentraciones que actian como mensajeros quimicos responsables de la
integracion de los procesos relacionados con el crecimiento y el desarrollo de las plantas.

Estas hormonas pueden actuar sobre tejidos diferentes al que las produjo, mediando asi la
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comunicacion intercelular. La sintesis y la degradacion de las hormonas estan reguladas
tanto por los procesos enddgenos de la planta que tienen que ver con su crecimiento y
desarrollo, como por factores externos (luz, fotoperiodo, dafio, etc.). En ultima instancia las
hormonas modifican los programas de expresion génica que modulan infinidad de
respuestas de la planta.

Auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscicico, etileno, jasmonico, metil
jasménico y Ultimamente sistemina, son consideradas las mas importantes hormonas
vegetales. Existen otros compuestos como varios oligosacaridos y compuestos fendlicos
gue intervienen en algunos procesos de sefalizacién pero no son considerados hormonas.

En contraste con las hormonas animales que pueden producir efectos fisioldgicos
muy especificos, las funciones reguladoras de las fitohormonas se solapan ampliamente.
Ninguna hormona vegetal tiene el control exclusivo de un determinado efecto fisiol6gico. De
hecho practicamente todas las hormonas vegetales tienen efectos sobre la mayoria de las
fases del desarrollo de las plantas. Por lo tanto la regulacion hormonal en las plantas debe

analizarse en términos de una interaccion positiva o negativa entre las diferentes hormonas.

2.1. Auxinas

Las auxinas son importantes reguladores del crecimiento y del desarrollo vegetal.
Entre los mecanismos regulados por auxinas se encuentran la orientacion de raices y tallos
en respuesta a la luz y a la gravedad, la dominancia apical, la iniciacién de raices laterales y
adventicias y la estimulacién de la divisién celular. Estos procesos son regulados positiva o
negativamente segun la concentracién de auxinas. Aparte de los factores enddgenos de la
planta que regulan los niveles de auxinas como ser la sintesis de novo, la degradacion, la
formacion de conjugados y la hidrdlisis, las auxinas secretadas por los microorganismos del
suelo también contribuyen al pool endégeno de la hormona.

Se conocen varias auxinas naturales; el acido 3-indol-acético (AlA) es el
representante mas importante de la familia, de hecho se habla generalmente de AIA como

sinénimo de auxina. En la Fig. 1 se muestra la estructura del acido 3-indol-acético.

CHr~COOH

o

Figura 1. Estructura de la auxina natural acido 3-indol-acético (AlA)
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Las auxinas se sintetizan en los brotes apicales y en las hojas jévenes y su
transporte desde el lugar de sintesis hasta regiones distales de la planta se lleva a cabo por
un mecanismo polar, pasando de célula a célula, desde el apice hasta la base via proteinas
transportadoras, 0 no polar moviéndose pasivamente hacia arriba o hacia abajo via el
sistema vascular.

Existen varios senderos diferentes para la sintesis de auxinas en plantas; el
triptofano es el precursor predominante en algunos de ellos pero a partir del estudio de
mutantes deficientes en la sintesis de triptofano se ha demostrado en algunas plantas la
existencia de senderos que no involucran a este amino acido (Ljung y col., 2001).

La mayor parte del AIA sintetizado por la planta es almacenado en forma de
conjugados inactivos con inositoles, azlcares o péptidos. Estos conjugados son hidrolizados
por enzimas especificas para proveer la concentracién 6ptima de AlA libre en cada proceso
de crecimiento o desarrollo como por ejemplo durante la germinacion de la semilla (Perrot-
Rechenmann y Napier, 2005).

El establecimiento rapido del sistema radicular, ya sea por crecimiento de la raiz
primaria o por proliferacion de las raices laterales y adventicias es sumamente ventajoso
para las semillas en germinacion ya que les permite anclarse mejor al suelo y facilita la
obtencién de agua y de nutrientes. Dado que, como se dijo mas arriba, el agregado externo
de AIA promueve el desarrollo del sistema radicular, esta hormona y algunos de sus
derivados sintéticos se han utilizado para mejorar el desarrollo de las raices en cultivos de
interés econdmico. Es importante destacar que los efectos de las auxinas dependen de las
concentraciones aplicadas: asi mientras el crecimiento de las raices laterales y adventicias
es inducido por altas concentraciones de AIA, bajas concentraciones de la hormona

estimulan la elongacion de la raiz primaria (Meuwly y Pilet, 1991).
2.1.1. Efectos de las auxin as bacterianas en las plantas

Alrededor del 80% de las bacterias del suelo tiene la capacidad de producir AlA, lo
gue muestra la enorme potencialidad de las mismas para contribuir al pool endégeno de AIA
de las plantas (Patten y Glick, 1996). En el caso de algunos de estos microorganismos
como Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes, la produccién de AIA esta
relacionada con el desarrollo de tumores que eventualmente podrian tener un efecto
negativo en la salud de la planta. En otros casos como Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacter, Azospirillum, Rhizobium, y Bradyrhizobium, la produccién de AIA promueve el
desarrollo del sistema radicular, comportamiento tipico de las PGPRs (Xie y col., 1996). A.
brasilense produce altos niveles de AIA y afecta positivamente el desarrollo del sistema

radicular de trigo en forma similar a la aplicacion externa de AIA y este efecto es
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independiente de la capacidad de la bacteria de fijar nitrogeno del aire (Barbieri y Galli,
1993).

De la misma forma que el efecto inductor o inhibitorio de las auxinas depende de la
concentracion de las mismas, se ha demostrado que el efecto de la inoculacién con
bacterias promotoras del crecimiento puede ser inductor o inhibidor del crecimiento segun
sea la cantidad de AIA que producen las distintas cepas y del indculo utilizado; esto sugiere
gue a mayor nivel de AlA sintetizado por las bacterias, mayor es la cantidad disponible para
la planta. Es obvio entonces que si el nivel de auxinas en una planta resulta de lo aportado
por las bacterias mas lo sintetizado enddgenamente, una determinada bacteria sera
promotora o inhibidora del crecimiento dependiendo de la produccion de auxinas por la
propia planta (Dubeikovsky y col., 1993).

Se han propuesto varias hipétesis para explicar por qué algunas bacterias producen
AlA; quiza la mas obvia respuesta sea que la produccién de fitohormonas le provee a la
bacteria un mecanismo para estimular el crecimiento de la planta que a su vez aumenta la

produccion de metabolitos que la bacteria utiliza en su beneficio.

2.2. Etileno

El etileno es una hormona vegetal difusible que tiene un rol sumamente importante
en la integracién entre los eventos metabdélicos y del desarrollo y los estimulos externos. El
etileno esta involucrado en procesos muy diversos en el desarrollo de las plantas tales como
germinacion de las semillas, desarrollo de pelos radiculares, nodulacién de la raiz,
maduracion de los frutos, absicion y senescencia. También es un importante mediador en la
respuesta a distintos tipos de estrés tanto bidticos (por ejemplo ataque por patdgenos) como
abidticos (como dafio, hipoxia, frio, sequia); estos estimulos usualmente aumentan la
sintesis de etileno que a su vez disminuye el desarrollo de la planta hasta que el estimulo
desaparece.

A nivel génico, en respuesta a los estimulos mencionados, el etileno induce la

transcripcién de un gran niumero de genes.
2.2.1. Biosintesis y degradaci 06n del etileno en plantas

En las plantas superiores el etileno es sintetizado a partir de metionina via los
intermediarios  S-adenosil-L-metionina (SAM), y ACC. Las enzimas involucradas
secuencialmente en el proceso son SAM sintetasa, ACS y ACC oxidasa (ACO). La Fig. 2

resume los pasos de la sintesis de etileno.
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ACS

La ACS es una enzima citosolica, exclusiva de plantas superiores, que esta presente
en concentraciones extremadamente bajas en los tejidos vegetales y que regula el paso
limitante de la sintesis del etileno. La actividad de la ACS requiere fosfato de piridoxal como
cofactor y presenta estricta especificidad por el diasteroisomero natural de SAM.
Actualmente estan clonadas ACSs de una gran variedad de especies vegetales como
tomate, manzana y Arabidopsis lo que ha permitido establecer que los genes que codifican
para esta enzima pertenecen a familias multigénicas (Johnson y Ecker, 1998). La mayor
homologia entre las isoformas se encuentra en la region central del polipéptido que contiene
el sitio activo (Kende, 1993). La regién carboxilo terminal es variable y contiene dominios
gue modifican aspectos estructurales y cataliticos de la enzima y afectan la dimerizacion (Li
y Mattoo, 1994).

ATP>
AM si
PPi+Pi S sintetasa

v
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Figura 2. Esquema de la sintesis del etileno y su probable regulacion. Modificado de Wang y
col. Plant Cell Supp. 2002, 131-151.

Los miembros de las familias multigénicas de la ACS se expresan diferencialmente
en respuesta al desarrollo, a factores ambientales y a hormonas. Se ha demostrado
aumento de la sintesis de la enzima durante la maduracién del fruto, marchitamiento de las
flores y en respuesta a sefiales externas como dafio, estrés mecanico, auxinas, citoquinina

y etileno (Kende, 1993). En el caso de tomate se ha visto que la expresion de una
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determinada isoforma aumenta en la maduracion del fruto, otra en respuesta al dafio y una
tercera en respuesta a auxinas (Kende y Zeevart, 1997).

La ACS esta regulada tanto a nivel transcripcional como postraduccional. En tomate
la fosforilacion/defosforilacion de la ACS2 regula su recambio aguas arriba del sendero de
degradacién via ubiquitina. Se ha demostrado que esta isoforma se estabiliza por
fosforilacion y se degrada después de la defosforilacién. Se vio que la cantidad de LeACS2
afectada por inhibidores de quinasas y fosfatasas afecta significativamente la actividad
celular de la ACS, el contenido de ACC y la produccion de etileno en frutos de tomate
sugiriendo que la regulacion postraduccional por fosforilaciéon juega un rol importante en el
control de la produccion de etileno. Una CDPK, LeCDPK2, y una quinasa activada por
mitégeno fosforilan en diferentes sitios a la LeACS2 inmediatamente después de su sintesis
en respuesta a sefiales por dafio y practicamente todas las moléculas de LeACS2 resultan
fosforiladas en la célula. Ambas fosforilaciones son necesarias para la estabilidad de la

enzima (Kamiyoshihara y col., 2010).
ACO

La ACO que cataliza la ultima etapa de la biosintesis de etileno, requiere O,, Fe*" y

ascorbato como cofactores. La reaccion que cataliza es:

ACC+ O, + ascorbato ——» C,H,; + HCN + dehidroascorbato + 2 H,O

El CO, es una activador esencial de la actividad ACO, aumenta la afinidad por ACC,
por el O, y por el ascorbato (Finlayson y Reid, 1994). El analisis de las secuencias
aminoacidicas deducidas de los genes clonados de ACO ha demostrado que la enzima esta
codificada por una familia multigénica y que las proteinas resultantes son altamente
homologas especialmente en su region interna. ACO se expresa constitutivamente a bajos
niveles en la mayoria de los tejidos vegetales y su actividad aumenta durante la maduracion
del fruto, la senescencia floral, el dafio mecanico y la presencia de efectores fungicos (Fluhr
y Mattoo, 1996). También se ha encontrado aumento de la actividad de ACO en respuesta a
ACC y a hormonas como auxinas (y el mismo etileno), conocidos activadores de la
biosintesis de etileno (Kende, 1993). Asi, el tratamiento de los tejidos con etileno estimula
la actividad ACO a través de un feedback positivo: la induccién de ACS por etileno lleva a la
produccién de ACC que a su vez estimula la ACO constitutiva del tejido y produce mas
etileno. El aumento de la actividad estd asociado a regulaciéon de la transcripcion de la
enzima (Fluhr y Mattoo, 1996). La aparente transcripcion coordinada de los transcriptos de

ACS y ACO producen una importante autocatalisis de la sintesis de etileno.
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En tomate la familia ACO comprende cuatro miembros (LeACO1-4). Se expresan
durante el desarrollo floral. LeACO1 se expresa preferencialmente en pétalos, estigma y
estilo; LeACO2 en antera, y LeACO3 en todos los 6rganos florales, incluidos los sépalos
(Barry y col., 1996). En cuanto a la presencia de estos mensajeros en fruto, LEACO1 y
LEACO4 son pre-existentes en el fruto preclimatérico y se incrementan cuando comienza la
maduracion (Nakatsuka y col.,, 1998) en tanto que la expresion de LeACO3 es baja y

transiente.
ACC desaminasa

La ACC desaminasa degrada el ACC a amonio y a-cetobutirato. Es una enzima
citoplasmética, trimérica, exclusiva de microorganismos y ha sido detectada en un gran
namero de cepas bacterianas, principalmente Pseudomonas spp, aisladas de suelo,
muchas de las cuales tienen la capacidad de promover el crecimiento vegetal (Glick y col.,
1995). Esta actividad enzimatica les permite a estas bacterias utilizar el ACC como fuente
de nitrégeno en medio minimo. Actualmente estan clonados los genes de ACC desaminasa
de un gran numero de especies de Pseudomonas y Enterobacter.

Del estudio de la relacién existente entre la presencia de actividad ACC desaminasa
en las bacterias promotoras del crecimiento vegetal y del efecto inhibitorio del etileno sobre
este, se ha propuesto un posible rol de la enzima en el mecanismo de interaccion
PGPR/planta. La capacidad de promover el crecimiento vegetal de las cepas con actividad
de ACC desaminasa se manifiesta, por ejemplo, en el aumento de la elongacién de las
raices en plantas sensibles al etileno inoculadas con estas bacterias (Shah y col., 1997);
este efecto es comparable al logrado utilizando el inhibidor de la ACC sintasa
aminoetoxivinilglicina (AVG) (Hall y col., 1996). Por otro lado, las cepas mutantes defectivas
en ACC desaminasa pierden su capacidad promotora de la elongacién de las raices (Glick y
col., 1994). Asimismo, el contenido de ACC en las raices provenientes de plantas tratadas
con la PGPR Pseudomonas putida es menor que en las semillas no tratadas y no varia
cuando se utiliza una mutante defectiva en ACC desaminasa (Glick y col. 1995). Estas
observaciones permitieron a Glick y colaboradores proponer un modelo que explicaria de
gué manera las PGPRs podrian disminuir los niveles de etileno en las plantas promoviendo
asi su crecimiento (Glick y col., 1999). Segun este modelo la bacteria se une a la superficie
de la semilla o de la raiz de la planta y en respuesta a triptofano y otros exudados de la
planta, sintetiza y excreta AIA que es tomado en parte por la planta. Este AlA, junto con el
enddgeno generado en la misma planta puede estimular la proliferacion y la elongacion
celular e inducir la actividad de ACS para convertir SAM en ACC y finalmente en etileno. Se
postula que parte del ACC es exudado junto con otras moléculas y podria ser incorporado

por la bacteria cuya actividad ACC desaminasa lo degrada a amonio y a-cetobutirato

15



INTRODUCCION

promoviendo el aumento de la liberacion de ACC por la planta y en consecuencia
disminuyendo su concentracion interna y la induccion de la sintesis de etileno. En la Fig. 3
se muestra un esquema actualizado de la regulacion de los niveles de etileno por las
PGPRs (Hardoim y col., 2008).
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Figura 3. Representacion esquematica de la modulacion del etileno de la planta por los endofitos. El
triptofano exudado por la planta es tomado por la bacteria y convertido a AIA fundamentalmente por
las vias del indol-3-piruvato (IPyA) y del indol-3-acetamida (IAM). EI AIA de la planta también es
exudado y utilizado como molécula sefial por la bacteria. La familia multigénicas de las ACS y la ACO
se regulan independientemente por factores bidticos (incluidas auxinas) y abitticos. La forma
fosforilada de la ACS es mas estable y activa y convierte S-AdoMet en ACC. No se conoce la
fosfatasa que regula la defosforilacion de la ACS fosforilada. En presencia de bacterias que poseen
ACC deaminasa, el ACC de la planta es secuestrado por la célula bacteriana y transformado en NHs
y a-cetobutirato. En ausencia de tales bacterias el ACC es oxidado por ACO para dar etileno, CN" y
CO,. Modificado de Hardoim y col., 2008, Trends in Microbiology 16:463-471.

Dado que la regulacion de los niveles de etileno es de suma importancia en muchos
cultivos para regular la maduracion de los frutos y prevenir los efectos deletéreos en
vegetales y flores, la manipulacion de los niveles de ACC desaminasa es una herramienta
potencialmente importante para este fin. De hecho, la enzima ha sido utilizada para obtener
plantas de tomate transgénicas que muestran una fase de maduracién mas prolongada y un
menor nivel de etileno desencadenado por la infeccion por patégenos (Van Loon y col.,
2006, a).
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2.2.2. Percepcion del etileno y sefalizacién

Después de su sintesis el etileno es percibido por receptores especificos y se gatilla
un sendero de transduccion que finalmente desencadena respuestas fisilégicas especificas.
Si bien la mayoria de los componentes de este sendero han sido identificados y su funcion
estudiada en Arabidopsis, la estructura basica del sendero de sefalizacion parece ser
semejante en otras plantas aunque puede variar el nimero de componentes del sendero de
una especie a otra.

El etileno es sensado por una familia de receptores unidos a la membrana del
reticulo endoplasmico que presentan similitud de secuencia con los sistemas bacterianos
de dos componentes con actividad de histidina quinasa involucrados en la deteccion de
cambios ambientales. De los resultados de estudios bioquimicos y genéticos realizados en
Arabidopsis se concluyd que el mecanismo de transduccion mediado por etileno sigue el
modelo del agonista inverso, es decir en ausencia de etileno el receptor es
constitutivamente activo en la transduccién y cuando el etileno se une al receptor este es
inactivado. El etileno se une a una region hidrofébica del dominio N terminal de los
receptores dimerizados y requiere la presencia de Cu®*. En Arabidopsis existen cinco de
estos receptores, denominados ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4, que se clasifican en dos
subfamilias, | y Il, dependiendo de la presencia o ausencia del dominio candénico de
histidina quinasa. Resultados recientes sugieren que los distintos receptores no tienen
funciones redundantes como se pensoé originalmente (Lin y Grierson, 2010). En el caso de
ETR1 se ha encontrado recientemente que su funcién es regulada por una proteina, RTE1
(Reversion-To-Ethylene Sensitivity) que estabiliza el estado encendido del receptor. Los
receptores acttan como reguladores negativos a través de CTR1 (Constitutive Triple
Response 1) que codifica una Raf-like MAPKKK. Recientemente se ha encontrado que
existen cuatro genes que codifican para proteinas similares a CTR1 en Arabidopsis (CTR1,
EDR1, Atlgl8160 y Atlg63660). Estudios genéticos y de co-localizacion sugieren que
CTR1 es parte del complejo de receptores y que media la sefalizacién convergente de
varios receptores que activan su actividad quinasa de proteinas en ausencia de etileno. Se
postula que aguas abajo de CTR1 estaria implicada una cascada de MAPKSs si bien la
interaccion directa entre CTR1 y una MAPKK no ha sido demostrada. En respuesta a
etileno es probable que CTR1 sea inactivado por un cambio conformacional. Aguas abajo
de CTR1 se encuentra la proteina EIN2 (Ethylene Insensitive 2), cuya interaccion con CTR1
y el mecanismo por el cual transmite la sefial al nucleo regulando la disponibilidad de los
factores de transcripcion de la familia EIN3 son desconocidos. EIN3 se une a los
promotores de los Ethylene Responsive Factors (ERFs, por ejemplo ERF1) que finalmente

interactuan con las GCC box en los promotores de los genes blanco activando aguas abajo
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las respuestas a etileno. En la Fig. 4 se muestra un esquema simplificado del mecanismo

descripto.

Etileno
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Figura 4: Esquema del sendero de transducciéon del etileno basado en el modelo de A.
thaliana . Modificado de Wang y col. Plant Cell (2002), Supp. 131-151.

En tomate existen seis receptores para etileno (LeETR1-6; para revision, véase
Klee, 2002). Las estructuras predichas de la familia de receptores de tomate son muy
similares a los de Arabidopsis. Los receptores de tomate son bastante divergentes, exhiben
menos del 50% de identidad en su secuencia primaria. Por razones historicas, al LeETR3
se lo continda llamando NR (Never Ripe). En tres de ellos (LeETR4-6) faltan uno o mas
dominios conservados de histidina quinasa, con lo que se asemejan a los receptores de la
subfamilia Il de Arabidopsis. LeETR1, LeETR2, y NR pertenecen a la subfamilia I. LeETR1
y LeETR2 se expresan constitutivamente en todos los tejidos a lo largo del desarrollo
siendo LeETR1 unas cinco veces mas abundante que LeETR2. En cambio, los patrones de
expresion de los otros cuatro genes estan altamente regulados. NR, LeETR4, LeETR5 y
LeETR6 se expresan mas durante la etapa reproductiva en flores y frutos, LeETR4 vy
LeETR5 en frutos maduros. NR y LeETR4 también son inducidos por la infeccién por
patégenos. La inducibilidad por patégeno de LeETR4 se asocia con aumento de la sintesis
de etileno después de la infeccion (Ciardi y col., 2000). En tomate existe el ortélogo de la

proteina RTEL, llamada GR (Green-Ripe). La Fig. 5 muestra un esquema del sendero de
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transduccion que media la sefal de etileno en tomate. En tomate hay una pequefia familia
de genes que codifican para proteinas con homologia significativa a CTR1 de Arabidopsis
(LeCTR1, LeCTR2, LeCTR3 y LeCTR4). De la misma forma que los receptores de etileno
todos los tejidos expresan los genes de LeCTR1 y sus mensajeros se acumulan
diferencialmente dependiendo del tejido. La induccién de LeCTR1 esta asociado a los
estadios del desarrollo con alto etileno que incluyen la maduracién del fruto. Aguas abajo de
LeCTRs actia el gen LeEIN2 que codifica para una proteina con similitud a la familia de
transportadores de metales. Se cree que LeEIN2 juega un rol importante en la transduccion
de sefiales de otras hormonas como auxinas y jasmonico y por lo tanto puede representar
un punto de entrecruzamiento entre varios senderos de sefalizacién. La expresion de
LeEIN2 no se regula por etileno. Aguas abajo de LeEIN2 se encuentra en el nicleo una
familia de proteinas llamadas EIL que son reguladores transcripcionales. LeEIL1, LeEIL2,
LeEIL3 y LeEIL4 reconocen motivos especificos conocidos como Ethylene Responsive
Elements (ERE) presentes en los promotores de genes relacionados con la senescencia y
la maduracion del fruto y en la region promotora de los factores de transcripcion Ethylene
Response Factors (ERFs). Los ERFs pueden interactuar con los genes que responden a
etileno uniéndose a los elementos GCC de los promotores de genes que estan involucrados
en la resistencia, defensa y crecimiento de la planta. Los factores de transcripcion del tipo
ERF son especificos de plantas; en tomate se han decripto 5 (LeERF1-4 y LeERF3b) (Cara
y Giovannonni, 2008).

Muchos de los componentes clave en el sendero de transduccion del etileno, son
controlados a nivel transcripcional por el propio etlileno, generando asi la presencia de
circuitos de retroinhibicion y activacion que permiten la regulacion fina del sendero. Por
ejemplo es notable que la expresion de ERS1, ERS2 y ETR2 aumentan en respuesta al
etileno. Los receptores recién sintetizados que no han interactuado adn con la hormona
podrian suprimir la sefial del etileno y disminuir o anular la respuesta hormonal como una
forma de mecanismo de retroinhibicion.

En el caso de Arabidopsis se ha propuesto que ademas de la inactivacién de CTR1
por unién del etileno al receptor se activaria una segunda cascada de MAPKs, MKKO9-
MPK3,6. Dado que MKK9 se transloca al nicleo en forma dependiente de etileno y que sus
sustratos MPK3 y 6 estan presentes en el nlicleo se postuldé una fosforilacion dependiente
de MAPK en la regulacion de EIN3. En efecto se encontr6 in vivo e in vitro que la
fosforilacion de EIN3 en Treo'’ estabiliza a la proteina. Los estudios genéticos y
moleculares que soportan el rol de esta Ultima cascada en la sefalizacion por etileno
también sugieren que solamente cuando la activacion de la cascada MPKK9-MPK3 y 6 es
simultdnea con la inactivacion de CTR1 el sendero del etileno puede ejecutarse

correctamente (Yoo y col., 2009).
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Figura 5. Percepcién de etileno y sendero de transduccién de la sefial en tomate. Una vez que
el etileno es percibido por los receptores (LeETR1,2,4-6, Nr) la via de sefalizacién se bloquea con la
participacion de GR. Aguas abajo, CTR1 actia como un regulador negativo mientras LeEIN2 controla
positivamente la sefalizacidn y la respuesta de ET. En el ndcleo, LeEIL1-4 reconoce los dominios
EREs en el promotor de los genes de LeERFs que a su vez se unen secuencias GCC en los
promotores de los genes que responden a etileno.Tomado de Cara y Giovannoni, Plant Science 175
(2008), 106-113.

3. Mecanismos moleculares de defensa en la planta

Todos los organismos vivos evolucionan continuamente adquiriendo diversas
caracteristicas adaptativas que le permiten sobrevivir en un ambiente particular. Como las
plantas son inmoviles y carecen del sistema inmune de los vertebrados, han desarrollado
complejos mecanismos de defensa que reconocen a los agentes bidticos y abioticos
generadores de diferentes tipos de estrés minimizando asi los dafios que pudieran
ocasionarle (para una revision del tema ver Ausubel, 2005). Las plantas son continuamente
desafiadas por virus, bacterias, hongos, nematodos e insectos que pueden causarles serios
dafios si no encuentran barreras defensivas en las mismas. Las plantas poseen una
variedad de sistemas de defensa que incluyen defensas preformadas como ceras, algunos
componentes de la pared y metabolitos secundarios. Una vez detectada la presencia del

patdgeno la planta activa otros mecanismos que involucran un aumento en la expresion de
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genes relacionados con la defensa, por ejemplo produccién de compuestos antimicrobianos,
formacion de lignina y produccién de especies reactivas de oxigeno. Una proporcion
relativamente pequefia de microorganismos han evolucionado como patégenos eficientes
gue logran suprimir y/o evitar los mecanismos de defensa, son los que causan enfermedad
y pueden provocar pérdidas severas en los cultivos (De Wit, 2007). La magnitud de los
dafios causados por estos patdgenos ha estimulado un r4pido progreso en la investigacion
de los mecanismos de defensa de las plantas.

Los patdgenos pueden liberar localmente compuestos efectores que son percibidos
por el huésped o penetrar la pared y/o la membrana de la célula vegetal. Para responder
rapidamente a la infeccion de un patdgeno la planta posee un sofisticado sistema de
vigilancia que debe distinguir entre las sefiales generadas por ella misma de las emitidas
por los patdgenos. Mas aun, cuando una sefial es reconocida como no propia, la planta
debe discriminar entre los patégenos y los organismos benéficos como es el caso de
Rhizobium para las leguminosas y las micorrizas y las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPRs). Los mecanismos que permiten esta discriminacion han
comenzado a estudiarse recientemente y son parte de los temas de interés en nuestro
trabajo.

Las plantas han desarrollado un sistema defensivo innato contra los patégenos que
tiene dos niveles: la resistencia basal o primaria y la resistencia secundaria. La
resistencia basal es la primera linea de defensa y se induce cuando ciertos compuestos
derivados del patdgeno (conocidos también como efectores generales o del inglés
Microbe-Associated Molecular Patterns, MAMPS) son reconocidos por receptores de la
membrana plasméatica. La resistencia secundaria  se induce cuando los productos de los
genes de avirulencia del patégeno (genes Avr) son reconocidos por el producto del gen de
resistencia correspondiente de la planta, especifico de un determinado cultivar. Este altimo
mecanismo, también conocido como inmunidad inducida por efector , desencadena una
fuerte respuesta hipersensible (HR) que resulta en la muerte celular localizada en la zona
del ataque y restringe el crecimiento del patégeno (Jones y Dangl, 2006). Las respuestas
primaria y secundaria que llevan a generar resistencia se basan en la activacion rapida de
cascadas de transduccion de sefiales que promueven cambios intracelulares siendo los mas
importantes los generados por las respuestas secundarias.

Los efectores generales son compuestos vitales para el funcionamiento de los
microorganismos, por lo tanto estan constitutivamente presentes en los mismos y estan
conservados en una misma clase de microorganismos. Varios de ellos han sido
identificados en patdgenos de plantas incluyendo flagelina, lipopolisacéridos (LPS) y factor
de elongacion Tu (EF-Tu) para bacterias Gram negativas, lo mismo que quitina y a-glucanos

para hongos y oomicetes (Zipfel y Felix, 2005).
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El reconocimiento de los patégenos por las plantas estad mediado por un grupo de
proteinas receptoras que pueden agruparse en unas pocas clases importantes. En la Fig. 6
se muestra un esquema de las estructuras modulares, ubicacién y funcién de algunos de
estos receptores. Las proteinas simil receptor (RLPS) y los receptores con actividad de
guinasa (RLKs) estan localizados en la membrana plasmatica y contienen dominios con
repeticiones ricas en leucina (LRRs). Los RLPs carecen de dominios intracelulares de
transduccién de sefiales y los RLKs contienen un dominio citosélico con actividad de
guinasa que media la transduccién. Otras dos clases de receptores estdn formadas por
proteinas con localizacién citoplasmatica que ademas del dominio LRR contienen un
dominio de unién de nucle6tidos (NB). Una clase se conoce como TIR-NB-LRRs ya que
contiene un extremo N terminal similar al receptor Toll de Drosophila y al receptor de
interleuquina 1 (TIR). La otra clase se refiere como CC-NB-LRRs ya que el dominio N
terminal contiene un motivo “coiled coil” o leucine zipper ademas de los otros dominios
nombrados. Es llamativo que la respuesta primaria de defensa (non-host) inducida por
MAMPs y la respuesta secundaria inducida por factores especificos (race-specific inductors)
estan mediadas por receptores muy parecidos. Actualmente se los conoce como receptores

PRRs y proteinas R (RP) respectivamente (Bent y Mackey, 2007).

3.1. Respuesta primaria

Los modelos mas estudiados de recepciéon por RLKs son los del receptor de la
flagelina bacteriana y de otro altamente homélogo que reconoce un fragmento de 18
aminoécidos del factor de elongacién EF-Tu bacteriano. Se postula que la sefializacion por
RLKs se inicia con la autofosforilacién del receptor y la formacién de un complejo con el
ligando que se internaliza y es posteriormente degradado por un mecanismo dependiente
de proteasoma. Este tipo de receptores RLKs conforman una gran familia de 216 miembros
en Arabidopsis lo que demuestra la importancia que tiene para las plantas este sistema de
percepcion de sefales del ambiente (Shiu y Bleeket, 2001). Si bien dos MAMPs distintos
como flagelina y EF-Tu son reconocidos por RLKs diferentes, las respuestas primarias de
defensa son muy similares sugiriendo que el reconocimiento de diferentes MAMPs por
diferentes PRRs convergen en un numero limitado de senderos de sefalizacion que activan
las sefales de defensa primarias (Zipfel y col., 2006). Las RLPs tienen un dominio
extracelular y uno transmembrana pero carecen de actividad quinasa y por lo tanto
requieren de la interaccion con una proteina intermediaria para la transduccion de la sefal.
Pese a que se han identificado algunas de estas proteinas el mecanismo por el cual se

transfiere la sefial es desconocido.
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Figura 6. Ubicacién celular de los receptores que median la inmunidad en plantas. Modificado

de Bent y Mackey (2007). Annu. Rev. Phytopathol. 45:399-436.

3.1.1. Supresion de la respuesta primaria

Los verdaderos patdgenos tanto de plantas como de animales son capaces de
suprimir o sobrepasar la defensa basal activada por el sistema innato de inmunidad
primaria. Las bacterias patégenas de animales y de plantas contienen cuatro sistemas
secretorios de los cuales el sistema secretorio tipo Il (TTSS Ill) parece ser el mas
importante para la virulencia. A través de este sistema las bacterias patégenas de plantas
inyectan multiples efectores en la planta huésped. Si el TTSS es no funcional solo se puede
inducir la respuesta primaria de defensa y la bacteria no es patogénica (Grant y col., 2006).
Se han descripto un gran namero de efectores de bacterias patogénicas y para algunos de
ellos se han dilucidado sus mecanismos de accién; por ejemplo, los efectores de P. syringae
AvrPto, AvrRpt2 y AvrRpm1 comprometen las respuestas inducidas por MAMPs, y AvrPtoB
también induce el sendero de ABA favoreciendo el desarrollo de la enfermedad (De Wit,
2007).

3.2. Respuesta secundaria

Para defenderse de los patdgenos que suprimen o rebasan la respuesta defensiva
primaria las plantas han desarrollado una respuesta defensiva secundaria que se induce
cuando los efectores o sus efectos son detectados por el huésped (Jones y Dangl, 2006).

Las proteinas de resistencia (RPs) registran a estos efectores o a algunas proteinas blanco
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de la planta que han sido alteradas por estos efectores y disparan la respuesta de defensa
secundaria (también llamada respuesta mediada por RPs) que usualmente culminan en una
respuesta HR (una respuesta localizada de muerte celular) que asociada a otras respuestas
localizadas de defensa bloquea el crecimiento posterior del patégeno. La deteccion de los
efectores o de sus efectos por las proteinas RPs del huésped es especifica mientras que la
HR inducida no lo es y en general es efectiva contra muchos patégenos de plantas. Los
efectores son especificos de una determinada cepa de patégeno y algunas veces madifican
distintos dominios de un mismo componente del huésped que a su vez es controlado por
diferentes RPs. Por lo tanto la especificidad y diversidad del reconocimiento de los
patdgenos podria lograrse por la interaccion combinatoria de distintos dominios y/o
proteinas del huésped.

Como se dijo mas arriba, los RPs tienen localizacién tanto citoplasmatica como
transmembrana de manera que algunas pueden sensar ligandos secretados o componentes
de la superficie del patdgeno y otras reconocen ligandos que aparecen en el interior de la
célula (Fig 6).

En algunos casos los mecanismos de inducciéon de defensa mediados por RPs han
sido dilucidados. El caso de las proteinas RIN4 de A. thaliana y PTO de tomate son un
ejemplo de mecanismo indirecto de induccion de la respuesta. En la Fig. 7 se muestra un
esquema simplificado de los mecanismos en que estan implicadas RIN4 y PTO. RIN4 es
blanco de tres efectores bacterianos (AvrRpm1, AvrB, y AvrRpt2) y es controlada por dos
RPs intracelulares diferentes (RPM1 y RPS2) y PTO es reconocida por dos efectores
bacterianos Avrpto y AvrptoB y controlada por una RP también intracelular (PRF). Este
mecanismo indirecto de reconocimiento de las modificaciones inducidas por un efector se
conoce también como modelo de guarda (Van der Hoorn y col., 2005). Los efectores
AvrRpm1 y AvrB fosforilan a RIN4 y Avrpto y AvrptoB fosforilan a PTO que a su vez activan
las proteinas receptoras citoplasmaticas RPM1 (del tipo CC-NB-LRR) en el caso de RIN4 o
PRF (del tipo NB-LRR) en el caso de PTO. Finalmente estas proteinas activadas median la
respuesta secundaria de defensa (Mackey y col., 2002; Axtell y Staskawicz, 2003). En la
Fig. 7 se esquematiza uno solo de los mecanismos descriptos para cada proteina

intermediaria.
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Figura 7. Mecanismo de defensa mediado por RIN4 y PTO.  Modificada de Gédmez-Gémez
Molecular Immunology 41 (2004) 1055-1062.

En otros casos el reconocimiento efector/receptor es directo como en el caso de los
efectores de la bacteria patdgena Ralstonia solanacearum (Deslandes y col., 2003).

Ambos tipos de respuesta comparten ciertas caracteristicas bioquimicas y
moleculares aguas abajo como ser activacion del sendero de sefalizacion de MAPK,
modificacion post traduccional de proteinas preexistentes (Stulemeijer y Joosten, 2008),
activacion transcripcional de los genes relacionados con la patogénesis (PRs), produccion
de proteinas antimicrobianas, induccion de la aparicion de las formas reactivas de oxigeno
(ROS) para el reforzamiento de las paredes celulares y de compuestos toxicos contra los
invasores. Mas aun, tres importantes hormonas vegetales, acido salicilico (SA), acido
jasménico (JA) y etileno, son componentes cruciales en los pasos posteriores de los
senderos de sefializacion activados por ambos mecanismos de defensa. SA contribuye a la
resistencia sistémica de las plantas, y participa en la Respuesta Sistémica Adquirida (SAR)
especialmente frente a los microorganismos biotroficos como P. syringae que colonizan
tejidos vegetales vivos (Glazebrook, 2005). SA también esta involucrado en la expresion de
los genes PR que codifican para proteinas con actividad antimicrobiana, degradativa u otras
durante la resistencia basal como asi también en la produccién de ROS y en la induccion de
la respuesta HR en la resistencia especifica. JA 'y etileno, por otro lado, estan involucrados
en la resistencia contra patégenos fundamentalmente necrotréficos, como Botritys cinerea y
Erwinia carotovora, a través de la inducciéon de genes de defensa y la activacion de

complejos senderos de sefializaciéon (Devoto y Turner, 2003). Estas hormonas no participan
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en forma aislada en los procesos que regulan sino que interactian entre si y con otras
moléculas sefalizadoras. Se ha descripto un importante nimero de interacciones entre los

JAs y otras rutas de sefializacion como las de etileno, auxinas, SA o ABA.

3.3. Respuestas sistémicas a la infeccion por microorganismos

Estas respuestas inducidas sistémicamente por infeccibn por microorganismos
protegen a la planta contra invasiones futuras. Se han caracterizado en detalle la resistencia
sistémica adquirida (SAR) que se dispara por patégenos necrotréficos y la resistencia
sistémica inducida (ISR) que es activada después de la colonizacién de las raices por
rizobacterias no patogénicas por ejemplo algunas cepas de Pseudomonas, Bacillus y
Serratia (Sharma y Nowak, 1998). Los MAMPs como flagelina y los lipopolisacaridos
presentes en los microorganismos patbgenos se encuentran también en estos
microorganismos benéficos y resultan ser potentes inductores de ISR. Fenotipicamente ISR
es semejante a SAR, las partes no infectadas de las plantas se vuelven resistentes a una

infeccion posterior.
3.3.1. Resistencia sist émica adquirida (SAR)

La via SAR se caracteriza por acumulacién de SA y de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PRs) como PR1, PR2 y PR5. La expresion de estas PRs esté relacionada con
el regulador transcripcional NPR1 (non-expressor of pathogenesis-related genes 1). Este
regulador se activa en el citosol como consecuencia de la acumulacion de SA y se transloca
luego al nucleo donde promueve la transcripcion de los genes PRs al interaccionar con el
factor de transcripcion TGA2. Estos genes PRs sirven de marcadores de SAR en varias

especies de plantas (Pieterse y Van Loon, 2004).
3.3.2. Resistencia sist émica inducida (ISR)

Los determinantes microbianos que contribuyen al establecimiento de la ISR
inducida por los microorganismos benéficos han sido ampliamente estudiados en diferentes
especies de P. fluorescens. Analogamente a lo que ocurre con las MAMPs como flagelina y
lipopolisacaridos de especies patdgenas de Pseudomonas, estos componentes de la
superficie de las especies benéficas son potentes inductores de la respuesta inmune del
huésped. Estas respuestas pueden ser distintas en distintas plantas (Arabidopsis, tomate,
poroto) sugiriendo que existe algun tipo de especificidad de huésped en el reconocimiento
de estas MAMPs. Por otra parte, algunos antibiéticos producidos por especies benéficas de
microorganismos como el 2,4 diacilfluoroglucinol, surfactantes como surfactina y

compuestos como N-acil-L-homoserina lactona entre otros, inducen resistencia en
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Arabidopsis lo que demuestra la diversidad de MAMPs producidas por rizobacterias
benéficas que son reconocidas por las plantas.

Se postula que las MAMPs de los organismos benéficos y las de los patdgenos se
reconocen de manera muy similar resultando finalmente en una capacidad defensiva
aumentada en la planta. Sin embargo la diferencia mas importante es que la inmunidad
inducida por las bacterias benéficas no interfiere con la interaccion planta/bacteria lo que
implica una comunicacién molecular muy especial entre ambas. Se propone que el
establecimiento de una respuesta ISR requiere fundamentalmente componentes de los
senderos de transduccién que involucran al etileno y al jasmonico y no a SA (Pieterse y
col., 1998) y es controlado por el regulador transcripcional NPR1 que también controla SAR
(Ahn y col., 2007); esto implica que NPR1 es una proteina integradora que puede regular
diferencialmente la expresién génica dependiendo de la via activada aguas arriba (SAR o
ISR). Sin embargo, las evidencias mas recientes indican que las rizobacterias benéficas
pueden inducir un nivel bajo de expresion de genes regulados por etileno y jasmonico y
también por SA por lo que serian detectados como “patégenos menores” (Conn y col.,
2008). En el sistema modelo Arabidopsis/P. fluorescens WCS417 el factor de transcripcion
MYB72 es requerido en las etapas iniciales del establecimiento de la respuesta ISR aunque
su sola sobre expresién no es suficiente para la induccion de la respuesta. MYB72
interactua in vitro con el factor de transcripcion EIL3, que podria ser in vivo el elemento que
complementa a MYB72 y a la vez lo relaciona con el sendero de respuesta a etileno que ha
demostrado ser determinante en la respuesta ISR en raices (Knoester y col., 1999 ). La
resistencia inducida en Arabidopsis por el hongo benéfico Trichoderma asperellum también
parece depender de MYB72 (Van der Ent, 2008), lo que sugiere que MYB72 podria actuar
como un nodo de convergencia en las respuestas inducidas por distintos organismos
benéficos del suelo.

La resistencia sistémica inducida por microorganismos benéficos no esta en general
asociada a una reprogramacion sustancial del transcriptoma como si lo esta la resistencia
inducida por patégenos; en efecto, los cambios son moderados o aln no detectables
(Verhagen y col., 2004, Wang y col., 2005). Sin embargo, una caracteristica compartida en
muchos casos por las ISR inducidas por las rizobacterias benéficas es la capacidad de
generar un estado cebado para una resistencia posterior aumentada. En las plantas
cebadas las respuestas no son activadas directamente pero son aceleradas en el caso de
una infeccion posterior por patdgenos o insectos resultando en una respuesta mas intensa
frente al ataque (Conrath y col., 2006). En Arabidopsis la ISR inducida por rizobacterias
esta asociada a menudo con el cebado para la expresion de respuestas mediadas por
genes que responden a JA/etileno y una deposicion aumentada de calosa en el sitio de

entrada del patégeno. La Fig. 8 muestra el esquema propuesto para el sendero de
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sefalizacion ISR que incluye los componentes estudiados en el sistema
Arabidopsis/microorganismos de la rizosfera como P. fluorescens o T. asperellum.

En conclusion, los estudios recientes relativos a la interaccion
planta/microorganismos benéficos muestran que el establecimiento de la asociacion
involucra un reconocimiento mutuo y un alto de grado de coordinacién entre la planta y el
organismo benéfico. Vale recalcar algunas caracteristicas de esta interaccion:

v' Se conocen varias MAMPs de microorganismos benéficos, que en analogia con las
MAMPs de patdgenos, juegan roles cruciales en el inicio de la respuesta inmune.

v' Existe considerable redundancia en la capacidad de las MAMPs de los
microorganismos benéficos para inducir resistencia (Ilo mismo que con las de patdgenos) lo
que sugiere algin punto temprano de convergencia en los senderos de sefializacion. Se
especula que la redundancia en el reconocimiento de las MAMPs aseguraria mayor
eficiencia en la induccion de la respuesta inmune.

v' La resistencia sistémica inducida por los microorganismos benéficos esta regulada
en forma preponderante por el sendero JAletileno y se basa fundamentalmente en un
mecanismo de cebado mas que en la activacion directa de la defensa. Este mecanismo de
cebado pareceria tener una razon légica en que la activacion permanente de la defensa
tiene un mayor costo que afectaria el crecimiento de la planta, inconsistente con la
naturaleza beneficiosa de esta interaccion planta/microorganismo. En el caso de un desafio
posterior con un patdgeno la planta puede sin embargo responder instalando mas

rapidamente mecanismos de defensa.

3.4. Adaptacion de los patégenos a la respuesta secundaria de defensa

La interaccion entre las plantas y sus patégenos ha llevado a distintos modos de
adaptacion a las respuestas defensivas primarias y secundarias. La co evoluciéon de las
plantas y sus patdgenos ha llevado a la generacion de nuevos efectores que ya no
interaccionan con las RPs 0 que perturban a las proteinas blanco de las plantas de una
forma tal que ya no son sensadas por las RPs en los casos de mecanismos indirectos de
induccién de la respuesta defensiva. Distintos tipos de mutaciones son responsables de
estos cambios; dependiendo de su importancia y modo de acciéon los genes de algunos
efectores pueden ser completamente removidos por delecién y otros sufren leves cambios
en su secuencia aminoacidica que disminuye o impide su reconocimiento por las RPs pero

gue mantienen algunas funciones de virulencia (Arnold, 2007).
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Figura 8. Modelo del camino ISR. EIl reconocimiento de MAMPs de los microoganismos benéficos
rizosféricos como P. fluorescens WCS417 o T. asperellum T34 conduce a la activacion local de los
factores de transcripcion MYB72 en la raiz. MYB72 posiblemente interacciona con el factor de
transcripcion EIL3. Rio abajo o paralelamente con MYB72/EIL3 un componente no identificado adn
del camino de transduccion del etileno, es necesario en la raiz para activar un grupo de genes del
camino ISR en la parte aérea. La cascada de transduccién del camino ISR probablemente requiere
NPR1 en los tejidos alejados. El ataque por patdgenos o insectos en hojas activa la respuesta de
defensa de la planta (flechas amarillas) la cual se acelera en plantas cebadas en ISR (flechas
amarillas combinadas con azul). Modificado de Van Wees y col. 2008, Current Opinion in Plant
Biology, 11:443-448.

4. Transduccion de sefales

4.1. Generalidades de los senderos de transduccion

Las sefiales (sean internas o externas al organismo) recibidas por las células son
sensadas por moléculas receptoras generalmente ubicadas en la membrana plasmatica y
transmitidas al interior de la célula mediante una serie de reacciones bioquimicas
consecutivas en las que intervienen mensajeros no proteicos, enzimas y factores de
transcripcibn que generan en forma secuencial la modificacién post-traduccional de
proteinas y finalmente modifican los patrones de expresidon génica responsables del
metabolismo, el desarrollo y la diferenciacién. Esta secuencia constituye un sendero de
transduccién, de distinta complejidad segun el caso, que genera finalmente una respuesta
celular a la sefal original. Las respuestas pueden ser rapidas cuando los cambios
bioguimicos involucran modificaciones de las proteinas preexistentes o no requieren
expresion génica, o mas lentos cuando dependen de cambios en la expresién de

determinados genes. Una de las caracteristicas regulatorias mas importantes de los
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senderos de transduccion es su capacidad para amplificar la sefial que desencadena el
evento inicial debido a que entre los componentes del sendero se encuentran proteinas con
actividad enzimatica que se activan en cascada, generalmente quinasas de proteinas.

Las quinasas de proteinas conforman una superfamilia de proteinas que catalizan la
transferencia de fosfato desde el ATP a residuos serina, treonina y tirosina de sus proteinas
blanco modificando su estructura y/o funcién.

La aplicacion de las nuevas tecnologias (genomica, proteémica) ha permitido
establecer que muchos de los senderos de transduccion de sefiales, especialmente los de
las plantas, conforman una intrincada red en la que interaccionan unos con otros
permitiendo generar y coordinar un enorme namero de respuestas diferentes a las sefiales

recibidas.

4.2. Transduccion de sefales en las plantas

Debido a que las plantas son sedentarias, y carecen de un sistema circulatorio
semejante al de los animales, la mayoria de las células vegetales son capaces de sensar
casi todas las sefales a las que la planta puede responder. Los estimulos pueden ser
abidticos y bidticos. Entre los abidticos se encuentran la luz, los metabolitos orgénicos, el
contenido de agua, la calidad del suelo, el viento, altas y bajas temperaturas, los
reguladores de crecimiento y hormonas, el pH, la interaccién con las paredes celulares de
células anexas, sefales eléctricas, los gases (CO,, O,, C;H,), y el dafio (Gilroy y Trewavas,
2001). Entre los estimulos bibticos estan los patdégenos, las rizobacterias y los
micoorganismos de la nodulacion.

Una vez que la sefial externa es detectada por los receptores estos a su vez activan
a sus efectores en la célula vegetal (canales idnicos, proteinas que unen GTP, quinasas de
proteinas) las que a su vez transfieren la sefial a otros componentes del sendero que la
amplifican aguas abajo.

Los componentes proteicos de los senderos de transduccion (quinasas de proteinas,
fosfatasas de proteinas, factores de transcripciébn) son muy numerosos en las plantas; el
genoma de Arabidopsis, por ejemplo, codifica potencialmente para alrededor de 1000
guinasas de proteinas, 300 fosfatasas y 1500 factores de transcripcién. Los mensajeros no
proteicos en cambio son pocos e incluyen nucledtidos ciclicos, iones H" K" y CI', especies

reactivas de oxigeno, lipidos y fundamentalmente calcio (Sanders y col., 2002).

4.2.1. Elrol del calcio
Se han propuesto varias hipotesis para explicar de que manera un mensajero no
proteico como el calcio puede estar involucrado en tan diversos senderos de transduccion y

generar sefiales especificas en respuesta a un determinado estimulo. Por un lado el calcio
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podria ser necesario pero no suficiente para iniciar el sendero, con lo cual seria
indispensable la existencia de otra sefial en paralelo para disparar la respuesta. La
compartimentalizacion celular y la caracteristica dinamica de los cambios de concentracion
del calcio podrian tener también un rol en la especificidad de alguna de las respuestas.
Finalmente la presencia de los elementos de respuesta en el sitio donde se producen los
cambios de calcio tiene un papel decisivo en la transduccion de la sefial.

Las sefales de calcio se inician por la apertura de canales que permiten el pasaje
del i6n desde un compartimento con un determinado potencial electroquimico (puede ser el
exterior de la célula o un sitio de almacenamiento intracelular) hacia otro donde su potencial
electroquimico es menor. En general el aumento de Ca?* es bifasico, se observa un rapido
aumento transiente de la concentracion y luego un segundo pico cuya intensidad con
respecto a la del primero depende de la sefal inductora. Se ha demostrado que el primer
pico es causado por la entrada de Ca®" extracelular y el segundo por la liberacién de Ca*
desde los sitios de almacenamiento como vacuolas, aparato de Golgi y reticulo
endopldsmatico mediada por la activacion de la fosfolipasa C y aumento de inositol 1,4,5
trifosfato (IP3) (Viehveger y col., 2002).

En el mantenimiento de los bajos niveles de calcio en los diferentes compartimentos
juegan un papel importante, ademas de los canales, las bombas de calcio ATP
dependientes y las permeasas. De la accidén coordinada de estos transportadores (entrada
por canales y salida por bombas y permeasas) resultan los “picos” de calcio que reconocen
los decodificadores de la sefal. En Arabidopsis algunos de estos transportadores de calcio
han sido localizados en membrana plasmética, vacuolas, Golgi, reticulo endoplasmico y
cloroplastos.

La percepcion inicial de las sefiales de calcio tiene lugar a través de la union del
calcio a diferentes sensores proteicos. El calcio se une a sus proteinas blanco en sitios
altamente conservados llamados motivos de unién de calcio (EF-hands) que estan
usualmente repetidos. El motivo presenta una estructura tipo hélice-rulo-hélice y contiene
alrededor de 30 residuos aminoacidicos, 12 de los cuales son los mas conservados para
establecer las uniones de coordinacién con el calcio. La unién del calcio a las EF-hands
induce un cambio conformacional que modifica las propiedades de la proteina. Los sensores
de calcio son de dos tipos: aquellos que trasladan la sefial percibida a otros componentes
del sendero y los que responden directamente a la unién del ibn con un cambio en su
estructura y funcion. La proteina calmodulina (CaM) pertenece al primer tipo, sufre un
cambio en su estructura inducido por la union del calcio que le permite luego interactuar con
otra proteina que a su vez responde con un cambio en su actividad (por ejemplo quinasas
de proteina dependientes de calmodulina, bomba de calcio estimulada por calmodulina en

plantas) o en su estructura. Los sensores que responden directamente a la union de calcio
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sufren un cambio conformacional intramolecular que altera su actividad o estructura, como
por ejemplo en la activacion de la quinasa de proteinas dependiente de calcio (CDPK).
Estos dos mecanismos de decodificacion de las sefales de calcio estan presentes en gran
namero de senderos de sefalizacion que involucran cascadas de fosforilacion reguladas por

guinasas Yy fosfatasas, varios de los cuales terminan en la regulacién de la expresién génica.

4.2.1.1. Proteinas sensoras de calcio

Calmodulina

Es una proteina pequeia (15 a 17 KDa) y altamente conservada, posee 150
aminodacidos de los cuales s6lo 13 difieren entre las calmodulinas animales y vegetales.
Tiene cuatro motivos de unién a Ca®', ricos en aspartato y glutamato, constituidos por 12
aminoacidos cada uno y al unir Ca®* cambia su estructura terciaria exponiendo una regién
hidrofobica la cual es reconocida por regiones especificas de sus proteinas blanco. Se
encuentra fundamentalmente en el citoplasma y el nlcleo pero se la ha localizado también
unida a la membrana plasmatica.

No tiene actividad enzimatica en si misma pero modula la actividad de numerosas
enzimas y de proteinas no enzimaticas en una forma dependiente de Ca?'. Las proteinas
qgue unen calmodulina son muy diversas y estan involucradas en etapas centrales de las
rutas de sefializaciébn como son el transporte de iones, la regulacién génica, la regulacion de
la divisién celular (Reddy, 2001).

Otras proteinas que unen calcio

Existen otras proteinas que unen calcio a través de motivos EF-hands y que tienen
poca homologia con calmodulina. En Arabidopsis se ha identificado una familia de proteinas
qgue presentan homologia con Calcineurina B (familia CBL). Algunos miembros de esta
familia son inducidos por estrés (Kudla y col., 1999). Las proteinas CBL, como lo hace
calmodulina, se unen a otras proteinas modificando su actividad.

Finalmente existen otras proteinas que unen calcio pero que carecen del motivo EF-

hand como las anexinas, la calreticulina y la proteina PCP del pistilo (Reddy, 2001).
Quinasas de proteina dependientes de calcio

Como se comentdé mas arriba la fosforilacion de proteinas tiene un papel
preponderante en las etapas de sefializacion. La superfamilia de las quinasas de proteinas
esta presente en todos los reinos y su dominio catalitico altamente conservado. Las
variaciones en sus dominios regulatorios generan subdivisiones de la superfamilia de
quinasas agrupadas por su respuesta a nucledtidos ciclicos, Ca?*, fosfolipidos, CaM,

mitdégenos. Algunas de estas subfamilias se encuentran tanto en animales como en plantas,
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otras sblo en animales y otras son exclusivas de plantas como las RLKs (discutidas en

Mecanismos moleculares de defensa), CDPKs y otras.
Subfamilia CDPK

Las CDPKs tienen la caracteristica Gnica entre las quinasas reguladas por Ca** de
tener en su extremo C-terminal un dominio semejante a calmodulina que une Ca*
acoplando asi intracelularmente el sensor de Ca®" con la actividad quinasa. Este tipo de
guinasas fue encontrado originalmente en plantas (Harmon y col., 1987) y si bien se han
encontrado analogos estructurales en protistas no se las ha encontrado en hongos, insectos
o mamiferos (Zhang y Choi, 2001).

Las CDPKs tienen un peso molecular que oscila entre 50 y 90 KDa segun la
isoforma y poseen cinco dominios conservados: el extremo amino terminal variable, el
dominio quinasa, el dominio autoinhibitorio, el dominio regulatorio (semejante a calmodulina)
y un dominio carboxilo terminal variable (Harmon y col., 2000). En la Fig. 9 se presenta un
esquema de dominios de CDPK.

Hay evidencias de CDPKs de localizacién citosoélica y nuclear y de su asociacion a
citoesqueleto y membranas lo que permite suponer que la actividad CDPK podria estar
involucrada en la regulacion de muchos aspectos de la fisiologia celular.

Se han caracterizado y clonado gran nidmero de CDPKs de diferentes especies
vegetales como soja (Harper y col., 1991), Arabidopsis (Urao y col., 1994), arroz (Breviario y
col., 1995), papa (Raices y col., 2001), tomate (Chico y col., 2002). Algunas especies
contienen un gran numero de isoformas de CDPK como arroz y A. thaliana con 31 (Ray y

col., 2007) y 34 isoformas respectivamente (Franz y col., 2011).

. Dominio autoinhibitorio _ ;
N-terminal C-terminal

Dominio quinasa 1 Dominio regulatorio

\\//

EF-hands

Figura 9. Esquema de dominios en las CDPK. Las CDPK tienen cinco dominios. Un dominio amino
terminal (N) de largo y secuencia variable que presenta sitios consenso para miristoilacion vy
palmitoilacion, el dominio catalitico (quinasa), el dominio autoinhibitorio o bisagra que contiene una
secuencia que funciona como pseudosustrato. La caracteristica principal de estas quinasas es el
dominio adyacente al dominio autoinhibitorio. Las CDPKs poseen un dominio regulatorio similar a
calmodulina (CaM-LD) que en la mayoria de las isoformas tienen cuatro sitios de union a ca” (EF-
hands). El dominio carboxilo terminal (C) de cada quinasa es corto y su funcion es desconocida
(Modificado de Klimecka y Muszynska, 2007, Acta Biochimica Polonica 54: 219-233).
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En la Fig.10 se muestra esquematicamente el mecanismo propuesto por el cual el
calcio al unirse a sus sitios regulatorios (EF-hands) en el extremo carboxilo terminal de la
CDPK cambia la conformacion de la proteina liberando al dominio catalitico de la inhibicion

impuesta por el dominio autoinhibitorio en la estructura libre de calcio.

Autoinhibicion

“

CaM-LD

Estado basal

N c

bisagra

Y @ Ca+2(>100 nM)

Quinasa
Estado activado

Figura 10. EIl dominio bisagra contiene un sitio de autoinhibicién y un sitio de unién al
CaMLD. Los Iébulos N- y C-terminal del CaM-LD contienen un par de sitios de unién a Ca** EFhands
(circulos blancos). La linea perpendicular negra en estos I6bulos representa una conformacion
cerrada. Cuando se unen los iones Ca* (circulo negro) se genera la conformacién abierta
(Modificado de Klimecka y Muszynska, 2007, Acta Biochimica Polonica 54: 219-233).

La existencia de mudltiples isoformas de CDPK en casi todos los sistemas hace
pensar que podrian estar sensando y respondiendo diferencialmente a distintos “picos” de
calcio. La divergencia funcional observada en algunos dominios EF-hands podria explicar
en parte esta versatilidad. En efecto, se ha demostrado que tres isoformas de CDPK de soja
requieren diferentes concentraciones de calcio para alcanzar la mitad de la activacion
maxima y las diferencias entre estas concentraciones pueden llegar a un factor de diez (Lee
y col., 1998). También es importante tener en cuenta que en algunas CDPKs la activacion
por calcio es potenciada, in vitro, por fosfolipidos (Szczegielniak y col., 2005), por
interaccion con proteinas 14-3-3 (Camoni y col., 1998) y por fosforilacién por otras quinasas
(Romeis y col., 2001). Todas estas consideraciones llevan a concluir que diferentes CDPKs
pueden ser utilizadas para sensar diferentes sefiales de calcio y que la especificidad de una
determinada CDPK depende de mudltiples factores, incluyendo su modificacion por otros
senderos de sefializacion y su interaccion con diferentes blancos aguas abajo en cada

sendero.
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La autofosforilacion de algunas CDPKs es una modificacion que se ha demostrado
en proteinas nativas y recombinantes pero no se conoce con certeza cual podria ser el rol
fisiologico de esta modificacion (Hegeman y col., 2006).

La actividad CDPK esta involucrada en una enorme cantidad de senderos
metabdlicos centrales en los procesos de crecimiento, desarrollo y diferenciacion celular de
las plantas y también en los relacionados con las respuestas defensivas a distintos tipos de
estrés biodticos y abidticos. Como en todos los sistemas vivos, la coordinacién entre los
eventos metabdlicos en las plantas involucra la accion de hormonas. Muchas de las
hormonas vegetales producen cambios en la concentracién y movilizaciéon de calcio y por lo
tanto en la actividad de las CDPKs. Se ha demostrado que en plantas de arroz el aumento
de giberelinas y brasinosteroides incrementan la actividad CDPK (Abo-el-Saad y Wu, 1995;
Yang y Komatsu, 2000) y que en hojas de papa se inhibe la actividad de CDPK en
respuesta a acido jasmonico (Ulloa y col., 2002). Asimismo el AIA estimula la transcripcion
de los genes de CDPK en poroto y alfalfa (Botella y col., 1996; Davletova y col., 2001).

Se ha identificado un gran ndmero de sustratos de CDPK que permite relacionar la
actividad de las diferentes isoformas con la regulacion de enzimas y proteinas involucradas
en el metabolismo del carbono y del nitrdgeno, en las respuestas a estrés y en el transporte
(Romeis, 2012).

La sobre expresion de la isoforma OsCDPK7 en plantas de arroz aumenta la
tolerancia a la sequia, la salinidad y el frio (Saijo y col., 2000) y el silenciamiento de
NtCDPK2 y NtCDPK3 reduce y retarda la respuesta hipersensible de defensa al efector
Cf9/Avr9 (Romeis y col., 2001).

4.2.2. Otros componentes de los senderos de transduccion

Proteinas que unen GTP

La existencia en plantas de proteinas que unen GTP (proteinas G) esta
documentada desde hace varios afios. Las plantas poseen proteinas G heterotriméricas
compuestas por subunidades a, 3, y y, y también las llamadas pequefias proteinas G
monomeéricas; ambos tipos de proteinas G son semejantes a las descriptas en mamiferos y
en eucariotas inferiores y su rol en la transduccién de sefiales estd documentado en gran
cantidad de trabajos. A modo de ejemplo se puede mencionar que se ha demostrado
recientemente la interaccion directa entre la subunidad a de la proteina G y la fosfolipasa D
en Arabidopsis, lo cual sugiere la participacion de la proteina G en la sefializacion
transmembrana (Zhao y Wang, 2004). Asimismo, se ha visto que varias proteinas G
pequefias y subunidades a de proteinas G triméricas estan involucradas en la generacion

de ROS, muerte celular y resistencia a patdégenos (Yang, 2002). Una revision de los
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senderos de sefializacion en que intervienen proteinas G se puede ver en Temple y Jones,
2007.

Formas reactivas de oxigeno

Las diferentes ROS son producidas continuamente en todos los seres vivos como
resultado del metabolismo aerdbico o en respuesta a factores bidticos y abioticos. Las
ROS no son sdlo subproductos toxicos del metabolismo aerdbico, también son moléculas
de sefializacion implicadas en varios procesos del desarrollo. Las formas predominantes
de ROS son el i6n superédxido (Oy) y el perdxido de hidrogeno (H.O2) que resultan de
pasos sucesivos en la reduccién del oxigeno molecular. Varias enzimas de la planta son
responsables de la generacion de estas formas de ROS, entre ellas NADPH oxidasa, y
peroxidasas y oxigenasas de mitocondria, cloroplastos y peroxisomas. Asi mismo, con el
fin de hacer frente a la efectos deletéreos de la acumulacion de ROS, las plantas estan
equipadas con una dotacion de mecanismos antioxidantes tanto enzimaticos como no
enzimaticos.

La aparicion de ROS es un evento temprano muy comun en la respuesta de las
plantas al ataque por patégenos. En varios sistemas se ha descripto una generacion
bifasica de ROS: una fase temprana que se observa a los 10-30 minutos y otra entre 1y 3
horas después del tratamiento con un inductor fangico.

Las formas de ROS producen variados efectos en la planta que cooperan en la
instalacion de la defensa frente a la agresion: reforzamiento de la pared celular por el
entrecruzamiento de proteinas estructurales y lignina, muerte celular, activacion de genes
de defensa e induccion de la acumulacion de metabolitos secundarios como
isoflavonoides, fitoalexinas o terpenos. No esta claro de qué forma las ROS generan estas
reacciones de defensa pero si se sabe que inducen varios genes de la biosintesis de
metabolitos secundarios y regulan la estabilidad de los transcriptos de algunos genes de
defensa en células vegetales. En especial H,O, puede mediar la peroxidacién de lipidos
iniciando un sendero de sintesis de jasmoénico y compuestos relacionados y de oxilipinas,
relacionados a su vez con la sintesis de ciertos metabolitos secundarios (Thoma y col.,
2003).

La produccion de ROS también es notable en las interacciones planta-
microorganismos benéficos como rizobium-leguminosas y durante el establecimiento de
las endo y ectomicorrizas. En el caso de estas simbiosis parece haber una supresion de la
segunda fase de generacion de ROS. Por ejemplo, en la interaccion rizobium-leguminosa,
se ha observado una disminucion transitoria de la acumulacién intracelular de ROS en los
pelos radiculares en respuesta a la secrecion de los factores Nod; esta disminucién parece

jugar un papel clave en la interaccion compatible rizobium-leguminosas, promoviendo
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activamente la infeccion de las raices. Sin embargo, si no se reconocen los factores Nod o
se utiliza Nod non host, la planta parece considerar a la bacteria como un agente patdogeno

y moviliza sus mecanismos de defensa (Nanda y col., 2010).
Inositol 1,4,5-trifosfato y nucledtidos ciclicos

El fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP2) y la fosfolipasa C conforman otro sendero de
transduccién de sefiales muy importante en la defensa en plantas. La enzima puede ser
activada por los aumentos temporales de Ca*" citosélico para hidrolizar el PIP2 generando
asi los segundos mensajeros IP3 y DAG. IP3 puede movilizar Ca*" desde las reservas en
reticulo endoplasmico, Golgi o vacuolas. Se ha demostrado que el sendero IP3/Ca*" esta
involucrado en la induccién de algunos metabolitos secundarios en respuesta a tratamientos
con efectores (Zhao y col., 2004b).

Otro grupo de segundos mensajeros, los nucleétidos ciclicos AMPc y GMPc, se
acumulan en forma notoria después del tratamiento con efectores. EI AMPc media la
induccién de la sintesis de fitoalexinas en varias especies y su analogo, el dibutiril AMPc,
estimula la acumulacion de fitoalexinas en ausencia de efector (Zhao y col., 2004a). Por otro
lado se sabe que AMPc y GMPc tienen un rol importante en la regulacién de canales i6nicos
en la membrana plasmatica de las células vegetales en respuesta a efectores y a diferentes
tipos de estrés y que estos canales dependientes de nucle6tidos ciclicos juegan a su vez un

importante papel en las respuestas de defensa (Clough y col., 2000).
Acido salicilico

El &cido salicilico (SA), es un conocido inductor de SAR en la interaccion
planta/patogeno. EI SA se acumula rapidamente en el sitio de la infeccion durante la
reaccion hipersensible. Luego se inducen respuestas de defensa en el resto de la planta,
entre ellas la activacion de genes relacionados con la sintesis de algunos metabolitos

secundarios (Mikkelsen y col., 2003).
Oxido nitrico

El rol del 6xido nitrico (NO) es bien conocido desde hace tiempo en algunos
mecanismos de transduccion de sefales en mamiferos y recientemente se lo ha reconocido
como un intermediario en las cascadas relacionadas con auxinas y que estan involucradas
en el desarrollo de la raiz. EI NO puede ser generado en plantas por un mecanismo no
enzimatico via conversion del NO, por la luz en presencia de carotenoides y también
enzimaticamente a partir de NO, por la NADPH nitrato reductasa. Evidencias recientes

muestran que el NO tiene un rol importante en el desarrollo de las raices adventicias y

laterales promovido por A. brasilense (Molina—Favero y col., 2008).
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Oxilipinas y jasmonico

Estos compuestos son mediadores para la sintesis de metabolitos secundarios de
distinta naturaleza quimica como terpenoides, flavonoides y alcaloides, y se los relaciona
con la respuesta a patogenos (Farmer y col., 2003). La interaccion entre los inductores o
factores de avirulencia y sus receptores activan senderos de sefializacion que incluyen
proteinas G y canales iénicos y finalmente en algunos casos se activan fosfolipasas como la
fosfolipasa A. Las fosfolipasas hidrolizan los fosfolipidos liberando acidos grasos que son
los precursores en la biosintesis de oxilipinas. Las oxilipinas integran una numerosa familia
de compuestos biolégicamente activos generados por el catabolismo oxidativo de los acidos
grasos poli insaturados mediado por lipasas, lipoxigenasa, alleno Oxido sintasa, e
hidroperéxido liasa. La biosintesis de oxilipinas en las plantas resulta del dafio mecanico,
del ataque por patdégenos y herbivoros y de otros tipos de estrés ambientales y tienen un rol
positivo en la induccién de genes relacionados con los mecanismos de defensa. Los mas
estudiados de estos compuestos son el acido jasménico y sus derivados como el metil
jasménico. También se genera una familia de oxilipinas por oxidacion no enzimatica de los
acidos linoleico y linolénico mediada por ROS (Thoma y col., 2003). Recientemente se
encontré6 que en plantas existe otra familia de lipooxigenasas, estructuralemente no
relacionadas con las nombradas anteriormente, llamadas a-dioxigenasas (a-DOX). Estas
enzimas tienen homologia con las endoperoxido sintasas que median la sintesis de
prostaglandinas en mamiferos, generan productos diferentes por oxidacion de los &cidos
grasos y son inducidas por la infeccion por patdgenos en tabaco (Hamberg y col., 2003). En
tomate existen tres genes para a-DOX que se expresan diferencialmente en respuesta al
dafio mecanico y al estrés salino y esta expresion esta relacionada con altos niveles de ABA

y posiblemente de etileno (Tirajoh y col., 2005).
Etileno

Como se menciond anteriormente en el item 2, Hormonas vegetales, el etileno
regula varios procesos muy importantes en las plantas desde crecimiento y desarrollo hasta
defensa. La produccién de etileno puede ser inducida por diferentes situaciones de estrés
como ser dafio, ozono, microorganismos patégenos y ataque por insectos y también por
moléculas inductoras. Contrariamente a lo que ocurre con jasmoénico y sus derivados, el
etileno en contados casos estd asociado a la acumulacion de metabolitos secundarios de
defensa y sus efectos pueden ser positivos 0 negativos dependiendo de la concentracion
(Zhao y col., 2004c).
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Acido abscicico

El acido abscicico (ABA) es una hormona que tiene importantes roles regulatorios a
lo largo de todas las etapas de la vida y el desarrollo de las plantas afectando la
germinacion de la semilla, el crecimiento de la planta, la senescencia y la respuesta a
estrés. Especialmente bajo cierto tipo de condiciones como estrés hiper o hipo osmoticos,
sal, frio y sequia, ABA es una importante molécula sefial que regula un grupo de genes
entre ellos los que resultan en un aumento de algunos metabolitos secundarios (Ogura y
col., 2001). Sin embargo, ABA también inhibe la acumulacion de flavonoides probablemente

a través de inhibicién génica (Nguyen y col., 2013).
Mensajeros lipidicos

Las fosfolipasas A2, C y D (PLA2, PLC y PLD) tienen roles importantes en las
respuestas a estrés: no solo intervienen en la sintesis de oxilipinas sino que generan otros
compuestos lipidicos que pueden actuar como segundos mensajeros que regulan otros
procesos celulares. Por ejemplo, los lisofosfolipidos generados por la PLA2 a partir de
fosfolipidos activan el canal H'/ATPasa del tonoplasto lo que resulta en acidificacion del
citosol que a su vez activa respuestas de defensa y produccion de fitoalexinas (Viehveger y
col., 2002). La PLC, que puede ser activada por varias sefiales de estrés y genera, como se
menciond anteriormente, IP3 y DAG que pueden activar quinasas de proteina tipo C (PKC)
y otras cascadas de quinasas que median respuestas de defensa (Vasconsuelo y col.,
2003). Asimismo, los acidos fosfatidicos generados por la PLD estan involucrados en la

generacién de ROS y activacion de cascadas de quinasas de proteinas (Munnik, 2001).
Azlcares

Los azucares como tales pueden tener funciones sefalizadoras que alteran la
expresion geénica en forma similar a las hormonas (Smeekens, 2000). Mientras las
hormonas son moléculas especializadas que son funcionales en el rango nhano a
micromolar, los azlcares intervienen en el metabolismo intermedio y estan presentes en el
rango milimolar. Los azucares son sensados mediante la interaccién entre la molécula de
azucar y una proteina sensora de tal manera que se genera una sefial que inicia un sendero
de transduccién que resulta en respuestas celulares tales como alteraciones en la expresion
génica y en algunas actividades enzimaticas.

Generalmente cuando la planta se encuentra en situacion de estrés incrementa la
respiracion, fortalece la pared celular y sintetiza compuestos de defensa. Una elevada
concentracion de azucares puede inducir resistencia al ataque de patégenos a través de la
induccién de genes relacionados con el estrés, tales como las proteinas relacionadas con la

patogénesis (PRs, item 4.2.3, Roitsch, 1999). La expresion de la invertasa de levadura en el
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apoplasto o el suministro directo de azlcares a las hojas lleva a un aumento en los niveles
de monosacaridos y PRs (Herbers y col., 1996). También se ha encontrado que los niveles
elevados de azlcares durante la maduracion del fruto en uvas, induce la acumulacion de
proteinas antifungicas (Salzman y col., 1998). Se ha informado que las proteinas
transportadoras de dichos azUcares aparecen aumentadas en las infecciones con
patdgenos. Por ejemplo en hojas de Arabidopsis infectadas con el patdgeno Erysiphe
cichoracearum, la incorporacion de glucosa se incrementa y coincide con un aumento en la
expresion de transportadores de azlcares (Fotopoulos y col., 2003).

Esta actividad metabdlica incrementada por la infeccion es mantenida por un alto
flujo de azlcares hacia el sitio de infeccion. Por otro lado esta situacién puede ser generada
por los patégenos biotréficos que alteran el metabolismo de la planta para aumentar su
propia patogenicidad. Cuando un patdgeno biotréfico infecta una planta huésped, se forman
las llamadas “islas verdes” en las cuales se mantiene el tejido sano. Las islas verdes
funcionan como una fuente de nutrientes para el crecimientro y propagacion del patégeno.
Se ha propuesto que los niveles de citoquininas pueden contribuir a la formacion de estas
zonas en el sitio de infeccion. Paralelamentre en estas situaciones aumenta la expresion de
genes que codifican para una invertasa extracelular y de un transportador de glucosa que
lleva los nutrientes a esta &rea. La citoquinina también funciona en el retraso de la
senescencia y el mantenimiento de la clorofila, ambos necesarios para la formacion de las

islas verdes (Chung y col., 2008).

4.2.3. Proteinas relaciona das con la patogénesis

Los transcriptos de numerosas PRs se acumulan rapidamente en muchas especies
de plantas después de minutos u horas de la infeccién con hongos, bacterias o virus o de
ataques por insectos. Las PR son de naturaleza muy variada y se han agrupado en 17
familias (PR1 a PR17). También su localizacién celular es variada: se las ha encontrado en
los fluidos xileméticos, lo que sugiere que habria una secrecion hacia el sistema de
transporte, pero otras tienen una localizacion citoplasmética. Algunas pueden aparecer solo
en el érgano en que se dio la infeccion. Los senderos de transduccién de sefiales mediados
por SA, JA y etileno regulan la activacién transcripcional de numerosos genes PR. Algunas
de estas proteinas son quitinasas (PRs 3, 4, 8 y 11) y glucanasas (PR2) que degradan
polisacéaridos estructurales de las paredes de los hongos perturbando asi su proliferacion.
Algunos miembros de la familia PR8 tienen actividad de lisozima que limita el crecimiento
de las bacterias. En la Tabla 1 se dan algunos ejemplos de proteinas PR pertenecientes a

las distintas familias.
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Tabla 1. Familia de proteinas relacionadas con la patogénesis (Edreva A., 2005)

Familia Miembro tipo Actividad Nombre del gen

PR-1 PR-1a de tabaco Desconocida Yprl

PR-2 PR-2 de tabaco B-1,3-glucanasa Ypr2

PR-3 P, Q de tabaco Quitinasa de tipo Ypr3, Chia
LILIV,V,VILVII

PR-4 R de tabaco Quitinasa de tipo 1,11 Ypr4, Chid

PR-5 S de tabaco Taumatin-like Ypr5

PR-6 Inhibidor | de tomate Inhibidor de proteinasa Ypr6,Pis(Pin)

PR-7 P69 de tomate Endoproteinasa Ypr7

PR-8 Quitinasa de zapallo Quitinasa de tipo IlI Ypr8, Chib

PR-9 Peroxidasa formadora de Peroxidasa Ypr9,Prx

lignina de tabaco
PR-10 PR1 de Perejil Ribonucleasa Yprl0
PR-11 Clase V quitinasa de Quitinasa tipo | Yprll,Chic
Tabaco

PR-12 Rs-AFP3 de rabano Defensina, péptido de Yprl2
defensa

PR-13 THI2.1 de Arabidopsis Tionina, péptido de defensa  Yprl3,Thi

PR-14 LPT4 de cebada Proteina transferidora de Yprl4,Ltp
lipidos

PR-15 OXO de cebada Oxalato oxidasa Yprl5s

PR-16 OXOLP de cebada Oxalato oxidasa Yprl6

PR-17 PRp27 de tabaco Desconocida Yprl7

4.3. Transduccion de sefales en la respu

abiodtico

Los eventos que ocurren en

las

esta de las plantas a estrés bidtico y

respuestas defensivas pueden ordenarse

secuencialmente de la siguiente manera: percepcion de la sefial por los receptores (ver Fig.
6), fosforilacion reversible de proteinas de membrana y de proteinas citosolicas,
fluctuaciones en los niveles de Ca®" citosdlico, despolarizacion de la membrana, entrada de
ClI'y K" y salida de H", activacion de la cascada de MAPK, activaciéon de NADPH oxidasa y
produccion de ROS, expresion de los genes tempranos de defensa, produccion de etileno y
de JA, expresion de los genes tardios de defensa y acumulacion de metabolitos
secundarios.

Para que se consiga establecer una respuesta eficiente de defensa se pone en juego
una complicada red de senderos de transduccion, paralelos y/o entrecruzados, integrados
por un gran nimero de componentes que generan una variedad de respuestas diferentes.
La interaccion entre varios senderos le permite a las plantas activar, tanto temporal como
espacialmente, diferentes grupos de genes frente a una amplia variedad de situaciones de

estrés. Por ejemplo, la interaccion entre los senderos del JA y del etileno tiene un rol
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importante en muchos aspectos del desarrollo de las plantas y de las respuestas de defensa
en la interaccion planta/microorganismos y planta/insectos, dafio fisico o exposicién a ozono
(Zhao y col., 2004c). Sin embargo en otros casos, etileno y JA inducen diferentes grupos de

genes y sus efectos pueden ser antagonicos o no estar relacionados (Shoji y col., 2000).

4.3.1. Integracion de diferentes senderos de sefalizacion por factores de

transcripcion

La regulacion de la expresion de los genes de defensa es crucial en los senderos de
transduccién que llevan a la induccién de la resistencia frente a diferentes formas de estrés.
Existen mas de 1500 factores de transcripcion que podrian estar involucrados en los
mecanismos de defensa de las plantas (Riechman y col., 2000). Estos factores de
transcripcién son inducidos por la infeccion por patégenos o por hormonas asociadas a las
sefiales de defensa o son activados post transcripcionalmente por fosforilacion o por union a
otras proteinas regulatorias, incluyendo otros factores de transcripcion.

Los factores de transcripcion relacionados con la defensa pertenecen
fundamentalmente a las familias WRKY, ERF, bZIP y MYB (Singh y col., 2002) y tanto ellos
como los elementos presentes en los promotores de los genes que regulan estan altamente
conservados en especies de plantas no relacionadas entre si.

La familia ERF (por Ethylene Responsive Factor) es una de las mas importantes en
la induccion de los mecanismos de defensa, se encuentran solamente en plantas
superiores, se inducen por infeccion por patégenos y etileno y se unen especificamente a un
elemento GCCGCC (GCC hox) altamente conservado presente en la region promotora de
los genes de muchas de las proteinas de defensa (PRs). Los factores de transcripcion ERF1
(Ethylene Responsive Factor 1) y MYC2 son también importantes integradores de las
sefiales de JAy etileno (Lorenzo y col., 2004).

Las proteinas WRKY son una familia de factores de transcripcién importantes en las
reacciones de defensa. Son especificos de plantas y estdn definidos por un dominio de
unién al ADN que contiene la secuencia de amino acidos WRKYGQK altamente conservada
que se une especificamente a elementos presentes en numerosos genes que responden a
efectores. Los factores de transcripcion de esta familia estan implicados en defensa,
senescencia y respuesta a varias sefiales ambientales generadoras de estrés (Dong y col.,
2003). El promotor del gen de la proteina PR1, marcadora de la induccion de SAR en
Arabidopsis, contiene el sitio W box de union de los factores WRKY (Maleck y col., 2000).
En algunos casos los factores de transcripcion de esta familia son importantes nodos de

convergencia que integran las respuestas de defensa mediadas por SA y JA. WRKY70, por
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ejemplo, es un activador de los genes inducidos por SA y un represor de los genes que
responden a JA (Li y col., 2004).

La familia bZYP incluye factores de transcripcion que responden a SA y JA en los
senderos de sefalizacion de defensa (Singh y col., 2002). Finalmente la familia MYB
constituye una familia especialmente numerosa de factores de transcripcién, sus miembros

se une a varias secuencias diferentes en los genes que regula (Ballester y col., 2010).

4.3.2. Interrelacion de los component es de los senderos de sefalizacidén

mediante modificaciones post traduccionales

Si bien gran numero de los componentes que integran los senderos de sefializacion
relacionados con la respuesta a efectores y/o patdégenos han sido identificados, la forma en
gue los diferentes eventos se relacionan y los mecanismos por los cuales la sefial efectora
es transducida y amplificada no han sido completamente dilucidados aun. La modificacion
postraduccional de proteinas juega un rol central en estos mecanismos y diferentes tipos de
modificaciones han sido relacionadas con las respuestas defensivas. Entre las
modificaciones postraduccionales implicadas en las reacciones de defensa se encuentran la
ubiquitinacion, sumoilacién, glicosilacion, miristoilacion, palmitoilacion y fosforilacion
(Stulemeijer y Joosten, 2008). Los mecanismos relacionados con la fosforilacién y
defosforilacién de proteinas han sido los mas estudiados y se ha demostrado que tienen un
rol esencial en la respuesta frente a efectores y a la presencia de JA, etileno, ABA y otros
inductores de estrés. Estudios recientes utilizando andlisis gendémico y proteémico y
espectrometria de masa demostraron la importancia de la dindmica de fosforilacién y
defosforilacion de proteinas en la regulacién de las actividades de proteinas y enzimas
involucradas en las respuestas celulares a la presencia de situaciones de estrés bidtico y
abiotico. La regulacion de las actividades proteicas por fosforilacion/defosforilacion
comienza, como se mencioné en el item relacionado con los receptores, en algunas
proteinas de membrana en la etapa de recepcion de la sefial y se continda en el citoplasma
en los diversos senderos de transduccion. En la Fig.11 se presenta un esquema de algunas
de las cascadas de sefializacion relacionadas con la defensa y se sefialan sus posibles
modificaciones post traduccionales.

La cascada de MAPK es la mas conservada entre las sefales involucradas en las
respuestas a estrés biotico y abiotico. El genoma de Arabidopsis codifica alrededor de 90
miembros de la cascada (AtMPKSs) y varias fosfatasas que defosforilan algunas MPKs
controlando asi la activacién de la cascada. En tomate se ha descripto la activacion de

varios genes de MPKs (LeMPKs) que se activan por el efector Avr4. Estas MPKs tienen
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diferentes especificidades y diferente rol en la sefializacion en defensa, lo cual sugiere que
la sefial podria eventualmente ser transferida a diferentes sustratos y por lo tanto a
diferentes cascadas de sefializacion (Stulemeijer y col., 2007). Hasta ahora han sido
identificados pocos sustratos de MAPK. La proteina AtMPK®6 fosforila las isoformas 2 y 6 de
la ACS (ACS2/6), enzimas clave en la sintesis de etileno, y al factor de transcripcion WRKY
después del tratamiento con el efector flg22 (péptido derivado de la flagelina). AtMPK4
fosforila el sustrato 1 de MAPK (MKS1) que regula negativamente la resistencia a SA.
AtMPKS3 fosforila el factor de transcripcién VIP1 involucrado en la expresion del gen de la
proteina PR1 importante marcador, como se comenté mas arriba, de las reacciones de
defensa. Las posiciones de algunas de estas proteinas (AtMPK6, ACS, MKS1, WRKY) en
relacion a la transduccidn de las sefiales de defensa estan sefialadas en la Fig.11.

Las fosforilaciones mediadas por la quinasa de proteina dependiente de Ca?'
(CDPK) también tienen un rol central en la transduccion de sefiales generadas por estrés.
La dependencia de Ca*" relaciona fuertemente las fosforilaciones mediadas por CDPK con
las variaciones de las concentraciones de calcio citosélico que se comentaron mas arriba.
La isoforma 2 de la CDPK de tabaco (NtCDPK2) est& relacionada con las reacciones de
defensa inducidas por el efector Avr9, es requerida para el desarrollo de la HR y es activada
por fosforilacién. Esta CDPK también estimula la produccion de etileno la que a su vez
regula negativamente la cascada de MAPK. En tomate una CDPK fosforila a ACS2, el
ortélogo del fosforilado por AtMPK6 (péarrafo anterior). Este y otros resultados obtenidos
analizando las respuestas de plantas transformadas con formas truncadas de CDPK en N.
benthamiana, sugieren una interrelacion entre senderos paralelos que incluyen cascadas de
MPKs y CDPK en el control de las respuestas de defensa.

En respuesta a una sefial externa de estrés las cascadas de MAPKs y CDPK serian
activadas en paralelo lo que permitiria una mayor versatilidad en las respuestas a un mismo
estimulo y una regulacién mas fina de las respuestas al modular diferentes reacciones
parcialmente convergentes. Asi, por ejemplo en el caso de la sintesis de etileno, diferentes
miembros de la familia ACS podrian ser activados dependiendo del sendero inducido. Se
puede suponer que una vez que las respuestas a estrés o0 a infeccién por patégenos han
sido activadas y se ha generado una gran cantidad de etileno se pone en juego un
mecanismo de regulacién reverso para llevar al sistema a condiciones basales inactivando
diferentes reacciones una vez que el estimulo ha desaparecido. La ubicacién propuesta

para la CDPK en el sendero de transduccién segun este modelo se puede ver en la Fig. 11.
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Figura 11. Cascadas de transduccién de sefiales relacionadas con la defensa y que dependen

de modificaciones post traduccionales . En primer lugar los receptores reconocen las moléculas
liberadas por los microorganismos (MAMPS) vy los elicitores especificos. Las proteinas con sitios de
unién de nucledtidos y con dominios repetidos ricos en leucina reconocen a sus elicitores
intracelularmente mientras que las tipo receptor (RLP) y las que tienen dominios quinasa (RLK) son
activadas en la parte externa de la célula. Las RLPs requieren proteinas citoplasmaticas adicionales
para transducir la sefial y las RLKs necesitan ser autofosforiladas por su domino quinasa para luego
formar complejos con otras proteinas. Los RLKs son ubiquitinados, internalizados y finalmente
proteolizados via proteasoma. Aguas abajo de los receptores se generan segundos mensajeros tales
como acido fosfatidico (PA) y éxido nitrico (NO). Las concentraciones de H*, K y Ca*" se controlan
por fosforilacion/defosforilacion de sus respectivas ATPasas y la produccion de ROS es estimulada
por la fosforilacién de NADPH oxidasas (RBOH). Los segundos mensajeros median la fosforilacion de
otras proteinas como la CDPK y sintaxinas que pueden promover la liberacion de las proteinas
relacionadas con la patogénesis (PRs) al apoplasto. La cascada de las quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) eventualmente lleva a la fosforilacion de factores de transcripcion (como el
WRKY), a la ACS y al sustrato 1 de la MAPK (MSK1) que intervienen en la sintesis de etileno y acido
salicilico respectivamente. También se activa la ligasa E3, que podria resultar en la ubiquitinacién y
subsiguiente degradacion de reguladores negativos de la cascada proveyendo asi de un mecanismo
de “feedback” positivo. Asimismo, la produccién de etileno mediada por MAPKs regula negativamente
la activacion de estas evitando una respuesta hipersensible descontrolada. Las fosforilaciones
sefialadas en la figura indican el estado activo de las proteinas. Las proteinas cuyos nombres estan
en rojo, son ejemplos concretos de elementos especificos de una interaccién planta/microorganismo
particular; ACIK1, quinasa inducida por Avr9; RIN4, proteina que interactia con RPM1; BAK1,
relacionada con la percepcién de brasinoesteroides; XB3, proteina 3 de uniéon de Xa2l; Adi3,
proteina 3 de interaccion con AvrPto; PDK1, quinasa dependiente de fosfoinositidos; AGC-quinasa ,
familia de quinasas A, G y C; OXI1, proteina 1 inducible por sefiales de oxidacion. Modificado de
Stulemeijer y Joosten, (2008), Molecular Plant Pathology 9: 545-560.
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4.4. Transduccion de sefiales en tomate

La planta de tomate es uno de los modelos de estudio mas utilizados para conocer
los mecanismos moleculares de defensa de las plantas frente al ataque de patdégenos
bacterianos como por ejemplo P. syringae pv. tomato (Pendley y Martin, 2003) y
Xanthomonas campestris (Bonshtien y col., 2005) y el hongo Cladosporium fulvum (Wubben
y col., 1996). Los datos mas concretos de los senderos de sefializacién que median estos
procesos en tomate se han obtenido de los estudios de la interaccion tomate/P. syringae pv.
tomato. Como se coment6 en el item 3.2 el patdgeno libera los efectores de avirulencia
Avrpto y AvrptoB que en plantas resistentes interaccionan con la proteina Pto que tiene un
rol de intermediario entre los dos efectores y su proteina RP, Prf en este caso, que es del
tipo citoplasmatico. La Fig.12 muestra un esquema simplificado de las interacciones
conocidas entre las proteinas involucradas en la respuesta de defensa.

La proteina Pto es una serin/treonin quinasa de la cual se han identificado varios
sustratos, entre ellos otra serin/treonin quinasa, la proteina Ptil y tres factores de
transcripcion pertenecientes a la familia ERF, Pti4/5/6, cuya expresion se induce por la
infeccion (Pendley y Martin, 2003). Se ha propuesto que la fosforilacién de estos tres ultimos
facilita su localizacion nuclear y probablemente su funcién activadora de los promotores de
los genes de resistencia que contienen el box GCC y que Pti4 juega un rol en la
comunicacion de los senderos de sefalizacion mediados por SA y por etileno/JA (Gu y col.,
2000).

AvrPto
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\ -
s P FTs tipo Myb
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P ERF
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% , Genes relacjonados
con la defensa

nucleo

Figura 12. Esquema de las respuestas de la planta de tomate a la infeccion por P. syringae pv.
tomato. Modificado de Mysore y col. 2002. The Plant Journal 32: 299-315.
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Utilizando la técnica de silenciamiento de genes se vié que hay un sendero de
MAPKs implicado en la resistencia mediada por Pto (Ekengren y col., 2003). Algunos
miembros de la familia de factores de transcripcion WRKY son inducidos por P. syringae pv.

tomato y fosforilados por las MAPK mencionadas.

5. Importancia del estudio de la in teraccidén planta/microorganismos

Por un lado, el conocimiento de los mecanismos de interaccion planta-
microorganismo patégeno permite planear soluciones para el tratamiento de las diferentes
enfermedades que afectan los cultivos y minimizar el uso de agroquimicos tanto por el costo
de los mismos como para evitar problemas de polucién ambiental. Asimismo los datos
obtenidos de estos estudios se pueden utilizar como base para profundizar el conocimiento
de la interaccién planta/PGPR.

Concretamente en el caso de la PGPR A. brasilense es muy poco lo que se conoce
acerca de los genes que median el reconocimiento y la asociacion efectiva de la bacteria

con plantas de interés agronémico.

6. Andlisis de la expresion géni ca utilizando micromatrices de ADN

El andlisis gendmico a nivel de ARNm es una forma de medir la expresion génica en
una célula. Los niveles de expresion de cada gen estan determinados fisiolégicamente por
una combinacién de factores genéticos y ambientales. Los factores genéticos que
determinan la expresion génica incluyen las secuencia regulatorias de los propios genes
como promotores, enhancers y sitios de splicing. Por lo tanto el polimorfismo en el ADN
contribuye a establecer algunas de las diferencias en la expresidn génica entre individuos
de la misma especie. La expresion génica se ve afectada también por un gran nimero de
factores ambientales que incluyen temperatura, distintos tipos de estrés (sequia, salinidad,
inundacion, ataque por patégenos, interaccién con microorganismos benéficos, etc.), que
llevan a cambios en los niveles de hormonas y de otros compuestos que actian como
sefales quimicas. Por esta razon el andlisis del ARN provee importante informacién no solo
acerca del potencial génico de un organismo sino también acerca de los cambios dindmicos
en su estado funcional. En los ultimos afios, los biochips o microarreglos de ADN se han
convertido en las herramientas que mas se utilizan para el andlisis comparado de la
expresion geénica. Actualmente coexisten diferentes plataformas para llevar a cabo este
andlisis utilizando microarreglos (los ARNms en estudio pueden marcarse de diferentes
maneras, el ADN inmovilizado en el chip puede ser ADNc u oligonucleotidos de distinta
longitud, la hibridacion de las muestras en el chip puede ser simultanea o en chips

independientes, etc.), pero todas ellas comparten la misma simplicidad conceptual. Esta
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tecnologia permite monitorear la expresion de un genoma entero en un Unico experimento.
Como se comentdé mas arriba existen dos tipos de microarreglos, los de ADNc y los de
oligonucledtidos cada uno de ellos con sus ventajas y desventajas. Una de las ventajas que
presentan los microarreglos de ADNc es que pueden ser utilizados en experimentos de co-
hibridacion usando dos marcaciones con diferentes colorantes y esto permite la
comparacion directa de la abundancia de dos poblaciones de ARNm de interés. Esta
estrategia genera relaciones de expresion (ratios de expresién) en lugar de niveles de
expresion absoluta, es efectiva para comparar perfiles de expresion y reduce la variacion
experimental que surge en los datos de otros microarreglos. La técnica de dye-swap
(inversibn de los colorantes en la marcaciébn de las sondas) permite repetir las
hibridizaciones con las sondas marcadas una vez con un colorante y otra vez con el otro, de
esta manera reduce los errores que pudiera haber en la incorporacién del colorante a las

sondas.
7. Andlisis de la expresion génica a través de proteGmica

La protedmica es una palabra acufiada por Wilkins y col., (1996) y se define como el
estudio de la composicion de proteinas totales de un organismo, célula u organela.

La prote6mica es considerada el siguiente paso en el estudio de un sistema
biolégico, luego de la gendémica. El proteoma es el componente proteico de un genomay la
proteémica es la genémica funcional a nivel de proteinas. Mientras que el genoma de un
organismo es mas o menos constante, el proteoma difiere de una célula a otra y de un
momento a otro. Un factor adicional de complejidad son las modificaciones que puede sufrir
la estructura o secuencia basica de la proteina (fosforilacion, metilacion, acetilacion, etc).
Se sabe que el ARNm no siempre se traduce a proteina, y que la cantidad de proteina
producida por una cantidad dada de ARNm depende del estado fisiol6gico de la célula. El
uso de técnicas de protedbmica es fundamental para los estudios de la planta y puede
ayudar a dilucidar varios aspectos de la regulacion metabdlica de los principales procesos
esenciales. Las plantas estdn naturalmente sometidas a condiciones estresantes y sus
respuestas pueden variar drasticamente dependiendo del tipo de estrés, especie de planta,
tejido u 6rgano, y una serie de otros factores.

La protedmica, se basa en el empleo de la separacién de proteinas en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Ultimamente se han desarrollado técnicas que permiten
analizar en un mismo gel muestras proteicas provenientes de distintos tratamientos
marcadas con fluoroforos diferentes utilizando un estandar interno constituido por la mezcla
equimolecular de todas las muestras a analizar (Fig. 13). Las muestras se marcan con tres

tipos diferentes de fluor6foros y son detectadas en funcién de sus espectros de excitacion y
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emision (488/520 nm) Cy2, (532/580 nm) Cy3, y (633/670) Cy5. Ademas, existe la ventaja
de la alta sensibilidad de estos colorantes que permite detectar hasta 1 fmol de proteina. Se
logran excelentes resultados cuando la resolucion de las proteinas marcadas se lleva a
cabo en geles en dos dimensiones (2D-DIGE); la identificacion final de las proteinas se

lleva a cabo con técnicas de espectrometria de masa.
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Figura 13. Pasos en la deteccion de proteinas diferencialmente expresadas a través de la
técnica del 2D-DIGE. Las proteinas se marcan con los distintos flouréforos y se resuelven por
electroforesis en dos dimensiones (en un mismo gel), se escanean los geles para la obtencién de las
imagenes y éstas se analizan utilizando paquetes informaticos especialmente disefiados. El estandar
interno es una mezcla que contiene la misma cantidad de proteinas provenientes de las muestras en
estudio.

8. El Cultivo de Arroz ( Oryza sativa )

Los cereales son una fuente importante de nutrientes para la poblacién mundial. El
arroz, el trigo, y el maiz son los cereales mas cultivados en el mundo. Segun una
estimacion de los Estados Unidos la poblacion se incrementard en 8 billones para el afio
2025. Basadas en estas estimaciones la produccion de cereales debera incrementarse en
un 40% para el afio 2030 para satisfacer las demandas de la poblacién. Esta produccion a
su vez deberé afrontar el problema de disponer de menos supeficie cultivable, menos agua
y menos fertilizantes. Por lo tanto lograr un mayor y mas rapido desarrollo radicular
favorecera el crecimiento de los cultivos en las condiciones previstas para el futuro.

En algunos paises los cereales representan la mas importante fuente de alimentos,
como es el caso del arroz en la poblacion oriental. EI promedio de consumo de arroz por
persona por afio en esos paises es mayor a 150 kg, mientras que el consumo en nuestro

pais es aproximadamente 6 kg persona® afio’. Aunque, éste no es el principal cereal
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cultivado en Argentina, su demanda se ha incrementado en los ultimos afos, llegando
actualmente a una superficie sembrada de unas 235.452 hectéareas, en la campafa 2011-
2012, siendo el area mas importante la zona mesopotamica.

El arroz es un cereal de grano perteneciente a la familia de las Poaceas. Ademas
de ser un buen suministro de energia en forma de almidén, es fuente de magnesio, zinc y
niacina aunque aporta poco calcio, hierro, fésforo, cobre, tiamina y riboflavina y muy poco p-
caroteno. Es uno de los cereales mas pobres en su contenido de proteinas (FAO, 2002).

En América Latina, durante el Gltimo siglo, el arroz se ha transformado en un cultivo
basico para la alimentacién de la mayor parte de la poblacion de bajos ingresos. En
Argentina y Uruguay se producen grandes excedentes que se exportan a Brasil, el pais de
mayor demanda en Sudameérica.

En nuestro pais, el arroz no representa un cultivo de mucha importancia; aunque
desde la década del '90 se aumentd la incorporacion de nuevas tecnologias con el
consecuente aumento de los rendimientos. La zona por excelencia del cultivo de arroz es el
Litoral, siendo las provincias de Entre Rios y Corrientes quienes aportan el 90% de la
produccion nacional. El cultivo se puede realizar en secano estricto, bajo riego o inundado.
Las variedades utilizadas en la Argentina son predominantemente semi-acuaticas vy
necesitan condiciones de suelo inundado durante gran parte de su desarrollo. El manejo
tradicional en la provincia de Entre Rios consiste en regar a los 25-30 dias por inundacion
por un periodo de 90 a 100 dias. Después de dicho periodo, se drena el lote previamente a

la cosecha.

9. El cultivo de tomate ( Solanum lycopersicum)

El tomate es originario de Sudamérica, mas exactamente de la regibn comprendida
por Peru, Ecuador y Bolivia. Desde alli se extendié a América Central y Meridional, siendo
México el pais con mayor diferenciacién varietal y centro de origen del tomate cultivado.
Esta especie perteneciente a la familia de las Solanaceas es aprovechada por sus frutos,
ricos en vitaminas y minerales, siendo actualmente una hortaliza de gran popularidad en
muchos paises del mundo.

El tomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual,
manifestando un desarrollo de tipo rastrero, semierecto o erecto. Existe una gran diversidad
intra especifica con relacion a distintos caracteres de interés productivo como, por ejemplo,
la precocidad o la forma del fruto. Por su parte, la seleccién varietal y la ingenieria genética
contribuyen a la continua expansion de una amplia gama de cultivares, cumpliendo con un

objetivo productivo y/o comercial predeterminado.
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El cultivo requiere de climas templados a célidos, con temperaturas optimas para el
crecimiento que oscilan entre los 21 y 24 y un periodo libre de heladas de 4 meses como
minimo. Sin grandes exigencias en cuanto a suelos, se siembra directamente a campo o se
hacen alméacigos para la produccion de plantines que luego son trasplantados al aire libre o
en invernaderos. La produccion mundial de tomates, con casi 4 millones de hectareas
cultivadas, ha superado en los ultimos afios los 100 millones de toneladas anuales. En
nuestro pais se cultivan alrededor de 17.000 hectareas de tomate distribuidas en los
cinturones verdes de importantes ciudades y otras zonas especializadas para su
produccion. Dadas las condiciones ecoldgicas del pais, el tomate para mercado en fresco
se produce practicamente todo el afio. Las tecnologias utilizadas varian sensiblemente
segun la zona y destino de la produccién, con un factor comuin que consiste en la aplicacion
de una gran cantidad de agroquimicos.

El tomate se ha convertido en un sistema modelo para el estudio del desarrollo y la
maduracion del fruto debido a (i) el desarrollo y caracterizacion de amplias poblaciones de
mutantes (Giovannoni, 2007), (ii) la disponibilidad de herramientas gendémicas, incluidas
colecciones de ESTs (http://solgenomics.net/) y mapas genéticos (Yamamoto y col., 2005),
(iii) eficiente transformacién genética (Ellul y col., 2003) y otros métodos transitorios de

evaluar funcion génica (Orzaez y col., 2006).
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas bacterianas

Las bacterias Azospirillum brasilense FT326 (BR11015) y Azospirillum irakense,
KBC1 (ATCC 51182) se cultivaron en caldo base libre de nitrgeno NFb conteniendo 5,0 g/L
de acido malico; 0,5 g/L de PO4HK;. 0,2 g/L de SO,Mg.7H;0; 0,1 g/L de CINa, 0,02 g/L de
Cl,Ca; 2 mL de solucién de micronutrientes conteniendo 0,1 % p/v MoO4Na, H,0; 0,12% p/v
SO4Mn.H,0; 0,14 % p/v BO3zH3; 0,004 % p/v SO4Cu.5 H,0; 0,012 % p/v SO4Zn.7 H,0; 2 mL
de Azul de bromotimol 0,5% en OHK 0,2 N, 4 mL Fe-EDTA 1,64% p/v; 4,5 g OHK; 1 mL de
solucion de vitaminas, (biotina 0,01 % p/v y piridoxal 0,02 % p/v). El pH se ajust6 a 6,5y se
suplemento6 con CINH,4 (1g/L). Herbaspirillum seropedicae Z152 se cultivd en caldo base libre
de nitrégeno JNFb (medio especial formulado para Herbaspirillum) conteniendo (g/L): 5,0
acido malico; 0,6 PO4HK;; 1,8 PO4H:K; 0,2 SO,Mg.7H,0; 0,1 CINa; 0,02 Cl,Ca; 4,5 OHK;
2mL solucién de micronutrientes; 2 mL Azul de bromotimol (sol. 0,5% en OHK 0,2 N); 4 mL
Fe-EDTA 1,64% p/v; 1 mL solucion de vitaminas (biotina 0,01 % p/v y piridoxal 0,02 % p/v);
se ajust6 el pH a 5,8 y se suplementd con CINH,4 2,5 g/L. Los cultivos crecieron con agitacion
continua (150 rpm) a 33°C hasta alcanzar la fase exponencial (DOgoonm 0,8). Las células se
cosecharon por centrifugacién a 5.000 rpm durante 15 min y se lavaron 2 veces con el mismo
volumen de CINa 0,9% p/v. Finalmente las células se resuspendieron en agua y se ajusto la
concentracion a 8 x 10° UFC.mL™.

Las cepas bacterianas fueron cedidas gentilmente por la Dra. Johana Ddbereiner,
(EMBRAPA, Seropédica, Brasil).

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria fue cultivada en Caldo Nutritivo: pluripeptona
5 g/L; extracto de carne, 3g/L; CINa 8 g/L; agar, 15 g/L, pH 7,3 £ 0,2, e incubada a 28°C. La

bacteria fue cedida gentilmente por el Dr. Luis Quesada-Allué, Fundacion Instituto Leloir.

2. Evaluacion del efecto del 1-MC P sobre el crecimiento bacteriano

Para evaluar el efecto del antagonista de etileno 1-MCP sobre el crecimiento
bacteriano, se sembré en placas de Petri con medio RC una suspension de bacterias
conteniendo 100 UFC. Las placas se incubaron en una cdmara cerrada a la que se le inyectd
una cantidad de 1-MCP calculado para obtener una concentracion en la fase gaseosa de 125
nL/L. Los controles fueron incubados en camara sin el agregado de 1-MCP. El efecto del 1-

MCP sobre el crecimiento bacteriano se evalu6 a las 48 h.
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3. Material vegetal

3.1. Plantas de arroz

3.1.1. Crecimiento e inoculacién con bacterias PGPR

Se utilizaron plantas de arroz (Oryza sativa) del cultivar Yerua. Las semillas fueron
desinfectadas superficialmente seguin el método de Dbbereiner y col., 1995. Se partié de 10 g
de semillas sin cascara que fueron sumergidas en solucién de sulfato de estreptomicina 0,1%
p/v con dos gotas de detergente comercial; la suspension se agité a 100 rpm por 20 min. Las
semillas se lavaron dos veces con agua destilada estéril, una vez con solucién de Cl.Mg 0,1%
p/v y finalmente ocho veces con agua destilada estéril y se pusieron a pregerminar sobre
medio Hoagland sdlido (1,5% p/v de agar) durante 48 h en cajas de Petri y se incubaron en
estufa a 30°C. A las 48 h se seleccionaron las semillas que presentaron igual desarrollo
radicular y se transfirieron a tubos de vidrio de 10 y de 150 mL con medio semisélido (0,5%
agar) conteniendo solucién Hoagland libre de nitrogeno diluida al medio, y se inocularon con
25 pL de la suspensién bacteriana (102 UFC/mL). Los controles recibieron igual volumen de
medio de cultivo. Las plantas se mantuvieron en una cdmara de cultivo Sanyo MRL-350 con
100 pmol m~ s de radiacion fotosintética activa, fotoperiodo de 12 h de luz y un gradiente de

temperatura entre el dia y noche de 25-20°C.

3.1.2. Tratamiento con inductores y ¢ on un inhibidor de la actividad ACS

Las semillas de arroz se desinfectaron como se describié anteriormente y se incubaron
en agar Hoagland 0,8% p/v. Después de 36 h de incubacién a 30°C, las plantas que
presentaron igual crecimiento se tranfirieron a medio agarizado conteniendo inductores de las
isoformas 1y 3 de la ACS de arroz: 25 uM de AlA, 25 uM de benciladenina (BA) y 50 mM de
CILi, o fueron inoculadas con 25 pL de la suspensién bacteriana (10° UFC/mL). Los controles
recibieron igual volumen de medio de cultivo. El tratamiento con el inhibidor de la actividad
ACS, aminoetoxivinilglicina (AVG) 25 uM se llevd a cabo como se describié mas arriba para

los inductores. Las plantas se incubaron en las mismas condiciones durante 72 h.

3.1.3. Tratamiento con etileno, 1-MCP y ACC

Los tratamientos se llevaron a cabo en frascos que contenian semillas que habian sido
inoculadas 24 h antes. El etileno fue inyectado en el espacio aéreo del frasco de modo de
obtener una concentracién de 1 nL/L. El 1-MCP se inyectd de la misma forma que el etileno,

para obtener una concentracion en la fase gaseosa de 125 nL/L. El ACC, precursor de la
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sintesis de etileno, fue agregado en el medio agarizado de modo que la concentracion final fue

de 10 puM. Los frascos se incubaron durante siete dias a 30°C.

3.1.4. Tratamiento con W7

Las semillas de arroz se esterilizaron como se describié anteriormente y se sembraron
en placas agar Hoagland 0,8 % p/v que contenian W7 en concentraciones 50, 100 y 200 uM.
A las 36 h de la siembra se realiz6 la inoculacion con A. brasilense. Las observaciones se

realizaron a las 72 h de la inoculacion.

3.1.5. Crecimiento de plantas e i noculacion para el ensayo de quinasa

Se utilizaron semillas de arroz cv. Yerua que fueron esterilizadas superficialmente
como se describié anteriormente y se transfirieron a placas de Petri conteniendo agar al 0,8%
p/v. Luego de 36 h de incubacion en camara de cultivo a 25°C y con fotoperiodo de 12 h de
luz se inocularon con 25 pL de una suspension de A. brasilense en agua conteniendo 1,6 x
10° UFC/mL. Las plantas control recibieron 25 uL de agua destilada estéril. En cada

experimento se indicara el tiempo de incubacion en presencia de la bacteria.

3.2. Plantas de tomate

3.2.1. Crecimiento e inoculacién con bacterias PGPR

Se utilizaron plantas de tomate Solanum lycopersicum cv. Liso Marglobe. Antes de ser
sembradas las semillas fueron desinfectadas superficialmente sumergiéndolas durante 15 min
en una solucién que contenia hipoclorito de sodio 30% v/v y Tritdn X-100 0,1% v/v. Las
semillas se lavaron 2 veces con agua destilada estéril y se transfirieron asépticamente a
frascos de 170 mL que contenian medio Hoagland agarizado (tres semillas por frasco). Se
mantuvieron a 25 + 2°C con un gradiente de temperatura de 25/20°C+ 2°C en la camara de
cultivo con un fotoperiodo de 12 h de luz y una intensidad luminica de 100 pymol m? s™.
Después de la emergencia de las raices, las semillas se inocularon con 50 pL de la
suspension bacteriana conteniendo 2 x10° UFC y la incubacién se continué por 15 dias. Las

plantas se mantuvieron en condiciones estériles con apropiada difusion de gases.
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3.2.2. Tratamiento de las plantas ¢ on un precursor de etileno y con 1-MCP

Para estudiar el efecto del etileno suministrado exdgenamente a las plantas, se uso el
precursor de etileno, acido 2-cloroetilfosfénico (ethephon). El ethephon se incorporé al medio
de cultivo a una concentracién de 50 uM. Las plantas se incubaron en camara de cultivo
durante 24 h a 30°C y los efectos se evaluaron a los 15 DDI.

El antagonista del etileno 1-MCP se utilizé6 como se describidé previamente para arroz,
inyectandolo en el espacio aéreo del frasco de cultivo. Los frascos se incubaron a 30°C; a los
siete dias se inyectd una segunda dosis del antagonista y se continué la incubaciéon por ocho

dias més.
3.2.2.1. Evaluacién de los parametros de crecimiento

Para evaluar la promocién del crecimiento de las plantas se cuantificé a los tiempos
indicados en cada experimento el peso fresco en tallos y raices, altura de los tallos, longitud
de la raiz principal y superficie radicular. Esta ultima medicién se llevé a cabo de acuerdo al
método descripto por Ansari y col., (1995). Para ello, se lavaron cuidadosamente las raices y
se sumergieron en una soluciéon acuosa de NO;Na 50 mM durante 10 segundos. Luego se
dejaron escurrir durante 5 min para permitir el drenaje del exceso de solucién atrapado entre
las raices mas delgadas. Al cabo de ese tiempo, se transfirio cada una de las raices a un
frasco de 170 mL de capacidad, conteniendo 50 mL de agua destilada y se agitd durante 15
min en agitador orbital a 150 rpm. Una alicuota de 0,4 mL de la solucion resultante del lavado
de las raices conteniendo el nitrito desorbido, se transfiri6 a tubos de ensayo, adicionando
luego 0,3 mL de sulfanilamida 1% p/v preparada en CIH 3 M y 0,3 mL de naftiletilendiamina
0,02% p/v. Se dejo reposar 10 min hasta el desarrollo de color rosado, se diluy6é la muestra
con agua destilada hasta 2 mL y se ley6 la DO a 540 nm en espectrofotdmetro Shimadzu UV-
110-02. Los datos de absorbancia obtenidos fueron transformados en valores de superficie

mediante ecuaciones de regresion propuestas por Ansari y col., (1995).
3.2.2.2.-. Disefio experimental y tratamiento estadistico

El disefio experimental que se utilizé para la evaluacion de la promocion del
crecimiento en plantas de tomate (Capitulo 1) fue un disefio de bloques completamente
azaroso. Cada bloque consistio en una serie de tratamientos independientes con 10 individuos
cada uno. Cuando las plantas fueron cultivadas en presencia de 1-MCP se utilizo el disefio
experimental de factorial con dos factores y dos niveles cada uno. Los resultados fueron

analizados utilizando el software para estadistica InfoStat.

55



MATERIALES Y METODOS

3.2.3. Cultivo y tratamie nto de las plantas para el estudio de expresion

diferencial de genes

Se utilizaron semillas de S. lycopersicum del cultivar F36 que se cultivaron en frascos
de vidrio de 170 mL de capacidad conteniendo 40 mL de medio Hoagland agarizado al 0,8%
p/v. Después de la emergencia de la radicula (72 h después de la siembra) se inocul6 cada
planta con 50 pL de la suspensién bacteriana de A. brasilense (2x10° UFC). Las plantas
control recibieron 50 uL de agua destilada. Las plantas se mantuvieron en camara de cultivo
como se describié anteriormente hasta el momento de la cosecha para la extraccién de ARN
como se describirhd en Andlisis transcriptomico de la respuesta de plantas de tomate a la
inoculacion con A. brasilense. Las plantas utilizadas para los experimentos de validacion de
los resultados de las micromatrices fueron tratadas con SA, ACC o MeJA o inoculadas con X.
campestris. Las plantas recibieron 50 uL de solucion 0,5 mM de SA o 100 uM de ACC en el
medio de cultivo. El tratamiento con MeJA se llevo a cabo manteniendo durante 24 h los
frascos de cultivo en un recipiente cerrado que contenia una torunda de algodén impregnado
en MeJA. La infeccibn con X. campestris se llevd a cabo rociando las plantas con una
suspension bacteriana en agua que contenia 10° UFC/mL y 0,025% v/v del detergente Silwet
L-77 (Lund y col., 1998).

4. Técnicas generales

4.1. Microscopia

Para la observacion al microscopio Optico, las raices se fijaron en
formaldehido/etanol/acido acético de acuerdo a la técnica de Cutler (1978) y se tifieron con
azul de metileno. Las observaciones en microscopio electrénico se llevaron a cabo en
material fresco con un microscopio electronico de barrido ambiental (MEBA). El uso de esta
técnica de observacion permitio localizar los microorganismos en diferentes tejidos y

determinar la longitud promedio de los pelos radiculares utilizando el sofware Image Tool 3.0.

4.2. Evaluacion del endofitismo bacteriano

Para evaluar el nimero de bacterias dentro las raices se utilizé el método descripto
por Doébereiner y col., (1995). Las plantas se cosecharon a los tiempos indicados en cada
experimento y se tomaron muestras de 1 g de raiz que fueron desinfectadas superficialmente
sumergiéndolas en una solucion de cloramina T 1% durante 15 min. Las muestras se lavaron

dos veces con agua estéril durante 10 min y una vez con solucion salina estéril. Los tejidos se
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maceraron en solucién salina estéril y las UFC se determinaron por diluciéon seriada del
sobrenadante en medio Rojo Congo conteniendo 5,0 g/L de acido malico; 0,5 g/L PO4HKj5;
0,2 g/L SO4Mg.7H,0; 0,1 g/L CINa; 0,5 g/L extracto levadura; 0,015 g/L ClsFe 6. H,0; 4,8 g/L
OHK; 20,0 g/L de agar y 15 mL solucion Rojo Congo (1:400) pH 6,5 (Rodriguez-Caceres,

1982). Las plantas no inoculadas se utilizaron como control.

5. Técnicas bioquimicas

5.1. Electroforesis en gel monodimensional

Se utilizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) de acuerdo
al método de Laemmli, (1970). Las muestras se prepararon adicionando los volimenes
correspondientes de buffer de siembra 5 X y calentandolas a 100°C por 3-5 min. Como buffer
de corrida se utilizé Tris-glicina-SDS 1 X. Los geles fueron teflidos con Coomasie Brillant
Blue, destefiidos y secados. En el caso de los geles con proteinas marcadas con *P,
después de ser teflidos y secados fueron expuestos a una pelicula AGFA Curix Ortho a -70°C

con pantalla amplificadora.

5.2. 2D-DIGE

5.2.1. Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque de las proteinas fue realizado en un equipo Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare). El isoelectroenfoque (IEE) se realizé en tiras IPG (IPG, Inmobiline DryStrips, GE
Healthcare). Estas tiras, de 24 cm, contenian un gradiente no lineal de pH entre 3 y 11
inmobilizado en el gel de poliacrilamida fijado al plastico de las tiras. Las tiras fueron
hidratadas en 450 pL del buffer de hidratacién (Urea 8 M, CHAPS 0,5 % p/v, Tris-HCI 40 mM)
con DTT 15 mM, 0,2% v/v de buffer IPG pH 3-11 (Pharmalytes GE Healthcare). Las muestras
se cargaron mediante el procedimiento de cup-loading. En cada gel se analizaron 150 ug de
proteina (50 ug de proteina provenientes del tratamientol, 50 ug de proteina provenientes del
tratamiento 2 y 50 ug de proteina del estandar interno) en un volumen final de 100 pl de
solucion de hidratacién suplementado con 2 mg/ml DTT y 0,7 % v/v de buffer IPG pH 3-11.

El isoeletroenfoque se llevd a cabo en tres etapas: 500V/hr durante 1 h, 1000V/hr
durante 1 h, y 8000V durante 3h en gradiente, 8000V durante 4 h y step-n-hold, totalizando

17500V. Finalmente las tiras se almacenaron en a —70°C hasta su utilizacion posterior.
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5.2.2. Tratamiento de las tiras de IEE

Con la finalidad de resolubilizar las proteinas y reducir los puentes disulfuro, después
del IEE las tiras fueron equilibradas en dos etapas con 5 mL de buffer de equilibrio,
conteniendo Tris-HCI 50 mM pH 8,8, urea 6 M, glicerol 30% p/v, SDS 2% p/v y 50uL de
solucién de azul de bromofenol 0,25% p/v. En la primera etapa se adicioné al buffer de
equilibrio DTT hasta una concentracion de 10 mg/mL, a los 15 min se reemplazé la solucién
por el mismo buffer de equilibrio conteniendo 25 mg/mL de iodoacetamida para prevenir la
reoxidacion de los grupos tiol durante la electroforesis.

Finalmente las tiras fueron lavadas con agua destilada, sumergidas unos minutos en
buffer de corrida (Laemmli, 1970) e inmediatamente sometidas a electroforesis en la segunda

dimension.
5.2.3. Eletroforesis en la segunda dimension

La electroforesis de las proteinas presentes en las tiras IPG se llevo a cabo en geles
planos de poliacrilamida 12,5% en presencia de SDS, sin gel concentrador utilizando un
equipo Ettan DALT six. Se utiliz6 la metodologia descripta por Laemmli (1970). Las tiras IPG
fueron sumergidas por algunos minutos en solucion buffer de corrida y colocadas
horizontalmente en la parte superior del gel manteniendo contacto con este. Las tiras fueron
cubiertas con 2 mL de solucién de agarosa tibia (agarosa, 0,5% p/v, SDS 1% y trazas de azul
de bromofenol) y se dejé solidificar por aproximadamente 5 min. La corrida fue realizada a 30
mA/gel hasta que el azul de bromofenol llegara al limite inferior del gel. La temperatura fue

mantenida a 20°C por medio de refrigeracion con un circulador termostatico Multitemp |l.

5.3. Ensayos de Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron electrotransferidas a una membrana
de PVDF (Inmobilon-P SQ, Millipore) por transferencia semiseca durante 45 min a 2 mA/cm?
con una solucién conteniendo Tris base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0,037% p/v y metanol
20%. Las proteinas transferidas fueron visualizadas por tincién con soluciéon de Ponceau S en
acido acético 5% v/v. Posteriormente la membrana se bloqueé con PBST-leche (buffer fosfato
10 mM pH 6,8; CINa 0,9% p/v, Tween-20 0,05% v/v y 5% p/v de leche en polvo descremada)
durante 1 h a temperatura ambiente y a continuacion se incub6 con las diluciones apropiadas
de los anticuerpos: 1/1000 del anticuerpo policlonal anti-CDPK de soja (Bachmann y col.,
1996); 1/500 del anticuerpo policlonal anti PR P23 de S. lycopersicum (Rodrigo y col., 1993);
1/1000 del anticuerpo policlonal anti ACS2 de tomate, 1/500 del anticuerpo policlonal anti

ACS4 de tomate y 1/1000 del anticuerpo policlonal anti NADP malato deshidrogenasa de
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arveja. Los anticuerpos anti ACS2 y anti ACS4 fueron cedidos por el Dr A. Theologhis, Plant
Gene Expression Center, California y el anticuerpo policlonal anti NADP malato
deshidrogenasa fue cedido por el Dr. E. Pagano, Catedra de Bioquimica, Facultad de
Agronomia, UBA. Las incubaciones se llevaron a cabo durante toda la noche a 4°C.
Finalizada la incubacion las membranas se lavaron con PBST y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente con el segundo anticuerpo (anti IgG de conejo o anti IgG de raton
conjugado con fosfatasa alcalina) y los inmunocomplejos fueron revelados con BCIP (5-
Bromo-4-Cloro-3-indolil fosfato) y NBT (Nitro Blue Tetrazolium) en buffer de revelado TNM
(Tris-HCI 100 mM pH 9,5, CINa 100 mM, Cl,Mg 100 mM).

5.4. Electroforesis en geles de agarosa

Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1% p/v en buffer
TAE (Tris 40 mM, AcONa 20 mM, EDTA 1mM, pH 7,8) segun Ausubel y col., (1994). Los
geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y fotografiados para la obtencién de las imagenes

gue se cuantificaron a través del software ImageJ.

6. Determinaciones bioquimicas

6.1. Medicién de la actividad ACS

Para la medicién de la actividad de ACS el material vegetal (alrededor de 2 g) de
planta entera para el caso de arroz o de parte aérea y parte radical para el caso de tomate, se
molieron en mortero con N, liquido y el polvo obtenido se resuspendié en 4 mL de buffer
fosfato de potasio, 100 mM pH 8,5, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 0,5% v/v, fosfato de
piridoxal 10 uM, PLP e inhibidores de proteasas (fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1 mM,
pepstatina 1 pug/mL, leupeptina 1 pg/mL y benzamidina 20 mM). Se filtré por tela y el filtrado
se centrifugd a 28.000 x g durante 20 min. La actividad se ensay6 incubando el extracto (100
ML) a 30°C, durante 15 min en buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 8,5, con 10 uM de PLP y
200 uM de S-adenosil-L-metionina, en un volumen total de 500 uL. Los tubos con la mezcla
se sellaron con tap6n de goma y se incubaron a 30°C durante 15 min siguiendo la técnica de
Yip y col., (1991). EI ACC formado se midié siguiendo la técnica de Lizada y Yang, 1979.
Brevemente, se inyectd a cada tubo 300 pL de hipoclorito de sodio 5% v/v en solucién
saturada de OHNa en una relacion 2:1 v/v, después de 5 segundos se inyecté 100 uL de

ClbHg 0,2 My a los 2,5 min se extrajo 1 mL del aire de cada tubo que fue inyectado en el
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cromatografo gaseoso para determinar la cantidad de etileno formado. Las extracciones y

determinaciones enzimaticas se realizaron por duplicado.

6.2. Extraccion y medici 6n de actividad CDPK

Los extractos para la medicion de actividad se prepararon a las 24, 48 y 72 h después
de la inoculacion de las plantas de arroz con A. brasilense. En algunos casos se utilizo la
plantula entera y en otros se extrajeron por separado raiz y parte aérea. La extraccion se llevo
a cabo siguiendo el protocolo descripto por Abo-El-Saa y Wu, (1995). Brevemente, el material
proveniente de 50 plantas de cada tiempo se molié en presencia de nitrégeno liquido y el
polvo obtenido se resuspendié en 2 mL de buffer de extraccion conteniendo: 50 mM Tris-HCI
pH 7,5, 25 mM sacarosa, 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 14 mM RR-mercaptoetanol, e inhibidores
de proteasas (PMSF 1 mM, pepstatina 1 pg/mL, leupeptina 1 pg/mL y benzamidina 20 mM) y
de fosfatasas (fluoruro de sodio 50 mM, glicerofosfato de sodio 150 mM, vanadato de sodio
100 uM). El extracto crudo se centrifugd durante 20 min a 10.000 rpm y el sobrenadante se
ultracentrifug6 a 100.000 x g durante 1 h. La actividad quinasa fue medida en el sobrenadante
de 100.000 x g (S100) y en el pellet (P100) previamente resuspendido en 200 pL de buffer de
extraccién. El ensayo de actividad de CDPK se llevo a cabo en 50 yL de mezcla de reaccion
que contenia Tris-CIH 50 mM, pH 7,5, 3-mercaptoetanol 10 mM, CI,Mg 10 mM, 1 mg/mL de
histona 11I-S como sustrato, 50 pM [y**P] ATP (800-1000 cpm/pmol) y la cantidad apropiada
de la preparacion enzimética. Alternativamente se utilizé syntide-2 25 uM como sustrato. Los
ensayos se realizaron en presencia de 1mM Cl,Ca 6 2 mM EGTA. La reaccién se inicié por
agregado del ATP radioactivo y la mezcla se incub6 a 30°C por 15 min. Una vez terminada la
incubacioén se procesaron 45 pL de cada ensayo de acuerdo al método de Roskoski (1983).

Alternativamente, la fosforilacion de histona, se evalud en geles de poliacrilamida. En
estos casos la reaccion se detuvo por agregado de buffer de siembra 4X, los tubos se
calentaron a 100°C por 5 min, se enfriaron y se analizaron por SDS-PAGE 12%. Los geles se

secaron y se expusieron a placas radiograficas.

6.3. Ensayo de quinasa en gel

Para el ensayo de CDPK en gel, 5 ug de proteinas de la fraccion P100 resuspendida
en el mismo buffer de extraccion, se sometieron a SDS-PAGE 12% que contenia 1 mg/mL de
histona 1lI-S como sustrato en el gel separador. Después de la electroforesis el SDS fue
removido del gel por lavado con buffer Tris-CIH 50 mM, pH 8, 20% 2-propanol por 1 h seguido
de un segundo lavado de 1 h con Tris-CIH 50 mM, pH 8, B-mercaptoetanol 5 mM. Las

proteinas fueron desnaturalizadas completamente sumergiendo el gel en el mismo buffer
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conteniendo clorhidrato de guanidina 6 M durante 1 h y luego renaturalizadas sumergiendo el
gel en Tris-CIH 10 mM, pH 7,4, CINa 140 mM, DTT 2 mM, EDTA 2 mM, BSA 1%, Nonidet P-
40 0,1% por 12-18 h con agitacién suave. Finalmente los geles se equilibraron en Tris-CIH 40
mM, pH 8, CI,Mg 10 mM, DTT 2 mM y Cl,Ca 0,2 mM por 30 min a temperatura ambiente. La
reaccion de quinasa se inicié por el agregado de [y-*P] ATP 50 uM (880 cpm/pmol) y se
incub6 a 30°C por 30 min. La reaccion se detuvo por lavado exhaustivo del gel con acido
tricloroacético 5% (p/v) que contenia pirofosfato de potasio 1% (p/v) hasta desaparicion de

radioactividad en los lavados. Los geles se secaron y se expusieron a placas radiogréficas.

6.4. Cuantificacién de proteinas

La cantidad de proteinas en las distintas muestras se determind por el método de
Bradford (1976) usando seroalbumina bovina como estandar. Para la determinacién de
proteinas asociadas a membrana, se realizé una hidrdlisis alcalina previa en OHNa 1 N a
100°C durante 30 min.

6.5. Medicion de AIA

La cantidad de AIA en tallos y raices se evalué como se describe a continuacién. El
material proveniente de 5 plantas se homogeneizé en mortero con nitrégeno liquido y el polvo
resultante se suspendié en 200 mL de una mezcla de metanol:agua (4:1 v/v) que contenia
0,5% polivinilpirrolidona. La suspension se estacion6 a 4°C durante 12 h. Después de filtrar, el
residuo sélido se extrajo nuevamente con 100 mL de la misma solucion y se filtr6. Se
combinaron los extractos y el metanol se evapor6é a presidon reducida. La fase acuosa se
ajust6 a pH 2,5 con acido acético y se extrajo por particion con cuatro veces su volumen de
acido acético 1% saturado en acetato de etilo. El extracto acido en acetato de etilo se evaporé
y el residuo se suspendié en acido acético:metanol:agua (1:10:89), se filtr6 a través de
membrana de nitrocelulosa de 0,45 um de poro y se inyectd en un sistema de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). Se utilizé un equipo KNK-500, Konic Inc., Barcelona, con
una columna de fase reversa C18 (uBondapack, 300 3 3.9 mm, Waters Associates, Milford,
MA). La elucidn se llevo a cabo a una velocidad de 2 mL/min utilizando un gradiente de 10 a
73% (v/v) metanol en &cido acético 1% (v/v). Las fracciones que presentaron el mismo tiempo
de retencién del estandar interno de [?Hg] AIA, se recolectaron, evaporaron y se midieron por
capilaridad GC-SIM-MS como fue descripto por Chen vy col., (1988). La purificacion por HPLC
y la cuantificacion por GC-SIM-MS se llevaron a cabo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal,
Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de Rio

Cuarto, Cdordoba, Argentina.
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La determinacién de AIA producido por las bacterias se evalu6 de acuerdo al
procedimiento descripto por Crozier y col., (1988). Brevemente, 30 mL de un cultivo fresco de
A. brasilense (10’ UFC/mL) en caldo NFb (libre de triptofano) se sonicaron y el extracto se
centrifugd a 2000 x g por 20 min. El sobrenadante se ajusté a pH 2,5. La particiéon y el
procesamiento posterior de las muestras para la medicion de AIA por GC-SIM-MS se llevé a

cabo como se describid en el parrafo anterior.

6.6. Medicion de etileno

Para la determinacion de la produccién enddégena de etileno en arroz se utilizaron
plantas cultivadas en frascos de 10 y 150 mL de capacidad conteniendo medio agarizado
Hoagland. El dia previo a la determinacion de etileno, los frascos se sellaron con tapén de
goma y se incubaron en la oscuridad durante 24 h a 30°C. Terminada la incubacién se retird
con jeringa 1 mL del gas de cada frasco que se inyectdé en el cromatégrafo gaseoso.
Terminada la medicién, las plantas se retiraron de los frascos para la determinacion del peso
fresco. La cuantificacion del etileno se llevé a cabo en un cromatégrafo gaseoso Hewlett
Packard 5890 Series Il equipado con un detector de ionizacién de llama y una columna
Porapak N (3,2 mm x 2 m; 80-100 mesh). Las temperaturas del inyector, del horno y del
detector fueron 110°C, 90°C y 250°C respectivamente; se utiliz6 N, como gas de arrastre a
una velocidad de 4,5 cm/seg.

La produccion de etileno generado por las plantas de tomate fue medida en
fragmentos de tallos y de raices. Cada muestra (material proveniente de una planta) se
coloc6é en un frasco de 10 mL que contenia 1 mL de buffer fosfato 50 mM, pH 6,8, los
recipientes se taparon herméticamente con tapon de goma y se colocaron a 30°C por 4 h.
Terminada la incubacion se retird con jeringa 1 mL del gas de cada frasco que se utilizé para
cuantificar etileno siguiendo el mismo procedimiento que el descripto para las plantas de
arroz.

Para la determinacién del etileno producido por las bacterias, 1 mL de cultivo en caldo
NFb (10’ UFC) se inyect6 estérilmente en 5 mL de medio NFb semisoélido contenido en
frascos de 10 mL. Los frascos se sellaron herméticamente y se incubaron a 30°C por 24 h. A
partir de este punto la evaluacién del etileno formado se midi6é en el gas de los frascos como

se describi6 para el material vegetal.
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6.7. Extraccion y andlisis de hidratos de carbono

La concentracion de hidratos de carbono se determiné por el método de Lee y col.,
(2007). Brevemente, un gramo de material vegetal (parte aérea o radicular) se molié en
mortero con nitrégeno liquido y sobre el polvo obtenido se realizaron tres lavados con 10 mL
de etanol 85% a 80°C. El extracto etilico se concentré en evaporador rotatorio a 54°C. El
concentrado se filtro, se llevé a 10 mL con agua milli Q y se extrajeron los pigmentos
fotosintéticos con cloroformo. Para la cuantificacién de los azucares se utilizaron 100 pl del
extracto final. Se us6é un equipo HPLC Agilent 1100, equipado con una columna Agilent
Zorbax Carbohydrate Analysis (4,6 x 250 mm x 5 p) con detector de indice de refraccion
(Agilent PN 840300-908). EI solvente utilizado fue acetonitrilo: agua (75:25). La corrida se
llevé a cabo a 30°C con un flujo de 1,4 mL/min. Como patrones se utilizaron soluciones de 10

mg/mL de glucosa, estaquiosa, fructosa, rafinosa, sacarosa y trealosa.

6.8. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

El ARN total se extrajo utilizando ARNeasy plant minikit (Quiagen). La integridad del
ARN fue monitoreada por electroforesis en geles de agarosa/formaldehido utilizando como
control las bandas correspondientes al ARN ribosomal 28S y 18S.

La calidad de las muestras de ARN fue evaluado midiendo la absorbancia a 260 y 280
nm y tomando como aceptables valores mayores de 1,9 para la relacion DO,g,/DO2g0.

La sintesis de ADNc se llevé a cabo utilizando SuperScript || Reverse Transcriptase

(Invitrogen) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

6.9. PCR

Para la amplificacién del gen de OsACS1 de arroz se usaron los pares de cebadores:
cebador directo 5-GCCGAATTCGATGGTGAGCCAAGTGGTCG-3' 5'- y cebador reverso 5'-
GAGCGCGTGGGGGTTCTTCT-3' que amplifican un producto de 325 pb (Zarembinsky y
Theologis, 1993). Las condiciones de amplificacién fueron: 25 ciclos de 60s a 95°C, 60s a
55°C, y 60s a 72 °C. La amplificacién de actina, gen de expresién constitutiva, se utiliz6 como
control en cada experimento de amplificacién.

Para la amplificacion de los genes de tomate se utilizaron los pares de cebadores que
se detallan en la Tabla 2; en la misma Tabla se muestran los valores esperados para los
fragmentos amplificados. En este caso se utilizaron como controles la amplificacién de dos

genes constitutivos, actina (LeACT1) o ubiquitina (LeUBI3).
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Tabla 2. Secuencias de los oligonucle6tidos especificos utilizados en las amplificaciones por
PCR de genes de tomate y tamafio de los fragmentos esperados

GEN SECUENCIA DEL OLIGONUCLEOTIDO EN SECUENCIA DEL OLIGONUCLEOTIDO EN FRAGMENTO

FORWARD REVERSE ESPERADO (pb)
Le-Pti4 5 CAGCTCCGGCGGCTGAAACAS’ 5 GTTCCGGCGATGCTCGCCTTS' 276
Le-PR1b 5 TCTGGTGCTGGGGAGAATCTS’ 5 CCGTTGTTGCAACGTGCCCG3’ 200
Le-PR2 5 GTGGCCGCAGCGCAAAGCGCS 5 CAAGCCCTCCATTTCTGCATS 270
Le-PR P23 5 CCAAACACCCTAGCCGAGTA3 5 ACCAGGGCAAGTAAATGTGC3’ 348
Le-a-DOX1 5 TATCTTGGAGCACGGCGGAG3’ 5 CTAAAGGACTTGAGTGGGS’ 407
Le-ACS2 5 CTGGTGGTGCCACTGGGGCT3 5 CTCTAAATCCTGGTAACCC3’ 480
Le-ACS4 5 CAGGATGGGTCTCGCGGS’ 5 CCTGGGTATTAGGGTGTGGGG3’ 318
St-SN2 5 TGCTCCTTCTCGAGCAAGTCCA3 | 5 GCAAGGGCAAGTCTCAGTGTTGC3’ 227
At-WRKY53 5 GAAAAATGGATTGTGGATTCAAZ’ 5 CATCATCAGTAGGCCCTTCA3’ 363
Le-CO 5 AGCATCCAAATCCTCCAACAS’ 5 AAGCCAGAGCAGCTGATGACS 377
Le-Cyt P450 | 5 CCAGATTGGCAAGAGAAAGCS 5 TCCAAGGCATATCCGAGAACS’ 357
Le-ACT1 5 TGGCATCATACCTTTTACA3’ 5 TCCGGGCATCTGAACCCTCTCS’ 500
Le-UBI3 5 GGATTCCCCCAGACCAGCAGS’ 5 CGAAGCCTCCTGAACCTTTCCS’ 200

Nota: todos los oligonucleétidos fueron disefiados en base a secuencias de S. lycopersicum con
excepcion de WRKY y Snakin-2 para los cuales se utilizaron las secuencias de los genes de A. thaliana
y de Solanum tuberosum respectivamente depositadas en el banco de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Las condiciones de amplificacién para los genes de tomate se detallan en el Anexo 1.

7. Andlisis transcriptomico de larespu  esta de plantas de tomate a la inoculacion

con Azospirillum brasilense

Los experimentos de marcacion de ADNc con fluordforos, la hibridacion de las
micromatrices y el analisis de los resultados los llevé a cabo en el Laboratorio del Dr Antonio
Granell-Ritchart, del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas, Universidad

Politécnica de Valencia, Espafia.

7.1. Preparacion del material vegetal

Se utilizaron 100 plantas de tomate inoculadas con A. brasilense (item 3.2.3) y 100

plantas control sin inocular que fueron crecidas durante 7 y 14 dias (50 plantas para cada
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tiempo de las inoculadas y de las controles). Se tomaron al azar hojas de las plantas
inoculadas y control de los dos tiempos (inoculadas de 7 y 14 dias y control de 7 y 14 dias) y
se hicieron dos extracciones independientes de ARN de cada pool de hojas.

Para la confirmacién por RT-PCR y western-blot de los resultados obtenidos con las
micromatrices se utilizaron 50 plantas inoculadas y 50 plantas control (25 plantas para cada
tiempo del control y del inoculado). En este caso la extraccion del ARN se realiz6 en la parte

aérea y radical de cada uno de los pooles de hojas y raices.

7.1.1. Marcacion de muestras de ADNc con fluor6foros

Los ADNc fueron marcados con los fluoréforos siguiendo el protocolo descrito en TIGR
(The Institue for Genomic Research, http://jcvi.org). Se mezclaron 30 ug de ARN total
provenientes de las muestras con oligo dT2s-V (6 ug/uL) en un volumen de 18,5 uL y se
mantuvo la mezcla por 10 min a 70°C para desnaturalizar los acidos nucleicos y evitar la
formacion de estructuras secundarias. Seguidamente, se dejé el tubo a temperatura ambiente
3 min para permitir el apareamiento de los oligonucleotidos y el ARN. Para comenzar la
retrotranscripcion se afadié 6 uL del buffer 5X de la enzima, 3 yL DTT 0,1 M, 0,6 pL de una
mezcla de nucleétidos que contenia 25 mM dATP, 25 mM dCTP, 25 mM dGTP, 10 mM dTTP
y 5 mM de 5-(3-aminoalil)-2’-deoxiuridina 5’ trifosfato y 400 pyL de SuperScript Il RT (200
U/uL). La reaccion se dejo 3 h a 50°C y a continuacion se hidrolizé el ARN con 10 uL de
OHNa 1 My 10 yL EDTA 0,5 M durante 15 min a 65°C. El ADNc de simple cadena se
neutralizé con HCI 250 mM. La purificacion del ADNc se realizé utilizando el kit Qiaquick PCR
Purification kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl ADNc purificado se sec6
al vacio durante 1 h a 45°C, se resuspendi6é en 0,9 M de COz;Na, pH 9 y a esta suspension se
le agrego el fluor6foro adecuado. Los fluoréforos utilizados fueron NHS-éster-Cy3 (Cy3 Mono-
Reactive Dye Pack, Amersham Bioscience), verde y NHS-éster-Cy5 (Cy5 Mono-Reactive Dye
Pack, Amersham Bioscience), rojo. Estos se unen a la amina del 5-(3-aminoalil)-2"-
deoxiuridina-5"-trifosfato (aa-UTP) incorporado en la sintesis de ADNc formando un enlace
tipo éster durante la incubacion de 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Desde este
punto el trabajo se realiz6 con luz natural tenue, y en ausencia de luz artificial para evitar la
degradacién de los fluoréforos que son fotolabiles. En la purificacion del ADNc marcado se
utilizé nuevamente el kit de Qiagen. EI ADNc purificado se seco al vacio. El producto seco se
resuspendi6 en 10 yL de agua y se comprobd la eficacia de la marcacion del ADNc en un gel
vertical de agarosa 1% TAE 1x; la cantidad de ADNc obtenido se midié utilizando el
espectrofotémetro  Nanodrop (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer. Thermo Fisher

Scientific Inc., USA) con 1 pl de muestra y agua como blanco.
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7.2. Hibridacion de las micromatrices

Se utilizaron micromatrices de ADNc Tom 1 donde se encuentran inmobilizados en un
soporte solido ADNc derivados de un total de 13.440 clones de EST representando 8500
genes de tomate (Cornell USA, http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/array/basicsearch.cgi). En
nuestro caso se usd un disefio de bucle y por lo tanto fueron utilizadas 8 micromatrices,
intercambiando la marcacion con los dos fluoréforos entre controles e inoculados (dye-swap).
Este disefio permite minimizar el nimero de micromatrices utilizadas, al mismo tiempo que se
obtienen dos replicados de cada muestra, cada uno de ellos marcado con un fluoréforo
diferente. Cada hibridacién se realizé dos veces, resultando un total de 4 réplicas técnicas de
cada muestra, dos marcadas con Cy3 (verde) y dos con Cy5 (rojo). Un esquema del

experimento se muestra en la Fig 13.

114d/I7d
17 [] 114
IIC 7 T l IC 14
C7 — Cl4
Ci4d/C7d
Figura 13. Disefio de bucle utilizado en el analisis transcriptémico. I, inoculado, C, control, a los 7

y 14 DDI. Las flechas representan los fluoréforos (Cy3, verde, y Cyb5, rojo) utilizados en las
hibridizaciones.

Las micromatrices se hibridaron siguiendo las instrucciones de Corning para la
hibridacion de UltraGaps Coated Slides (www.corning.com/lifescience). En primer lugar, las
micromatrices se prehibridaron incubandolas 60 min a 50°C con solucioén de prehibridacion
(SSC 3x, SDS 0,1%, BSA 0,1 mg/mL). A continuacién, se lavaron con agua e isopropanol
durante 15 segundos, se secaron centrifugandolas 6 min a 1000 rpm y finalmente se trataron
con aire comprimido y se depositaron en la camara que contenia unas gotas de agua para
aportar humedad a la hibridacién y evitar el secado de las muestras marcadas. Los ADNc
marcados con los dos fluoréforos se mezclaron con el buffer de hibridacién (SSC 3x, SDS
0,1%, DNA de esperma de salmén 0,1 mg/mL) para obtener una muestra de 100 uL. Esta

mezcla se desnaturalizé por 5 min a 95°C antes de la hibridacién, se enfrio en hielo antes de
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depositarla entre la micromatriz y el cubreobjetos. Las micromatrices se mantuvieron toda la
noche en un bafio de agua a 50°C protegido de la luz.

Al dia siguiente, se retird el cubreobjetos y las micromatrices se lavaron en solucion
SSC 2x/SDS 0,1% durante 5 min a 42°C. El segundo lavado se llevé a cabo con SSC
0,1x/SDS 0,1%, durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de varios lavados con SSC
0,1x,1 min a temperatura ambiente. Por ultimo, se enjuagaron con SSC 0,01x unos segundos
y se secaron por centrifugacion.Todos los lavados se hicieron con agitacion. Finalmente, se

escanearon las micromatrices hibridadas.

7.3. Andlisis de los resultados de las micromatrices

7.3.1. Obtencion de imagenes

Las micromatrices fueron escaneadas en un escaner GenePix 4000B (Axon
Instruments). El programa utilizado fue GenePix® 4.1 (Axon Instruments). Una vez
establecidas las condiciones 6&ptimas del fotomultiplicador en un pre escaneo, los
microarreglos se analizaron con una resolucién de 10 pum/pixel. Los resultados generados en
GenePix consisten en una tabla de datos de las intensidades medidas a cada longitud de
onda, la relacion entre ellas, el valor del ruido de fondo y una serie de pardmetros estadisticos
gue permiten evaluar la calidad de los datos. Se consideraron como sefiales buenas aquellas
gue presentaron un valor de al menos dos veces por encima del ruido de fondo local. A la
relacion de los datos asi filtrados (inoculado/control) se le aplicd la transformacion log, para el
manejo posterior. La ventaja de la utilizacion de la transformacion log, es que los resultados
reflejan los valores de sobre expresidn y sub expresion en una escala simétrica. Por ejemplo
después de una transformacién a log,, un cambio de dos veces en la expresiéon (2 para la
sobre expresion o ¥ = 0,5 para la sub expresion) tomaran los valores de 1 y -1
respectivamente.

La normalizacion de los datos se llevé a cabo con el programa Acuity 4.0 utilizando el
sistema Lowess (locally weighted linear regresion). La aplicaciéon del andlisis Lowess como
método de normalizacién permite eliminar las desviaciones que afectan a los valores log, I/C y
gue dependen de la intensidad de las sefiales detectadas (demasiado intensas o demasiado
débiles).

Se realiz6 un andlisis ANOVA de una via con la finalidad de escoger solamente
aguellos genes que cambiaban significativamente (p <0,055) entre el conjunto de matrices de
todo el experimento. Para las comparaciones entre los tratamientos (inoculado vs control) se

seleccionaron aquellos spots que mostraron mayor consistencia entre las dos réplicas.
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De los genes que fueron estadisticamente expresados en forma diferencial se
eligieron algunos que resultaron especialmente interesantes para nuestro estudio y su
expresion diferencial se confirmé por RT-PCR. En algunos casos la expresion de la proteina

respectiva se confirmé por Western-blot.

8. Andlisis protedmico de la respuesta  de plantas de tomate a la inoculacién con

Azospirillum brasilense

8.1. Extraccion de proteinas y marcacion con fluoréforos

Se extrajeron las proteinas de las mismas plantas utilizadas para el andlisis
transcriptomico. La extraccién se llevé a cabo siguendo la técnica de Hurkman y Tanaka,
(1986). Brevemente 5 g de material fresco (aéreo y radical, por separado) se molié en
nitrégeno liquido, y se resuspendié en 2 mL de buffer Tris-CIH 0,5 M pH 6,8 conteniendo
sacarosa 0,7 M, EDTA 50 mM, CIK 0,1 M, B-mercaptoetanol 2 % v/iv, PMSF 2 mM. La
resuspension se incubd durante 10 min a 4°C y se le agregé igual volumen de agua saturada
con fenol. Se agitdé durante 10 min a temperatura ambiente y se centrifugé a 5000 rpm
durante 30 min. Después de la centrifugacion se recuper6 la fase fendlica y se re-extrajo con
igual volumen de buffer de extraccion. Posteriormente se agregé a la fase fendlica, 5 vol. de
acetato de amonio 0,1 M en metanol y se incub6 a - 20°C durante toda la noche. El
precipitado obtenido se lavé 3 veces con acetato de amonio y una vez con acetona y se dejo
secar. Las muestras se rehidrataron en la soluciéon de rehidratacion de las tiras de IEE en un
volumen final de 100 pl.

Se incluyd en el estudio una muestra de proteinas de A. brasilense extraida de la
misma forma como un control de las proteinas aportadas por la bacteria.

Para la marcacion con los fluor6foros se puso en contacto la solucion proteica
equilibrada a pH 8 y el colorante comercial en una relacién de 400 pmoles de colorante cada
50 ug de proteinas. La mezcla se incub6 en oscuridad durante 30 min en hielo, y finalmente la
reaccion se detuvo por el agregado de L-lisina 10 mM. Se mezclaron de a dos las muestras
marcadas que se deseaba comparar y la referencia (en total 150 pg de proteinas) y
finalmente se sembré cada muestra en una tira de IEE.

En la Tabla 3 se detalla la composicién de las muestras proteicas marcadas con los

fluoréforos Cy3, Cy5, Cy2 usadas en este estudio.
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Tabla 3. Marcacién de las muestras con los diferentes fluor6foros

Ndmero Proteinas marcadas Proteinas marcadas Proteinas marcadas
de gel con fluoréforo Cy3* con fluoréforo Cy5* con fluoréforo Cy2**

1 CA7 IA7 REF

2 CR7 IR7 REF

3 CA14 IA14 REF

4 CR14 IR14 REF

5 IA14 CR14 REF

6 IR14 CA7 REF

7 IA7 CR7 REF

8 IR7 CAl4 REF

9 CR7 A. brasilense REF

* Las iniciales corresponden a las proteinas provenientes de: C, controles; A, parte aérea; |, inoculados
con A. brasilense; R, parte radical. Los numeros indican: 7, muestra correspondiente a 7 DDI; 14,
muestra correspondiente a 14 DDI.

** REF, estandar interno que contiene cantidades iguales de todas las proteinas del ensayo y permite
la normalizacion de los geles.

Como ya se explicd en el item correspondiente al uso de colorantes en el analisis
transcriptomico, la técnica del dye-swap fue utilizada para obtener réplicas técnicas de las

muestras y para normalizar las diferencias entre los colorantes.

8.2. Andlisis de las imagenes 2D-DIGE

Obtencién de imagenes

Una vez obtenidos los geles, estos fueron escaneados en un Typhon 9400 (GE
healthcare)® a una resolucion de 100 um usando las longitudes de excitacién/emisién
adecuadas para los fluoréforos Cy3, Cy2 y Cyb5.

El analisis de las imagenes de fluorescencia fue realizado mediante el paquete
informatico DeCyder® version 7 de GE Healthcare. Este permite la deteccion de las sefiales,
la sustraccion del fondo, la normalizacién en el gel, la remocion de los artificios y las
comparaciones entre geles. Si bien todo este proceso esta automatizado, la confirmacion de
cada spot en cada gel se realiz6 manualmente.

En primer lugar se obtuvieron las imagenes que generaron los tres fluoréforos y se
seleccionaron los spots que coincidieran en las tres imagenes de cada uno de los geles. A
continuacion se normalizo la sefial de cada uno de los dos grupos de muestras que participan

en el estudio usando la sefal correspondiente al estandar interno Cy3/Cy2 para el grupo 1y
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Cyb/Cy2 para el grupo 2. La presencia del estandar interno permite eliminar las variaciones
entre los geles. El paquete informatico incluye el modulo DIA que permite analizar las
diferencias en el gel (Difference in gel Analysis) y el modulo BVA (Biological Variation
Analysis) que permite analizar las diferencias entre geles, es decir las variaciones biolégicas

permitiendo encontrar diferencias en la expresion de proteinas entre varios geles.
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CAPITULO |

Mecanismos bioquimicos involucrados en la promocién del crecimiento en

plantas de arroz

La promocion directa del crecimiento ejercida por las PGPRs en plantas de cereales ha
sido extensamente estudiada, especialmente en plantas como trigo (Zaidi y Khan, 2005) y
maiz (Seyed Sharifi, 2011). En base a resultados de otros autores que mostraron que H.
seropedicae tiene efectos benéficos sobre el crecimiento de plantas de arroz (James y col.,
2002) y resultados propios que indican que tanto H. seropedicae como A. irakense y A.
brasilense promueven el crecimiento de plantas de maiz (Ribaudo y col., 2001; Ribaudo y col.,
2006) y de arroz (Ribaudo y col., 2000; Curd y col., 2005) se decidio profundizar el estudio de
la interaccién de estas PGPRs con plantas de arroz.

A modo de ejemplo se presenta en la Fig.14 los resultados de un experimento donde
se ve claramente el efecto promotor del crecimiento de una de las PGPRs utilizadas en
nuestro laboratorio (A. brasilense) sobre el desarrollo de plantulas de arroz. Como puede
observarse, a las 72 h de la inoculacion es evidente el efecto promotor sobre el sistema
radicular, donde se observa mas desarrollo de las raices laterales (paneles A y B). Los
paneles C y D muestran con mayor aumento el sistema radicular y los paneles E y F muestran
una magnificacion de las zonas marcadas en C y D. Con la mayor magnificacién (E y F) se
observa también el mayor desarrollo de pelos radiculares en las plantas inoculadas como
sefialan las flechas. Estas diferencias en el sistema radical comienzan a hacerse evidentes a
partir de las 48 h posteriores a la inoculacion alcanzando un maximo entre las 72 y 96 h
siguientes. En este tiempo no se observan cambios importantes en el desarrollo aéreo.
Alrededor de los siete dias posteriores a la inoculacion la parte aérea alcanza un desarrollo
mayor en las plantas inoculadas como puede apreciarse en el panel G. El proceso de
formacion del sistema radicular (raices laterales, adventicias y pelos radiculares) ha sido
extensamente estudiado en una gran variedad de especies vegetales. De estos estudios
surge que la concentracion y distribucion de nutrientes en el suelo y sefiales internas como las
hormonas (AIA, etileno, jasmonatos, etc.) regulan la densidad, longitud y distribucién espacial
del sistema radicular durante el desarrollo normal de las plantas (Zhu y col., 2006). Asi mismo,
las interacciones establecidas entre las raices y los componentes bidticos del suelo juegan un
papel determinante en el crecimiento de las plantas. Si bien los mecanismos que regulan
todas estas interacciones son poco conocidos, estudios recientes han develado una
complicada red de interconexiones entre senderos de sefializacion que involucran varias

fitohormonas. Auxinas, NO, etileno y JA se encuentran entre las hormonas cuya participacion
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se postula como mediadoras en las interacciones de las plantas con microorganismos del

suelo tanto sean estos patdogenos como benéficos.

controles inoculadas

Figura 14. Efecto de la inoculacién de plantas de arroz con A. brasilense . Paneles A y B, plantas
control e inoculadas a las 72 h después de la inoculacion. C y D, una vista amplificada de las raices de
plantas en A y B respectivamente. E y F vista amplificada de las areas marcadas en C y D
respectivamente. Las flechas sefialan la abundancia de pelos radiculares. Panel G, vista completa de
plantas control e inoculadas 7 dias después de la inoculacion.
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Nuestro trabajo se centr6 en el estudio del rol del etileno en el mecanismo de
promocion del crecimiento en plantas de arroz inoculadas con A. irakense, H. seropedicae y
A. brasilense. Dado que los cambios morfologicos inducidos por la inoculacion se hicieron

evidentes a tiempos tempranos la mayor parte de los estudios bioquimicos se llevaron a cabo

utilizando plantas jévenes.

1. Produccién de etileno por las plantas inoculadas con A. irakense, A.
brasilense y H. seropedicae

Se midi6 la produccion de etileno en plantas de arroz desde las tres horas posteriores
a la inoculacién. Si bien en algunos casos se pudo ver un aumento de la produccion de la
hormona desde las 9 h, los datos mas significativos se obtuvieron en todos los casos a partir
de las 24 h. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 15. En el caso de A. irakense los
resultados son menos concluyentes ya que solo las mediciones de 24 h indicaron diferencias
estadisticamente significativas. En cambio la inoculacién con H. seropedicae resulté en el
mayor incremento significativo a los 72 h (alrededor de 2 veces) y con A. brasilense a las 48 y
72 h (entre 4 y 5 veces). A partir de las 96 h las diferencias con el control en todos los

tratamientos comienzan a disminuir (resultados no mostrados).
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Figura 15. Produccion de etileno en plantas enteras de arroz inoculadas con PGPRs . Las barras

representan la media de 10 determinaciones = el error estandar.
* indica diferencias significativas (p < 0,05 Test de Tukey).

Para profundizar en el mecanismo bioquimico que lleva a este aumento en la

produccion de la hormona después de la inoculacion, se midid en cada caso la actividad de
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ACS, la enzima que cataliza el paso limitante de la velocidad en la sintesis de etileno. La
medicion se llevo a cabo en plantas sin inocular (control) y en plantas de 72 h después de la
inoculacion que es el tiempo en que se observaron las mayores diferencias en la produccion
de etileno. Como controles internos para validar la medicion de la actividad enzimatica, se
midié actividad de ACS de plantas sin inocular que habian permanecido el mismo tiempo en
medio de cultivo suplementado con AlA, benciladenina (BA) y CILi, inductores de las isoformas
1y 3 de la ACS de arroz (Zarembinsky y Theologis, 1993) y en plantas tratadas con AVG,
inhibidor de la ACS. Las mediciones de la actividad enzimatica se llevaron a cabo en
condiciones de linealidad con la enzima en todos los casos. Los resultados de estas

determinaciones se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Actividad de ACS en plantas de arroz a las 72 h de la inoculacién con H. seropedicae, A.
irakense y A. brasilense FT326

Tratamiento Actividad de ACS *
(pmoles etileno. min . mg™)

Control 13,09+1,65b
H. seropedicae 27,39+1,62c
A. irakense 16,03+1,42Db
A. brasilense 26,02+1,30c
AIA+BA+CILi 56,90 £1,55d
AVG (10 uM) 6,59+1,12 a

*Los datos mostrados son el promedio de 10 determinaciones * error estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05 Test de Tukey).

Los cambios en la actividad de ACS son congruentes con los incrementos observados
en la produccioén de etileno mostrados en la Fig.15. Las plantas inoculadas con H. seropedicae
y con A. brasilense son las que mostraron los mayores incrementos (100%). Estos valores
resultan relevantes si se los compara con el obtenido con la combinacién de inductores que
fue del 300%. La presencia de AVG, inhibidor de la ACS, tuvo el comportamiento esperado.

Ademas de los cambios en la actividad de ACS sefialados en la Tabla 4 el uso de
ctivadores e inhibidores gener6 importantes cambios morfolégicos. Asi las plantas tratatadas
con AIA+BA+CILi mostraron un desarrollo mucho mayor del sistema radicular que el
observado con cualquiera de las inoculaciones, en cambio la presencia de AVG bloqued

completamente el desarrollo de las raices (resultados no mostrados).
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2. Medicién de los niveles de expr esion de ACS en plantas inoculadas

Seguidamente se evalué la posibilidad de que los cambios en la actividad de ACS se
debieran a regulacion de su expresion a nivel génico. Este estudio se llevé a cabo con plantas
inoculadas con H. seropedicae y con A. brasilense en las que los resultados anteriores fueron
mas concluyentes.

Utilizando los mismos extractos usados para la medicion de la actividad enzimatica se
evaluo la expresion de ACS a nivel de proteina mediante Western blot utilizando un anticuerpo
anti Le-ACS2 de tomate. Un grupo de plantas pertenecientes al mismo ensayo se utilizé para
llevar a cabo los experimentos de RT-PCR con cebadores del gen OsACS1 y OsACS3. Los
resultados obtenidos se muestran en la Fig.16. Con respecto a la expresioén de ACS a nivel de
proteina, en ambos casos se observa un importante aumento de la cantidad detectada por el
anticuerpo en las plantas inoculadas (Fig. 16, paneles A y C). Es posible que la presencia de
dos bandas de movilidad similar que se ha observado siempre en estos experimentos se deba
a protedlisis ocurrida durante el proceso de extraccion ya que se ha informado que algunas

formas de ACS son especialmente sensibles a la protedlisis (Tatsuki y Mori, 2001).
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Figura 16. Expresion de ACS en plantas de arroz inoculadas con H. seropedicae y A. brasilense.
Paneles Ay C, inmunoblot de la fraccién S100 del extracto de planta entera de 72 h reconocida con el
anticuerpo anti-ACS2. El control de carga de proteina en cada carril se realizé por tincién con Ponceau
previa a la inmunodeteccion. Panel A, plantas inoculadas con H. seropedicae y Panel C, plantas
inoculadas con A. brasilense. Paneles B y D, ADN amplificado utilizando los cebadores
correspondientes a la isoforma OSACS1 analizado por electroforesis en geles de agarosa. Panel B,
plantas inoculadas con H. seropedicae y Panel D, plantas inoculadas con A. brasilense. En los graficos
de barras se representa la expresion de ACS relativa a la de actina (ACT) en muestras control (barras
blancas) e inoculadas (barras negras). Se asigno arbitrariamente el valor de 1 para las plantas control.
Carril 1, plantas control; carril 2, plantas inoculadas. Tanto para el Western blot como para la RT-PCR
se muestran los resultados de un experimento representativo de un total de 3.
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Los resultados de RT-PCR semicuantitativa (Paneles B y D) indican en ambos casos
un aumento de entre 50 y 60% en la cantidad de mensajero para OsACS1. La amplificacion
con los cebadores para OsACS3 no mostro diferencia de expresion para este gen (resultados
no mostrados).

Tomados en conjunto los resultados de expresion, tanto a nivel de proteina como de
mensajero de ACS, los de actividad enzimatica y los de niveles de etileno sugieren
fuertemente que la inoculacién con H. seropedicae y A. brasilense promueven una activacion
del sendero biosintético de la hormona en la planta de arroz. En consecuencia podria
pensarse como hipotesis que el etileno tiene algun rol mediador en el mecanismo promotor del
crecimiento de estas PGPRs sobre arroz.

3. Efecto de un precursor de la sintesis de etileno y de un inhibidor de su
percepcion

Debido a que las plantas inoculadas con A. brasilense presentaron la mayor respuesta
en cuanto a la produccién de etileno se continu6 el estudio de la asociacion con esta PGPR.

Para tratar de establecer con mayor certeza una relacion entre los niveles de etileno y
el mayor desarrollo de las plantas, por un lado se comparé el efecto de un aumento forzado de
etileno con el de la inoculacién y por otro, se analizo el posible bloqueo del efecto de los
tratamientos con un inhibidor de la percepcion de etileno. Se utiliz6 ACC (precursor de la
sintesis de etileno) para estimular la sintesis endégena y 1-MCP como inhibidor de la
percepcion (Sisler y Serek, 2003).

En primer lugar se comprobd que efectivamente la presencia de ACC en el medio de
crecimiento estimula la sintesis de etileno en forma comparable a la inoculacién con A.
brasilense.

Como se ve en la Fig. 17 el tratamiento con ACC induce un aumento en la sintesis de

etileno comparable a la inducida por la inoculacion.
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Una vez corroborado el efecto de ACC sobre la sintesis de etileno en la planta se
evalu6é el efecto del blogueante de la percepcion de la hormona sobre la promocion del
crecimiento en plantas tratadas con etileno, o con ACC o inoculadas con A. brasilense. Los
resultados se muestran en la Fig. 18. En todos los casos la presencia de 1-MCP provoco una
disminucion en el crecimiento tanto de la parte aérea como radicular comparado con los
controles. En el caso de las plantas que habian sido tratadas con etileno se observo una
disminucion del crecimiento aéreo, un acortamiento de la radicula y una importante
disminucioén en el nimero de las raices laterales en presencia del inhibidor (Fig. 18, panel A
superior y detalle en la foto inferior). En los casos de los tratamientos con ACC y con A.
brasilense el efecto del inhibidor es mas evidente sobre el sistema radicular que sobre la parte
aérea (paneles B y C). En el caso de las plantas inoculadas, el boqueo de la percepcion de
etileno provocé una disminucion en el nimero y en la longitud de las raices laterales (panel C,

superior y detalle en el inferior).
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Figura 18. Efecto del 1-MCP sobre el desarrollo de plantas de arroz a los 10 dias después del
tratamiento con etileno, con ACC o de la inoculacién con A. brasilense . Panel A: efecto del 1-MCP
sobre plantas de arroz tratadas con 1nL.L™ de etileno. Panel B: efecto del 1-MCP sobre plantas tratadas
con ACC. Panel C: efecto del 1-MCP sobre plantas inoculadas con A. brasilense. En la parte inferior de
cada panel se muestra un detalle del sistema radicular. En todos los casos las flechas sefialan las
raices laterales en cada tratamiento
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4. Endofitismo bacteriano

Para confirmar la presencia de bacterias en el interior de las raices de las plantas de
arroz utilizadas en los experimentos anteriores, se llevd a cabo un recuento de las bacterias
contenidas en las raices. Se desinfectaron superficialmente las raices, como se describi6é en
Materiales y Métodos y se procedié a realizar el recuento sobre un gramo de raices para cada
uno de los tratamientos. Los valores obtenidos fueron 7,3 x 10°, 1,24 x 10" y 3,2 x 10" UFC.

mL™* para A. irakense, H. seropedicae y A. brasilense respectivamente.

2+

5. Actividad de la protei na quinasa dependiente de Ca en respuesta a la

inoculacion con A. brasilense

Como fue comentado en la Introduccion de esta Tesis, los cambios en la concentracion
de Ca* intracelular y la percepcién de los mismos por sus proteinas sensoras especificas
integran una red de senderos que median las respuestas de las plantas a un gran numero de
sefiales, entre ellas las sefiales hormonales y las generadas por estrés bidtico y abidtico.
Particularmente en el caso del sendero de transduccion del etileno en Pisum sativum se ha
propuesto la mediacién de una cascada de quinasas y fosfatasas reguladas por Ca?* (Kwak y
Lee, 1997; Liu y Zhang, 2004) y en N. tabacum se encontr6 activada, bioquimica y
transcripcionalmente, una CDPK en respuesta a estrés biodtico y abibtico (Romeis y col., 2001).
En relacion a las sefiales generadas en las plantas en respuesta a la inoculacion con PGPRs
existen pocos antecedentes en la bibliografia que vinculen el metabolismo del Ca* con
respuestas a la inoculacion. En el caso de Medicago truncatula inoculada con Sinorhizobium
meliloti, Gargantini y col., (2006) sugirieron que una isoforma de CDPK, la CPK3, participa en
la regulacion de la interaccién simbidtica.

Con el objetivo de evaluar la posibilidad de que la actividad de alguna quinasa de
proteinas dependiente de Ca”* estuviera involucrada en la transduccién de sefiales del etileno
en nuestro sistema, se midi6 la actividad de CDPK en plantulas 24 y 48 h después de la
inoculacion. Dado que distintas formas de CDPK pueden ser solubles o estar asociadas a
membranas, en un primer experimento de midi6 actividad de histona quinasa dependiente de
Ca?* en la fraccion soluble (S100) y en la particulada (P100) de los extractos preparados con
plantulas enteras de 24 y 48 h inoculadas con A. brasilense y controles sin inocular. En la Fig.
19 se resumen los resultados obtenidos. En primer lugar, se observdé que la actividad
fosfotransferasa es dependiente de Ca?*. las diferencias mas interesantes entre controles e

inoculados se observaron en las muestras de 24 h. En todos los casos la actividad histona
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guinasa fue independiente de la presencia de calmodulina (resultados no mostrados) lo que

permite asumir que se trata efectivamente de actividad CDPK.

A B
24 h 48 h 24 h 48 h
c I C I C I c I
— - - - -— - - o
Ca’? + - 4+ - + -+ - + -+ - + -+ -
EGTA -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+

Figura 19. Efecto de la inoculaciéon con A. brasilense sobre la actividad histona quinasa
dependiente de Ca ** en las fracciones S100 y P100. Los extractos se prepararon como se indica en
Materiales y Métodos y la actividad se midio utilizando histona como sustrato en ausencia y en
presencia de Ca’* 2 mM y en ausencia y presencia de EGTA 1 mM. Se utilizaron plantas de 24 y 48 h
post inoculacion. En cada carril se sembraron alicuotas de las mezclas de reacciéon que contenian 0,5
pug de proteinas. Se muestra la autorradiografia de la electroforesis en SDS-PAGE 12%. Panel A,
fraccién S100; Panel B, fraccion P100.

Con el objeto de profundizar en la caracterizacion de esta actividad y su relacion con la
inoculacion se analizo su localizacion en las distintas partes de la plantula (semilla y parte
vegetativa que incluye tallo y raiz) y se discrimind entre actividad soluble y asociada a
membrana. Para estos experimentos se utilizé histona como sustrato y se midio la actividad
después de 24, 48 y 72 h de la inoculacion en extractos solubles (S100) y particulados (P100).
Para los tres tiempos evaluados la mayor actividad fosfotransferasa y las mayores diferencias
entre inoculados y controles se encontraron en la fraccion particulada de la parte vegetativa;
en el resto de las fracciones la actividad enzimética era baja y las diferencias menores al 5%
(resultados no mostrados). En la Fig. 20 A se muestran los resultados de la actividad histona
quinasa en la fraccién P100 de la parte vegetativa y su dependencia de Ca®** en los tres
tiempos. Como se ve claramente la actividad en las plantas inoculadas es mayor, entre 50 y
70%, que en los controles. Para evaluar la posibilidad de que esta actividad enzimatica
involucre a una CDPK, se repitié la medicién en la muestra de 72 h utilizando syntide 2, el
sustrato de la proteina quinasa dependiente de calmodulina, en lugar de histona. Como se ve
en el panel B la actividad de syntide quinasa muestra el mismo perfil de activaciéon que el de

histona quinasa y resulta aproximadamente 40% mayor después del tratamiento.
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Figura 20. Actividad de quinasa dependiente de Ca en la fraccion P100. Panel A, actividad
histona quinasa dependiente de Ca®*. Se determiné la actividad quinasa en plantas control (libres de
bacterias) barras blancas y grises e inoculadas (negras y rayadas) a distintos tiempos después de la
inoculacién, en ausencia (barras blancas y negras) y en presencia (barras grises y rayadas) de EGTA 2
mM. Panel B, actividad syntide quinasa dependiente de Ca®*. Se midi6 la actividad quinasa usando
como sustrato el péptido especifico como se describié en Materiales y Métodos. Se muestran los
resultados correspondientes a un experimento representativo de tres experimentos independientes.

Para completar la caracterizaciéon de la actividad quinasa del P100 como perteneciente
a una CDPK, se evalu6 su comportamiento frente a la presencia del antagonista de
calmodulina W7 y el reconocimiento por un anticuerpo anti CDPK de soja. La Fig. 21 resume
los resultados obtenidos. En el panel A se observa que la actividad histona quinasa es casi
completamente inhibida por la presencia de W7 y el panel B muestra que la actividad syntide
quinasa es inhibida alrededor del 30% en presencia del antagonista. Esta inhibicion esta

dentro de los valores esperables para una actividad CDPK en presencia de W7.
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Figura 21. Caracterizaciéon de la actividad quinasa dependiente de Ca > Panel A, efecto del W7
sobre la actividad histona quinasa del P100. La actividad histona quinasa se evalu6 en el P100 de
parte vegetativa a las 72 h después de la inoculacion de plantas control e inoculadas. Se muestra la
dependencia de ca” y el efecto del antagonista de CaM, W7. Panel B, efecto del W7 sobre la
actividad syntide quinasa del P100. Se evalud la actividad syntide quinasa en el P100 de parte
vegetativa en plantas control (barras blancas) e inoculadas (barras negras) a las 72 h después de la
inoculacién. Panel C, Western blot de extractos del P100 de la parte vegetativa de 72 h en plantas
control e inoculadas. Para la inmunodeteccion de la quinasa se utilizd anticuerpo anti CDPK de soja.
Alicuotas del extracto utilizado en los experimentos cuyos resultados se muestran en la Fig 20 fueron
corridos en SDS-PAGE 12%, transferidos a membrana y ensayados con el anticuerpo. Calle 1: plantas
control, calle 2: plantas inoculadas. La flecha sefala la banda de 46 kDa reconocida por el anticuerpo.
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Finalmente, el panel C muestra el resultado del Western blot. En el control y el
inoculado se detecta una banda de aproximadamente 46 kDa que presenta la misma
intensidad en ambas muestras. Este resultado podria estar indicando que el aumento en la
actividad enzimética detectado en las muestras inoculadas tendria origen en alguna
modificacion postraduccional de la proteina.

En un intento de correlacionar la proteina de 46 kDa reconocida por el anticuerpo anti-
CDPK con la actividad aumentada después de la inoculacion, se llevé a cabo un ensayo de
actividad quinasa en gel. Como se puede ver en la Fig. 22, panel A, se detecta claramente
una banda con actividad quinasa de alrededor de 46 kDa en la muestra inoculada que esta
ausente en el control (carriles 1 y 2). En presencia de EGTA no se observa actividad en
ninguna de las dos muestras (carriles 3 y 4). Por otra parte, cuando replicados de los carriles 1
y 2 fueron separados del gel original, transferidos a membranas de PVDF y ensayados con el
anticuerpo anti-CDPK, se obtuvieron los resultados mostrados en el Panel B (carriles 1 y 2).
Se ve que, nuevamente, la cantidad de proteina reactiva es practicamente igual en las dos
muestras, lo cual indica a su vez que la sefial de fosforilacion observada en el ensayo en gel
se debe a fosforilacion de la histona incluida como sustrato y no a una autofosforilaciéon de la
propia CDPK. Estos resultados apoyan la hipotesis de que el aumento de la actividad de la
banda de 46 kDa podria deberse a una modificacion postraduccional inducida por la

inoculacion con A. brasilense.
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Figura 22. Caracterizacion de la banda de 46 kDa por ensayo de quinasa en gel. Panel A, ensayo

de quinasa en gel. El ensayo se realiz6 como se describe en Materiales y Métodos usando la fraccion
del P100 de parte vegetativa de plantas de 72 h, control (carriles 1 y 3) y plantulas inoculadas (carriles 2
y 4) como fuente de enzima. El ensayo se realiz6 en ausencia (carriles 1 y 2) o en presencia (carriles 3
y 4) de 5 mM EGTA. Panel B, inmunoblot de la fraccion P100. Se corrieron alicuotas de las mismas
fracciones utilizadas en el panel Ay se ensayaron con el anticuerpo anti CDPK de soja. Carril 1, plantas
control; carril 2, plantas inoculadas. Las flechas sefialan el PM calculado para las bandas de interés.
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Para evaluar de qué manera la actividad de CDPK afecta el desarrollo del sistema
radicular que se estd tomando como evidencia del efecto beneficioso de la inoculacion con A.
brasilense, se repitieron las inoculaciones en presencia o ausencia del antagonista de
calmodulina W7. La Fig. 23 muestra, en primer lugar, que W7 disminuye el desarrollo de las
raices laterales en el control sin inocular (paneles de la izquierda), sugiriendo que el desarrollo
del sistema radicular que esta controlado entre otras hormonas por el etileno endégeno de la
plantula es afectado por W7. En los paneles de la derecha se observa que el efecto inductor
de la inoculacion sobre el desarrollo de las raices es también inhibido por W7. Esta inhibicion
se hace mas evidente aun que en los controles, probablemente porque el nimero y la longitud
de las raices laterales en presencia de A. brasilense es siempre mayor. Este resultado sugiere
que la actividad de CDPK es requerida para la formacion de las raices laterales y que en
consecuencia una modulacién de su actividad podria ser parte del mecanismo de respuesta

de la planta a la inoculacion.

Control A. brasilense
- - =

Figura 23. Efecto del inhibidor W7 sobre el desarro  llo de las raices laterales en plantas de arroz
Se muestra el desarrollo del sistema radicular de plantas de arroz crecidas e inoculadas en presencia
y ausencia de 100 uM W?7. Las fotografias fueron tomadas a las 72 h de iniciado el experimento.
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DISCUSION

Dada la importancia del uso de las PGPRs en reemplazo de los agroquimicos, un
conocimiento mas profundo de las cascadas de transduccion de sefiales que se disparan
después de la inoculacién con estas bacterias tiene especial relevancia para el mejoramiento
y la aplicacion de los agentes de biocontrol en general. Hasta el momento los senderos
bioquimicos que permiten una colonizacion endofitica no patogénica de las PGPRs y que
regulan los resultados de esta interaccion en la planta son poco conocidos.

En este capitulo de la Tesis se enfocé el estudio de los mecanismos bioquimicos que
median la respuesta de las plantas de arroz a tres especies bacterianas de las que, como se
menciond al principio de estre Capitulo, se conocia su capacidad promotora del crecimiento
en plantas de maiz y arroz. Como se sefialé en la Introduccién de esta Tesis, el etileno es
una fitohormona que tiene un rol preponderante como mediador y coordinador de las sefiales
internas y externas que modulan la dinamica de crecimiento y los programas de desarrollo
en las plantas. Esta hormona también juega un papel importante en la sefializacion que
media algunas interacciones planta/bacteria como la formaciéon de nédulos en la simbiosis
rizobio/leguminosa (Penmetsa y Cook, 1997) y en la defensa frente a patégenos (Feys y
Parker, 2000). En base a estos antecedentes se avanzé en la investigacion del rol del etileno
en la interaccién de A. brasilense con plantulas de arroz que lleva al establecimiento de una
relacién beneficiosa microorganismo/planta.

Partiendo de la base de que gran parte del control de los eventos mediados por una
hormona ocurre a nivel de su sintesis se comenz6 con la medicion de la cantidad de etileno
producida por las plantas en respuesta a la inoculacion. Los resultados obtenidos indican
que en los tres casos estudiados la inoculacion promueve muy tempranamente un aumento
en los niveles de etileno que se hace francamente evidente a las 24 h, se mantiene hasta las
72 h y luego comienza a disminuir. Como era esperable esta respuesta no es igual en las
tres asociaciones estudiadas y en base a este resultado se continué el estudio con H.
seropedicae y A. brasilense que generaron la mayor respuesta en cuanto a la sintesis de la
hormona. Dado que el paso limitante de la velocidad de sintesis del etileno esté catalizado
por la ACS, se evaluaron los posibles cambios en la actividad y en la expresion de la enzima
en las plantas inoculadas. La inoculacion con ambas bacterias promovié un aumento
importante en la actividad global de ACS que lleg6 al 100% en el caso de A. brasilense. Asi
mismo se detectdé un aumento en la expresién a nivel de proteina utilizando un anticuerpo
anti ACS2 de tomate y a nivel de mensajero utilizando cebadores correspondientes a
OsACS1.

84



DISCUSION

Estos resultados parecian indicar una relacién entre la sintesis de etileno y el sendero
de transduccion que lleva a una respuesta fisioldgica a la inoculacién. Si esta hipétesis fuera
valida, es esperable que la presencia de un estimulador de la sintesis de etileno y el etileno
mismo induzcan un sendero de sefalizacion con resultados comparables al desencadenado
por la bacteria, y que el blogqueo de la percepcidn del etileno lo interrumpa. En efecto, se vio
gue en presencia de etileno 0 de ACC como inductor de su sintesis se genera una respuesta
positiva en la promocion del crecimiento de las raices laterales y de la parte aérea
comparables a la inducida por la inoculacién. La presencia de 1-MCP que bloquea la
percepcién de etileno resulta en la desaparicion de la promocién del desarrollo aéreo y
radicular en las plantas sometidas a los tres tratamientos. Estos resultados apoyan
fuertemente la hip6tesis de un rol mediador de la hormona en la respuesta frente a la
inoculacion con Azospirillum.

Existen en la bibliografia gran cantidad de trabajos que relacionan el metabolismo del
Ca®" y por lo tanto de sus proteinas moduladoras, como mediadores de las respuestas a
estrés biodtico y abiotico en las plantas que incluye la sintesis de etileno (Ludwig y col., 2005).
Con el objetivo de investigar una potencial relacién entre actividad de CDPK y respuesta a la
inoculacion en nuestro sistema, se evalu6 dicha actividad en plantas control e inoculadas y
se encontré que la inoculaciéon con A. brasilense promueve un aumento de una actividad
quinasa de proteinas que efectivamente tiene las caracteristicas de una CDPK. La actividad
estuvo localizada fundamentalmente en la fraccion particulada de la plantula y la mayor
induccién se encontrd a las 72 h post inoculaciéon. Utilizando un anticuerpo anti CDPK de
soja se detectd una sola banda de aproximadamente 46 kDa de la misma intensidad en el
control y en el inoculado. Un ensayo en gel revelé una sola banda con actividad CDPK con
una masa de 46 kDa proveniente de las plantulas inoculadas y que estaba ausente en los
controles. No se observdé aumento en la cantidad de proteina expresada en respuesta a la
inoculacion de modo que el aumento de la actividad promovido por la misma podria deberse
a alguna maodificacion post traduccional de la enzima. La familia de las CDPKs propia de
cada especie suele tener muchas isoformas. En especial en arroz se han descripto hasta el
momento 31 genes de CDPKs (Wan y col., 2007) y con nuestros resultados no podemos
individualizar la(s) isoforma(s) cuya actividad aumenta en respuesta a la inoculaciéon. No se
puede descartar la posibilidad de que la banda visualizada en el experimento en gel no sea
la Unica isoforma de CDPK involucrada en el aumento de la actividad medida in vitro. Es
sabido que el proceso de desnaturalizacién y renaturalizacién que sufren las proteinas en la
aplicacion de la técnica puede afectar la estabilidad y/o la recuperacion de la actividad de las
distintas isoformas de maneras diferentes e impedir que alguna de ellas sea localizada en el

ensayo.
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La presencia de W7 en el medio de crecimiento de las plantulas resultd en un
marcado acortamiento de las raices y una desaparicion total del sistema radicular a dosis
altas (resultados no mostrados). Cuando el inhibidor se usé en la dosis habitualmente
utiizada en experimentos in vivo en plantas control e inoculadas el resultado fue una
marcada disminucién en el desarrollo de las raices laterales. Este resultado indica que el
desarrollo de estas raices, sea tanto como parte del programa fisiolégico de diferenciacion
de la planta como del estimulado por la colonizacion por la PGPR estd mediado por una
actividad que se bloquea por W7. Si bien W7 es ampliamente utilizado en el estudio del rol
de CaM en diferentes senderos de sefializacion, es también un inhibidor relativamente
inespecifico de otras enzimas dependientes de Ca**. Sin embargo, pese a las limitaciones de
una aproximacion farmacoldgica como es el uso de inhibidores los resultados en su conjunto
permiten postular que CDPK y en consecuencia Ca?* forman parte de un sendero de
transduccion de sefiales que vincula la inoculacion con la promocion del crecimiento
radicular.

Como se menciond al inicio de esta Discusion, los mecanismos moleculares
involucrados en la produccién de etileno durante la interaccién planta/PGPR son
practicamente desconocidos. Sin embargo, se pueden establecer algunas correlaciones con
senderos de sefializacion mediados por etileno en casos de estrés bidtico y abidtico
estudiados en otros sistemas. En cuanto a las enzimas involucradas en la sintesis de la
hormona, si bien la regulacién transcripcional de miembros de la familia ACS es un
determinante fundamental de la cantidad de etileno producido (Kende, 1993), algunas ACSs
también son reguladas a nivel postraduccional. Por ejemplo en tomate, LeACS2 es
fosforilada por una CDPK in vitro y el sitio de fosforilacibn esta conservado en otros
miembros de la familia (Tatsuki y Mori 2001; Sebastia y col., 2004). En Nicotiana
benthamiana se demostr6 que la expresion de una forma modificada de CDPK2
constitutivamente activa promueve la produccion de ACC y de H,O, y la muerte celular tipica
de la respuesta HR inducida por patdégenos y dafo. Estos resultados permitieron establecer
un modelo en el que se ubica una CDPK en el sendero de sintesis de etileno (CDPK2 en el
caso especifico de N. benthamiana), activable postraduccionalmente, que fosforilaria entre
otros sustratos a alguna forma de ACS activandola a su vez y modulando asi los niveles de
etileno (Ludwig y col.,, 2005). Asi mismo, en tomate se demostr6 que la
fosforilacion/defosforilacion de LeACS2 inducida por dafio regula su estabilidad aguas arriba
del sistema ubiquitina-proteasoma 26S y en consecuencia modula la produccion de etileno.
Mas aun la estabilidad de LeACS2 depende de la fosforilacion mediada por MAPK y CDPK 'y
se determin6 que LeCDPK2 es una de las quinasas de proteina capaces de fosforilar
LeACS2 (Kamiyoshihara y col., 2010). En definitiva, los antecedentes mencionados indican

qgue CDPK tiene un rol regulatorio relevante en la sintesis de etileno.
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Se postula que en la interaccion planta-PGPR la aparicion de respuestas
cualitativamente semejantes a las de defensa frente a patdégenos tiene un rol en el
establecimiento mismo de la interaccion. En el establecimiento de una simbiosis asociativa,
los enddfitos deben desencadenar bajos niveles de respuesta defensivas en las plantas que
permitan mantener el nimero de enddéfitos bajo estricto control asegurando asi la no
patogenicidad de la infeccion. Resultados recientes indican que el etileno, mediador de la
respuesta ISR, tendria un papel importante en el establecimiento de una interaccién no
patogénica disminuyendo la colonizacion en varios modelos planta/microorganismo (Ledn-
Kloosterziel y col., 2005; Ifiiguez y col., 2005). En cafia de azucar (Saccharum officinarum)
se encontré que un receptor de etileno, ER1, y dos factores de transcripcién que responden
a etileno, ERF1 y ERF2, se expresan diferencialmente en respuesta a la interaccion con
bacterias benéficas y patdgenas: la expresion de ER1 y de ERF2 aumenta drasticamente y
la de ERF1 disminuye en la interaccién con enddfitos fijadores de nitrégeno y estos cambios
se invierten en la asociacion con patdgenos (Cavalcante y col., 2007). Los receptores de
etileno son reguladores negativos del sendero (Introduccion , Fig. 4) y su sobre expresion en
tomate y Lotus japonicus produce una disminucién en la capacidad defensiva de la planta
(Ciardi y col., 2000; Nukui y col., 2004). Por lo tanto, el aumento especifico del receptor ER1
en la infeccibn por una bacteria benéfica disminuiria la sensibilidad al etileno y en
consecuencia también la defensa de la planta frente a la colonizacion. Estos resultados
parecen indicar que elementos del sendero de transduccion del etileno como ER1, ERF1 y
ERF2 podrian participar en cascadas de transduccién alternativas, todas mediadas por
etileno, con la capacidad de discriminar entre los dos tipos de asociaciones (beneficiosas y
patdgenas). Es interesante sefialar que de la comparacion de secuencias de los dos factores
de transcripcion con las del banco de datos del NCBI surge que las secuencias con mayor
identidad (98% para ScERF1 y 85% para ScERF2) corresponden a dos ERFs de arroz.
Podria ser, en consecuencia, que el mismo etileno tuviera entre sus roles el de regular el
endofitismo de A. brasilense como en el caso de S. officinarum y H. seropedicae.

En definitiva, nuestros resultados apuntan a asignar al sendero de transduccién del
etileno un rol fundamental en el proceso de promocion del crecimiento inducido por la
inoculacion de plantulas de arroz con la PGPR A. brasilense. La inoculacion y el incremento
del nivel de etileno se acompafian de una aumento en la actividad CDPK que podria tener
una funcién regulatoria sobre la ACS como la descripta en la bibliografia y que se coment6
més arriba. No se puede descartar que en el proceso mismo del desarrollo de las raices
laterales esté involucrada la actividad de alguna isoforma de CDPK ya que se ha propuesto
que una CDPK de 50 kDa interviene en el desarrollo de raices adventicias inducido por NO y

auxina (Lanteri y col., 2006).
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CAPITULO Il

Mecanismos de promocion del crecimiento en plantas de tomate

Continuamos nuestro estudio sobre los mecanismos involucrados en la promocion del
crecimiento inducido por Azospirillum utilizando ahora como modelo plantas de tomate.

Los pocos trabajos relacionados con Azospirillum y hortalizas comenzaron en el afio
1998 y fueron llevados a cabo en tomate y pimiento (Bashan, 1998). En estos trabajos la
promocién del crecimiento fue evaluada por el aumento del peso seco de la planta entera.

Tanto en la Introduccién de esta Tesis como la discusion del Capitulo I, se habl6 de
las multiples implicancias de las fitohormonas, en especial del etileno, en el desarrollo del
sistema radicular fundamental para el crecimiento de las plantas.

Nos interesO evaluar en este nuevo sistema planta/PGPR el rol del etileno como
mediador del sendero de sefializacibn que media el efecto de Azospirillum sobre el

crecimiento de las plantas de tomate.

1. Pardmetros de crecimiento

En primer lugar las plantas de tomate fueron
inoculadas con A. brasilense como se indic6 en
Materiales y Métodos y se evalud el efecto de esta
inoculacion sobre algunos parametros de crecimiento.

En la Fig. 24 se puede observar la diferencia
en el crecimiento general de las plantas inoculadas.

Se determiné el peso fresco de raices y de

vastagos, la altura de los mismos y la longitud de la

raiz principal. Como puede verse en la Fig. 25, el peso

fresco de los vastagos y de las raices de las plantas

Figura 24, Promocion del

crecimiento en plantas de tomate inoculadas fue cerca de 30% y 8% mayor
inoculadas  con A. Dbrasilense. . -
Plantas cv. Liso Marglobe inoculadas respectivamente que en las plantas control. También
con A brasilense (izquierda) y sin
inocular (derecha) a los 15 DDI.

se observl, un pequefo, pero significativo aumento
(cerca del 7%) en la altura de los vastagos. No se
observo ninguna diferencia significativa en la longitud de la raiz principal de las plantas
inoculadas.
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Figura 25. Efecto de la inoculacion con  A. brasilense sobre el crecimiento de plantas de tomate.
Peso fresco de vastagos de tomate (A), peso fresco de la raiz (B), altura (C) y longitud de la raiz
principal (D). Plantas control, C; plantas inoculadas, |. Las barras representan las medias + ES para

n=20. Diferentes letras para cada parametro significa que hay diferencias significativas para P < 0,05
(Test de Tukey).
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2. Determinacion del contenido de AIA

Varios autores han sugerido una relacion directa entre crecimiento de las plantas y la
produccion de AIA por parte de la bacteria (Glick y col., 1999; Patten y Glick, 2002). Se midi6
el contenido total de AIA dado que no se puede discriminar entre el producido por la planta y
el producido por la bacteria. La determinacién se realizé tanto en raices como en parte aérea
a los 15 DDI. Como puede observarse en la Tabla 5, se detecté un incremento de 7 veces en

los niveles de AIA en la parte aérea y de 19 veces en las raices de las plantas inoculadas.

Tabla 5. Contenido de AlA en plantas de tomate inoculadas con A. brasilense
Tratamiento AIA (Ug. g peso seco  )*
vastagos raices
Control 0,95 1,01
A. brasilense 7,06 18,96

* Los niveles de AIA se determinaron en vastagos y raices de plantas a los 15 DDI. Los resultados
corresponden a un experimento de dos realizados con un n=>5.

Para confirmar que A. brasilense es una cepa productora de AIA se midié la cantidad
de la hormona generada en un cultivo como se describi6 en Materiales y Métodos. La

cantidad de AIA generada por 30 mL del cultivo bacteriano fue de 66,13 ug.L™. Esta cantidad
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no da cuenta del incremento que se observa en las plantas inoculadas por lo cual hay que
postular algdn mecanismo de sintesis endégena de AlA inducido como consecuencia de la

inoculacion con A. brasilense.

3. Produccién enddgena de etileno

Debido a que el AlIA es un regulador positivo de la sintesis de etileno (Abeles y col.,
1992; Kende, 1993) y que éste media la promocion del crecimiento ejercido por las PGPRs,
se midié la produccién enddgena de etileno en plantas de tomate inoculadas con A.
brasilense. Como se muestra en la Fig. 26, se observé un incremento del 40% en la
produccién enddgena de la hormona en los vastagos de plantas inoculadas. En las raices no
se logré detectar produccién de etileno.
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Figura 26. Produccion de etileno en vastagos de plantas de tomate. La cantidad de etileno se

midié como se indica en Materiales y Métodos. C, plantas control; I, plantas inoculadas. Los resultados
son el promedio + ES de tres experimentos independientes con n=20. Letras distintas indican
diferencias significativas para P < 0,05 (Test de Tukey).

4. Determinacion de la actividady  expresion de ACS en plantas inoculadas

Para determinar si los cambios observados en la produccion de etileno se
correlacionaban con cambios en la actividad enzimatica, se midio la actividad de ACS. Como
se ve en la Fig. 27, panel A, se observé un aumento en la actividad de ACS en vastagos y
raices (27 y 100% respectivamente). En la parte aérea se encontr6 ademas una mayor
cantidad de proteina como indica el inmunoblot (Fig. 27, panel B). No fue posible detectar la
proteina en el ensayo de inmunoblot proveniente de muestras de raices probablemente
debido a la baja cantidad de proteinas que se extraen de raiz.
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Figua 27. Actividad y expresion de ACS en plantas de tomate. Panel A, actividad ACS en la
fraccion S-100 de parte aérea y raices medida como se describié en Materiales y Métodos. Barras
blancas, plantas control, barras grises, plantas inoculadas. Panel B, immunoblot de la fraccion S-100 de
parte aérea utilizando el anticuerpo anti Le-ACS2. Se muestra el resultado de un experimento
representativo de tres con similares resultados.

5. Efecto del tratamiento con ethephon

Si el aumento en los niveles de etileno es el responsable de los cambios observados
en las plantas, el suplemento exdgeno de etileno deberia tener el mismo efecto. Con este
propésito se incorpord al medio de cultivo ethephon, un compuesto liberador de etileno, y su
efecto se comparé con el de A. brasilense. El ethephon fue ensayado a 10, 25, 50 y 100 uM.
Dado que 50 y 100 uM tuvieron el mismo efecto, los experimentos que se muestran se

llevaron a cabo con 50 uM de ethephon. La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 6. Efecto del tratamiento con ethephon sobre el crecimiento de plantas de tomate a los
15 dias de iniciado el tratamiento.

Control* Inoculado* Ethephon*
Peso fresco aéreo (mg) 179,1+9.2b 2475+6,1a 188,7+ 15,6 b
Peso fresco de raiz (mg) 48,15+2,7b 59,72+ 2,6 a 50,35+3,2b
Altura de los vastagos (cm) 43+0,2b 53+0,1a 44+0,1b
Longitud de raiz principal (cm) 6,77+0,1a 6,95+0,2a 6,6+0,1a
Superficie radical (cm ?) 10,7+0,3 ¢ 15,2+0,3a 125+05b

*Promedio + ES (n =12). Diferentes letras en una fila indican que hay diferencias significativas entre los
tratamientos para P < 0,05 (T, Test).

Como puede verse en la Tabla 6 la superficie radical aumenté 40% y 16% en las
plantas inoculadas y las tratadas con ethephon respectivamente. No se observé ninguna
diferencia en los otros parametros entre el control y el ethephon. Estos resultados son

coincidentes con las observaciones microscopicas, como se muestra en la Fig. 28 (A y B).
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Figura 28. Pelos radiculares en plantas de tomate a los 15 dias del tratamiento con etephon o
inoculadas . A. Microscopia 6ptica mostrando las puntas de las raices laterales tefiidas con azul de
metileno:(a), plantas control; (b), plantas inoculadas; (c) plantas tratadas con ethephon. Magnificacion:
x20. B. Microscopia electrénica de barrido ambiental (MEBA) mostrando, desde la parte superior a la
inferior, segmento basal, segmento medio, y tips de raices de plantas de tomate (a), plantas control;
(b), plantas inoculadas (c) plantas tratadas con ethephon. Las flechas sefialan la presencia de las
bacterias. Magnificacion: x115.
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En la Fig. 28 A se puede ver el patron de distribucion de pelos radiculares en los
fragmentos terminales de las raices. En el panel B, con mayor amplificacion se observaron en
las plantas control escasos pelos radiculares ubicados alrededor de los 2 mm por encima del
tip en las plantas control. En las plantas inoculadas con A. brasilense se observé mayor
cantidad de pelos con una distribucion algo mas uniforme a todo lo largo de la raiz mientras
gue las plantas tratadas con ethephon mostraron una concentracién diferencial de
abundantes pelos radiculares cerca del tip.

Las flechas en el panel B (b) sefialan las bacterias sobre la superficie de las raices de
las plantas inoculadas.

6. Determinacion de la longitud de los pelos radiculares

Se midié la longitud de los pelos radiculares en las plantas sometidas a los dos

tratamientos y en las plantas control. En la Fig. 29 se muestran los resultados obtenidos.

250

200

Longitud (um)
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Figura 29. Efecto de la inoculacion de  A. brasilense y de la presencia de ethephon sobre la longitud

de los pelos radicales. La longitud de los pelos fue medida en muestras de las plantas que se muestran
en Fig 28. C, plantas control; I, plantas inoculadas; E, plantas tratadas con ethephon. Las barras
representan la media + ES (n=15). Letras distintas indican diferencias significativas para P < 0,05 (Test de
Tukey). La longitud de los pelos fue determinado usando el programa Image-Tool 3.0.

Como puede verse los pelos radiculares resultaron mas largos en las plantas

inoculadas y en las tratadas con ethephon.

7. Endofitismo bacteriano

Para confirmar la presencia de la bacteria en los tejidos de la planta, se realiz6 la
extraccion y el recuento de bacterias contenidas en los tejidos. Para ello, se moli6 la parte
aérea y la radical, por separado, y se evalud la presencia de bacterias como se describe en
Materiales y Métodos. Los valores obtenidos fueron 2,5 x 10* UFC.g™ peso fresco para la

parte aérea y de 3 x 10° UFC.g" peso fresco para las raices. No se recuperaron bacterias de
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los tejidos de las plantas control. También se evalud la presencia de las bacterias en el tejido
vegetal por miscroscopia electronica como puede verse en la Fig. 30. Tanto el recuento
bacteriano del tejido tejido radical y del aéreo, como la miscroscopia electrénica, evidenciaron

la presencia de A. brasilense a los 15 dias posteriores a la inoculacion.

Figura 30. Microscopia electronica de barrido ambien  tal (MEBA) de raices y vastagos de plantas
alos 15 DDI. En A se observa la raiz de una planta de tomate inoculada y la presencia de bacterias en
la superficie de la misma sefialada con flechas. En B, detalle de los pelos radiculares de A (las flechas
sefialan las bacterias). En C, detalle del recuadro de B. En D, se observan las bacterias contenidas en
tejido xilematico de vastagos. En E, se muestra una amplificacién de la zona recuadrada en D. Las
flechas sefialan la presencia de la bacteria en el interior del tejido.

8. Efecto del 1-MCP

Para comprobar si el etileno esta efectivamente involucrado en la sefializacion de la
promocién del crecimiento inducido por Azospirillum se cultivaron plantas en presencia de 1-
MCP, bloqueante de la percepcion de etileno (Sisler y Serek, 2003). Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 7.

Los efectos de la inoculacién fueron méas evidentes en el peso fresco de la raiz y en la
superficie radicular (alrededor del 98 y 68 % de aumento, respectivamente) y en ambos casos
la presencia del antagonista de etileno tuvo un efecto bloqueante (30% y 16% de disminucion

respectivamente).
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Tabla 7. Efecto del 1-MCP sobre
plantas de tomate inoculadas con

los parametros
A.brasilense

de crecimiento medidos a los 15 DDI en

Tratamiento * Sin agregados Con 1-MCP
. C 96,68 +6,5a 91,08+6,0a
Vastagos (mg)
I 92,0+70a 975+121a
. C 21,17+1,69 b 20,66 2,29 b
Raices (mg)
I 42,03 +6,06 a 29,33 +3,69 ab
Altura vastagos (cm) C 491+014a 458+0,18 a
I 4,71+0,16 a 4,51 +0,26 a
Longitud raiz principal C 8,95+0,20a 9,01+0,26 a
(cm) | 8,32£0,228 a 8,55 £0,27 a
Superficie radical (cm ?) C 15,40+0,99c 18,85+ 0,92 bc
I 26,61+10a 22,27+0,85 b

¢, control; |, inoculado. Se muestran las medias = ES (n=12). Diferentes letras en C y en | para cada
parametro significa que hay diferencias significativas para P< 0,05 (Test de Tukey).

En los datos que se muestran en la Tabla 7 se observa un menor desarrollo de la
parte aérea que los mostrados en la Tabla 6. Esta diferencia podria deberse a las condiciones
de crecimiento de las plantas para llevar a cabo el experimento ya que el uso del 1-MCP
requiere que las plantas se desarrollen en un sistema cerrado que podria ser generador de

estrés.

9. Efecto del 1-MCP sobre el desarrollo de pelos radiculares promovido por la

inoculacion con A. brasilense

La presencia de 1-MCP en el ambiente de crecimiento de las plantas de tomate
inoculadas con Azospirillum resulté en una disminucién del nimero de pelos radiculares (Fig.
31). En la Fig 31 A se observan raices de plantas inoculadas con A. brasilense, (a la
izquierda) e inoculadas y a su vez tratadas con 1-MCP (a la derecha). Las flechas sefalan la
acumulacién de pelos radiculares obtenidos en cada caso. Como se puede ver en las plantas
tratadas con 1-MCP disminuy6 sensiblemente la densidad de los pelos radiculares. Esto
sugiere que el efecto sobre la promocién del desarrollo de los pelos radiculares inducido por
la inoculacion depende de sefiales que involucran al etileno.

El efecto del 1-MCP sobre el crecimiento bacteriano se ensay6é como se indica en
Materiales y Métodos. Se comprob6 que el 1-MCP no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento

de la bacteria.

95



RESULTADOS

Figura 31. Efecto del 1-MCP sobre el desarrollo de los pelos radiculares promovido por la

inoculacién con A. brasilense . A, raices de plantas de 15 DDI observadas con una magnificaciéon de
10X. Las flechas sefialan una raiz lateral de plantas de tomate inoculadas (I) o inoculadas que
ademas recibieron 1-MCP (I+1 MCP). En B se muestra una magnificacion (40X) de las raices

sefaladas en A.
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DISCUSION

Los resultados de este capitulo demuestran gue la inoculacién de plantulas de tomate
con A. brasilense promueve el crecimiento medido como aumento de la masa de tallos y
raices, altura de los tallos y superficie total de la raiz (Fig. 25 y Tabla 6). Estos resultados
concuerdan con los informados previamente por Bashan, (1998) relativos al efecto de
diferentes especies de Azospirillum sobre plantas de tomate.

Con el objetivo de investigar los mecanismos bioquimicos involucrados en esta
interaccion planta-bacteria se evaluaron los niveles de AIA y etileno, dos hormonas
relacionadas con la promocién del crecimiento, especialmente con el desarrollo de la raiz
(Riov y Yang, 1989). Se encontr6 que el contenido de AIA en las plantas inoculadas aumenta
7 y 19 veces en tallos y raices respectivamente. Dado que A. brasilense es productora de
AlA, los niveles de hormona medidos son la suma de los producidos por la bacteria y la
planta. Es esperable que tal aumento en la produccién de la hormona tenga consecuencias
importantes en la fisiologia de la planta. Por un lado, AIA puede activar per se sefiales
biogquimicas que promuevan el crecimiento de la planta y por otro puede estimular la
produccién de etileno mediante la activacion de la ACS (Abeles y col., 1992; Kende, 1993).
Con respecto al etileno se encontrdé que su produccion es mayor en plantas inoculadas y que
el etileno suministrado exdégenamente reproduce el efecto de la inoculacién induciendo un
aumento en la superficie de la raiz y en la longitud de los pelos radiculares (Fig. 28, Tabla 6 y
Fig. 29). También se encontr6é que la actividad de ACS aumenté en tallo y raices después de
la inoculacién, especialmente en estas Ultimas. Cuando se midi6 la expresion de ACS
utilizando un anticuerpo anti la isoforma ACS2 se vié claramente un aumento en la cantidad
de proteina presente en tallos. Los datos de actividad y expresion de ACS sugieren que
ambas podrian estar moduladas en el proceso.

La observacion microscopica de las raices de las plantas inoculadas y de las tratadas
con ethephon muestra que ademas de los cambios en la densidad de los pelos radiculares su
distribucion a lo largo de la raiz principal esta alterada en estas ultimas. Es importante notar
qgue en este caso el aumento en el nivel de etileno estd disociado de un aumento de la
concentracion de AlA; como las auxinas también tienen un rol en el desarrollo de los pelos
radiculares es posible que la alteracién del balance AlAl/etileno sea responsable de esta
localizacion anormal de los pelos radiculares.

Los experimentos llevados a cabo utilizando 1-MCP, bloqueante de la percepcién de
etileno, indican que esta hormona es un regulador positivo del desarrollo de los pelos

radiculares y en consecuencia del aumento de la superficie radicular y que es al menos una

97



DISCUSION

de las sefales que median el efecto de la inoculacion con A. brasilense en plantulas de
tomate.

Los pelos radiculares son proyecciones cilindricas de las células epiteliales de la raiz y
participan de procesos como la toma de agua y nutrientes, el establecimiento de la simbiosis
y de estructuras de la planta relacionadas al parasitismo. En tomate la distribuciéon de los
pelos radiculares pertenece al tipo | en el cual todas las células radiculares tienen el potencial
de producir pelos. En este tipo de raices las condiciones ambientales tienen un marcado
efecto sobre el desarrollo de los pelos radiculares (Tsai y col., 2004). Estudios recientes han
demostrado que la localizacién y el crecimiento del pelo radicular estan controlados por
factores genéticos (Grierson y Schiefelbein, 2009) hormonales (Stepanova y col., 2007) y por
el estado nutricional (Reymond y col., 2006).

El rol de las auxinas y el etileno como reguladores del crecimiento y desarrollo de las
plantas ha sido ampliamente estudiado en varias especies vegetales (para una revision,
Santner y Estelle, 2009). Ambas hormonas juegan roles esenciales en el desarrollo de los
pelos radiculares y en la distribucion de los mismos como se ha probado con el uso de
mutantes deficientes en diversos pasos de los respectivos senderos de sefalizacion
(Stepanova y Alonso, 2009).

En lo que se refiere a la participacion del etileno se ha visto en A. thaliana que las
mutantes sobreproductoras de etileno (etol-1,2,4) tienen pelos radiculares mas largos que las
salvajes en las células tricoblasticas (células especializadas que originan los pelos
radiculares). Mas aun, la mutante eto3 que produce mas etileno que las anteriores, desarrolla
pelos radiculares aun en las células que normalmente no los desarrollarian, las
atricoblasticas. La participacidon del etileno se confirma adn mas con el uso del inhibidor de su
sintesis, AVG. Las plantas tratadas con este inhibidor tienen pelos mas cortos e incluso
cuando son tratadas con altas concentraciones del inhibidor no llegan a desarrollar pelos
radiculares. Asi mismo las mutaciones en algunas de las proteinas que codifican para
componentes del sendero de transduccion del etileno ponen de manifiesto el rol de esta
hormona en la elongacion del pelo radicular. Las mutantes en el receptor de etileno, ETR1
producen pelos radiculares entre 50 y 75% mas cortos que los correspondientes a la salvaje.
Por el contrario las plantas mutantes en CTR1 (ctrl) tienen pelos radiculares mas largos que
las salvajes. La mutante ein2 tiene un fenotipo parecido al de las mutantes etrl. Las auxinas
también juegan un rol esencial en el desarrollo de los pelos radiculares. Las mutantes de
Arabidopis defectivas en el transporte y en la transduccién de sefales de las auxinas tienen
pelos més cortos que la salvaje o incluso pueden no tenerlos. El estudio de las mutantes eir
(ethylene insensitive roots) demostr6 que el etileno regula el transporte de auxinas. Es posible
que el sitio donde se inicia la formacién del pelo radicular esté controlado por el etileno cuyo

efecto se encuentra mediado por las auxinas (Dolam, 2001).
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Por otro lado se ha observado que la inoculacién de Arabidopsis con las PGPRs B.
megaterium, A. brasilense y Phyllobacterium brassicacearum STM196 afectan positivamente
la elongacion de los pelos radiculares (Desbrosses col., 2009; Galland y col., 2012) lo que
indica que diferentes PGPRs tienen efectos similares sobre la estructura de la raiz y sugieren
gue este fenotipo es una respuesta tipica a las bacterias benéficas. En estos casos se han
asociado los senderos de transduccion que involucran a las auxinas y al etileno en los
cambios observados si bien existen algunas discrepancias entre los resultados de los
distintos grupos de trabajo que llevan a diferentes hipotesis relativas al entrecruzamiento
entre las sefales mediadas por auxinas y etileno.

Nuestros resultados son evidencia fuerte para asignarle al etileno un rol intermediario
en el sendero de sefalizacion que lleva a un desarrollo aumentado de la densidad de los
pelos radiculares en plantas de tomate inoculadas con A. brasilense y se ven fuertemente
apoyados por los antecedentes que se acaban de discutir. Debido a que un sistema radicular
bien desarrollado juega un rol esencial en la incorporacién de nutrientes mejorando la
nutricion de las plantas, A. brasilense podria ser un componente importante en la formulacién
de biofertilizantes para la produccién horticola.

Para profundizar estos estudios a nivel de los mecanismos bioquimicos y moleculares
involucrados, se encar6 un estudio del perfil transcripcional de las plantulas inoculadas con A.

brasilense cuyos resultados se muestran en el capitulo siguiente.
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CAPITULO Il

Variacion de la expresion génica en  la respuesta sistémica de S. lycopersicum a

la inoculacion con A. brasilense

La capacidad de las PGPRs de desencadenar procesos benéficos para el desarrollo
de las plantas o para el gatillado de mecanismos de resistencia frente a diferentes
generadores de estrés depende de que las bacterias puedan colonizar a la planta. Para que
esta relacién benéfica planta/bacteria se establezca es necesario que la compleja red de
reacciones defensivas de la planta discrimine de alguna forma, no conocida por el momento,
a las PGPRs como no patégenos. Con el objeto de profundizar en la comprension de los
mecanismos moleculares y bioquimicos involucrados en esta interaccién se llevé a cabo un
analisis global de los transcriptos en la parte aérea y de las proteinas expresadas en parte
aérea Yy radical de plantas de tomate a los 7 y 14 dias posteriores a la inoculacién con A.

brasilense.

1. Andlisis transcriptémico

Como se describié en Materiales y Métodos, se utilizaron las matrices de ADNc TOM1
y se encontraron cambios en los perfiles de expresién inducidos por la inoculacién. Los datos
obtenidos fueron analizados por el equipo del Dr Granell Richart (Universidad Politécnica de
Valencia, Espafia). Después de los procesos de filtrado y normalizacion de los resultados
guedaron para el andlisis 12080 ADNc (aproximadamente 90% de los 13440 que contiene la
micromatriz TOM1). Los cambios significativos en los niveles de expresion, entre plantas
inoculadas y control se determinaron mediante un andlisis ANOVA de una via para grupos
multiples considerando las réplicas técnicas de cada grupo. Este analisis rindi6 6049
elementos significativos (considerando como significativo un valor p inferior a 0,05).
Finalmente se aplic6 un filtro para eliminar aquellos elementos con valores perdidos
(ausentes en alguna de las micromatrices consideradas en el andlisis, incluidas las réplicas).
Un total de 5494 ADNc pasaron el filtro, aproximadamente un 41% de los que contiene la
micromatriz TOM1.

En el agrupamiento de los patrones de expresion se utilizo el programa SOM 5x4 (self-
organizing map), un método de agrupamiento no jerarquico. Para este agrupamiento se han
utilizado las medias de las cuatro replicas de los mensajeros encontrados como

significativamente diferentes en el ANOVA (Fig 32).
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17/C7 114/C14 C14/C7 114117 17/C7 114/C14 C14/C7 114117 17/C7 114/C14 C14/C7 114/17  |7/C7 114/C14 C14/C7114/17 17/C7 114/C14 C14/C7 114/7

Figura 32. Analisis de agrupamiento no jerarquico de los perfiles de expresion mediante mapas
autoorganizados (SOM) de las 5494 sondas diferenciales en plantas inoculadas con A.
brasilense . Se muestra el agrupamiento en 20 grupos SOM resultantes de un analisis 5x4. En rojo se
representan los valores de induccién, en verde se representan los valores de represion y en negro los
valores que no cambian. En cada SOM se muestra una linea representativa del perfil promedio del
grupo y en la parte superior el nimero de sondas que se incluyen dentro del perfil.

El anadlisis de las diferencias entre los tratamientos, plantas inoculadas y plantas
control a los 7 DDI y entre plantas inoculadas y plantas control a los 14 DDI se realiz6 usando
el Test de Student de una via (one sample t-test). En los Anexos 2 a 5 que se encuentran al
final de esta Tesis se presenta el listado de aquellos genes cuya expresion cambid debido a
la inoculacibn con A. brasilense en forma estadisticamente significativa en las dos
micromatrices utilizadas y cuyo promedio entre las dos micromatrices tuviera un Fold change
de al menos 0,9 y -0,9 (equivalente a practicamente un cambio de dos veces en la expesion).
En estos Anexos, ademas del nombre de la proteina codificada por el gen se indica el ID, que
es el identificador del “probe” depositado en la micromatriz y el “Fold change” que es el
logaritmo en base 2 de la relacién entre la expresion del gen en la planta inoculada y la planta
control (log; I/C). Se analizaron también, por las razones que se comentaran en cada caso,

variaciones en la expresion de unos pocos genes en los cuales los cambios fueron menores.
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1.2. Genes diferencialmente expresados en la planta a los 7 dias posteriores a

la inoculacién

Se identificaron 24 genes sobre expresados (Anexo 2) y 1 sub expresado a los 7 DDI
(Anexo 3).

1.2.1. Genes sobre expresados

Los 24 genes sobre expresados pertenecen a las siguientes categorias funcionales,
proteinas PR (25%), metabolismo (17%), factores de transcripcion (13%), sefalizacion y
biosintesis de hormonas (8%), relacionados con la defensa (4%), transporte (4%), respuesta
al dafio (8%) y proteinas de funcién desconocida o hipotética (21%).

En la Fig. 33 se muestra en un esquema el porcentaje de las categorias funcionales
comentado mas arriba. Es importante sefialar el alto porcentaje de proteinas PR sobre

expresadas a los 7 DDI; ninguno de los genes de esta categoria resultd reprimido.

25%

Transporte
4%

Respuesta al
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8%

Desconocidas
21%

Sefializacion
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defensa
4%
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0,
17% Factores de

transcripcion
13%

Figura 33. Representacion porcentual de las cate  gorias funcionales de genes sobre expresados
alos 7 DDI.

Entre los genes sobre expresados las dos categorias funcionales mas numerosas
(exceptuando los genes desconocidos) pertenecen a los relacionados con los cambios que la
bacteria induce en la planta: promocion del crecimiento y aumento de la resistencia a las
enfermedades.

Los genes que probablemente estén relacionados con la promocion del crecimiento

son los involucrados en el metabolismo de los hidratos de carbono como B-galactosidasa
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(Fold change: 0,939) y B-amilasa (Fold change: 1,07). Dado el rol conocido de las auxinas en
el crecimiento es posible que el gen SAUR-like protein (Fold change: 1,234, Anexo 2), que
interviene en el camino de sefalizacion de auxinas tenga también un rol en la promocion del
crecimiento.

Los genes relacionados con un aumento de la resistencia a las enfermedades son los
de las proteinas PR, los de algunos factores de transcripcion, los relacionados con el
metabolismo secundario y los de algunas proteinas relacionadas con los senderos de
sefalizacion involucrados en la respuesta a distintos tipos de estrés. En nuestro caso resulta
interesante destacar que los genes de varias proteinas clasificadas como PRs se encuentran
sensiblemente sobre expresados a los 7 DDI: proteina STH-2 (PR10 a) (Fold change: 4,815);
precursor de endoquitinasa (Fold change: 2,709); precursor de PR P23 (Fold change: 1,936);
precursor de PR1b (Fold change: 2,453) y proteina TSI (PR10) (Fold change: 0,973). Estos
genes se han encontrado sobre expresados en plantas de tomate infectadas con patégenos
como Phytophthora infestans y Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Matton y Brisson,
1989) Cladosporium fulvum (Danhash vy col., 1993), con P. syringae (Cohn y Martin, 2005) y
con el viroide de la corteza externa de los citricos (CEVd), (Rodrigo y col., 1993). También se
ha demostrado que algunos componentes de los senderos de respuesta a diferentes tipos de
estrés como MeJA, SA, ABA, GA;, H,0, y Cu* conducen a la sobre expresion de los niveles
de mensajeros de TSI (PR10) (Jia y Martin, 1999). Esta proteina tiene actividad
ribonucleotidica y antimicrobiana y ademas participa en la senescencia y el desarrollo de las
plantas.

El aumento en la expresion del factor de transcripcion Pti4 (Fold change: 1,199) es
también una sefial de encendido de mecanismos de defensa en la colonizaciébn por A.
brasilense. Pti4 pertenece a la familia ERF (ethylene responsive factors) y forma parte del
sendero de activacion de proteinas de defensa que se activa cuando el receptor PRF
reconoce al efector patogénico AvrPto (Introduccién, Fig.12). Se encontré también sobre
expresado el gen de una peroxidasa (Fold change: 1,231) que aumenta en los procesos de
defensa frente a patégenos como en tomate infectado con P. infestans (Matton y Brisson,
1989). La Fosfatasa de Proteinas 2C (Fold change: 0,976) también se encuentra sobre
expresada. A esta fosfatasa se le asigha un rol importante en la respuesta inducida por el
efector AvrRpm1 en A. thaliana (Introduccion, Fig. 7); esta enzima tiene una funcién dual, es
decir que actla tanto en la regulacion positiva como negativa de la expresion de los genes de
defensa (Widjaja y col., 2010).

Dado que Azospirillum establece una asociacién no patogénica con la planta, la sobre
expresion de proteinas PR resulta significativa. Como antecedente de la sobre expresion de
PRs en respuesta a la colonizacion por una PGPR endofitica, existe el caso de

Actinobacterias y A. thaliana (Conn y col., 2008). Rocha y col., 2007 encontraron que la
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colonizacién de cafia de azucar por H. seropedicae resulta en la sobre expresion de la
proteina PR1. Las proteinas PR1, PR2, PR5 y PDF-1 se encuentran sobre expresadas en las
interacciones benéficas entre A. thaliana y P. putida y Bacillus cereus (Ahn y col., 2007; Niu y
col., 2011, respectivamente). Los autores sugieren como una problable explicacion que la
expresion de estas PRs permitiria a la planta limitar el crecimiento de la bacteria para que no

se torne patogénica.

Validacion de los resultados de expresion génica

A) Amplificacion de los mensajeros por RT-PCR

Los resultados obtenidos mediante el uso de micromatrices, fueron validados
utilizando la técnica RT-PCR como se describié en Materiales y Métodos. Para llevar a cabo
esta corroboracién se eligieron genes, que como se comenté en el item anterior, resultaron
significativos por su participacién relevante en las distintas rutas de respuesta en la
interaccion planta/bacteria en otros modelos.

Si bien los resultados comentados arriba se obtuvieron utilizando muestras de tejido
aéreo parecio interesante incluir el estudio de la expresion de algunos genes en raiz.

Para los experimentos de RT-PCR los cebadores especificos para los genes
seleccionados se disefiaron en base a las secuencias disponibles en bancos de datos y se
muestran en Materiales y Métodos (Tabla 2); los programas de amplificacion utilizados se
describen en el Anexo 1. En el Anexo 6 se resumen los datos de validacion por RT-PCR de

los genes elegidos.

Expresion de genes correspondien tes a proteinas de defensa

En la Fig. 34 se muestran los resultados obtenidos por RT-PCR de la expresion de los
genes Le-PR1b y Le-PR P23. Se incluyeron en el estudio plantas tratadas con SA o
infectadas con el patégeno X. campestris pv vesicatoria como controles de la via SAR y
plantas tratadas con MeJA, como control de via ISR. Se incluyé también el andlisis de la
expresion del gen Le-PR2 (Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa) como control de un gen cuya
expresion no se vié modificada en el estudio de micromatrices.

Como puede verse en la Fig. 34, panel A, la expresion de los genes PR1b y PR P23
aparece aumentada en las plantas inoculadas con A. brasilense. Los valores detectados
fueron 1,6 y 4 veces mayores respectivamente que los de los mensajeros correspondientes
en plantas control (Fig. 34 panel B). Puede verse también en la Fig. 34 (paneles Ay B) que no
se observaron cambios en los niveles de expresion de PR2 como consecuencia de la

inoculacion con A. brasilense. Todos estos resultados confirman los obtenidos en las
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micromatrices. Los tratamientos con SA y MeJA indujeron un aumento de aproximadamente 5
y 8 veces respectivamente en la expresion de PR1b y de 8 y 9 veces en la expresion de PR
P23 lo cual indica que en tomate la expresién de estas PRs podria estar relacionada con
ambas vias, SAR e ISR. La inoculacién con el patégeno gener6 un aumento marcado (casi
dos veces) en la expresion de PR1b y de tres veces en la de PR P23, como era de esperar
para la respuesta frente a un patégeno. La expresién de Le-PR2 respondié a MeJA (1,4

veces) y no se observan cambios con SA y con el patégeno.
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Figura 34. Expresion diferencial de genes relacionados con la respuesta a la inoculacion de A.
brasilense en plantas de S. lycopersicum . A, acumulacién de transcriptos en parte aérea de plantas
de tomate a los 7 DDI. C: plantas control; I: plantas inoculadas; SA, plantas tratadas con 0,5 mM de
acido salicilico; MeJA, plantas tratadas con metil jasmonato; X.c, plantas infectadas con X. campestris
pv. vesicatoria. B, cuantificacion de las sefiales detectadas normalizadas a los valores de ubiquitina en
cada caso. A los controles se les asigné valor uno. Barras blancas: plantas control; barras negras:
plantas tratadas con SA o MeJA o inoculadas con A. brasilense o con X. campestris como se sefiala en
cada uno de los gréficos.
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Expresion del factor de transcripcion Pti4

En la Fig. 35 se muestran los resultados de amplificacion del gen correspondiente al
factor de transcripcién Pti4 que, como se comentdé mas arriba se encontré inducido en el

estudio de micromatrices (Anexo 2).
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Figura 35. Expresion diferencial del factor de transcripcién Pti4 en plantas de S. lycopersicum

inoculadas con A. brasilense . A, acumulacién de transcriptos en parte aérea y radicular de plantas
de tomate a los 7 DDI. C: plantas control; |: plantas inoculadas. B, cuantificacién de las sefales
detectadas normalizadas a los valores de ubiquitina en cada caso. A los controles se les asignd valor
uno. Barras blancas: plantas control; barras nearas: plantas inoculadas con A. brasilense.

Como se puede ver en la parte aérea se encontr6 un aumento de 3,5 veces en la
expresion del gen de Pti4. En las raices la expresion del gen en las muestras inoculadas fue

menor que en el control. El resultado de la parte aérea confirma la sobre expresion de Pti4.

Expresion de genes relacionados  con la sintesis de hormonas

Como se comento en el Capitulo 2, nuestros resultados sugieren fuertemente que el
proceso de promocion del crecimiento inducido por A. brasilense y evaluado a los 15 DDI
involucra un sendero de transduccion de sefiales en el que el etileno juega un rol central. El
aumento en la expresion de la enzima ACS2 fue uno de los resultados tomados en cuenta en
aguella conclusion. Los resultados de las micromatrices no mostraron cambios en la
expresion de genes relacionados con la sintesis de hormonas a los 7 DDI. Para corroborar
gue el aumento de la expresiéon de ACS2 no se manifiesta a los 7 DDI se evalu6 su expresiéon
en estas muestras por RT-PCR. Como controles positivos se incluyeron los tratamientos con

SAy MeJA (Rao y col., 2002; Mizuno y col., 2006, respectivamente).
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Como se observa en la Fig. 36, no se detecté mensajero de Le-ACS2 en plantas
control e inoculadas. Los tratamientos con SA y MeJA, estimularon levemente la expresion de
Le-ACS2. Se puede concluir que la planta a los 7 DDI es capaz de responder a estimulos
como el SA y el MeJA aumentando la transcripcién de Le-ACS2. La inoculacién con A.

brasilense no tuvo este efecto.

c 1 SA MeJA

Le-ACS2 I ' I

Figura 36. Expresion diferencial del gen  Le-ACS2 en plantas de S. lycopersicum inoculadas
con A. brasilense . Acumulacion de transcriptos en parte aérea de plantas de tomate a los 7 DDI.
C: plantas control; I: plantas inoculadas; SA plantas tratadas con 0,5 mM de acido salicilico, MeJA
plantas tratadas con metil jasmonato.

B) Corroboracion de la expr esion a nivel de proteina

Determinacién de la expresion de la proteina PR P23

Utilizando un anticuerpo anti PR P23 de tomate se evalud la expresion de la proteina
mediante la técnica de Western blot y se obtuvieron los resultados que se observan en la
Fig.37. Como se puede ver la expresion de la proteina PR P23 fue mayor en las plantas
inoculadas que en los controles. El resultado obtenido en parte aérea es congruente con los

obtenidos en los experimentos de RT-PCR y en las micromatrices.
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Figura 37: Expresién de la proteina PR P23 en plantas de S. lycopersicum inoculadas con A.
brasilense. Las proteinas fueron corridas en SDS-PAGE 12%, transferidas a membrana de PVDF
como se describe en Materiales y Métodos y enfrentadas con el anticuerpo anti PR P23 de S.
lycopersicum. C: plantas control. |: plantas inoculadas. El control de carga de proteina en cada carril
se realiz6 por tincidon con Ponceau previa a la inmunodeteccion.
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1.2.2. Genes reprimidos

En las muestras de 7 DDI se encontraron solo seis genes reprimidos. El Unico gen que
varié en forma apreciable, es el de flavonoid-1-2 ramnosil transferasa (Fold change: -1,048,
Anexo 3). Esta transferasa interviene en la sintesis de flavonoides cuya funcion entre otras es
la de defensa frente a patégenos. El gen de citocromo P450 se sub expres6 menos de dos

veces (Fold change: -0,688).
Validacion de los resultados de expresion génica

Como el gen de la citocromo P450 se encontré sensiblemente sub expresado en A.
thaliana inoculada con dos especies de la PGPR P. fluorescens (Wang y col., 2005; Verhagen
y col, 2004), y sin cambios significativos en A. thaliana inoculada con la PGPR
Bradyrizhobium (Cartieaux y col., 2008) y ademas interviene en la cascada de transduccion
de sefiales que involucra a Pti4, parecié interesante corroborar por RT-PCR el resultado

obtenido en las micromatrices.

Amplificacién por RT-PCR

En el experimento de amplificacion del gen de Cyt P450 se incluyeron como controles
positivos tratamientos con SA 'y MeJA.

Como se puede ver en la Fig. 38 la expresion del gen citocromo P450 practicamente
no vari6 con la inoculacion, sin embargo el sistema respondié a SA y MeJA con un aumento

en la expresion del orden del 60 y 100% respectivamente como era esperable.
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Figura 38: Expresion diferencial del gen  Cyt P450 en plantas de S. lycopersicum inoculadas

con A. brasilense . A, acumulacion de transcriptos en parte aérea de plantas de tomate a los 7 DDI.
C: plantas control; I: plantas inoculadas; SA plantas tratadas con 0,5 mM de acido salicilico, MeJA
plantas tratadas con metil jasmonato. B Las sefiales detectadas fueron cuantificadas como se indica
en Materiales y Métodos y normalizadas a los de ubiquitina en cada caso. Al control se le asigno
valor uno. Barras blancas: plantas control; barras negras: plantas tratadas con SA o MeJA o
inoculadas con A. brasilense como se sefiala en cada uno de los graficos.

108



Biosintesis de

Metabolismo

Defensa

RESULTADOS

1.3. Genes diferencialmente expresados en la planta a los 14 dias posteriores

a la inoculacién

En este estudio se identificaron 87 genes que fueron diferencialmente expresados en
respuesta a la inoculacion con A. brasilense (Anexo 4). De los 87 genes identificados, 60
fueron inducidos y 27 reprimidos. En la Fig. 39 se muestra el porcentaje de las categorias

funcionales de los genes sobre expresados y reprimidos.
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Figura 39. Representacion porcentual de las cate  gorias funcionales de genes sobre expresados
(A) y reprimidos (B) a los 14 DDI.

1.3.1. Genes sobre expresados

A los 14 DDI se encontraron sobre expresados de manera significativa los genes de

proteinas PR y los genes relacionados con la defensa.

Genes relacionados con prot einas de la patogénesis

A los 14 DDI se siguieron sobre expresando los genes de PR1b (inducible por etileno,
Fold change: 3,143), PR P23 (Fold change: 1,409) y PR10 (Fold change: 1,213) y
aparecieron sobre expresadas cinco nuevas PRs: PR1a (Pathogenesis-related leaf protein 4
precursor, P4, Fold change: 2,395), quitinasa clase IV (PR3, Fold change: 1,589), Glucan
endo-1,3-beta-glucosidasa (PR2, Fold change:1,5), Probable glutation S-transferasa

(Pathogenesis Related-1, Fold change: 1,205). Todas estas PRs se han encontrado
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fuertemente inducidas en plantas de tomate infectadas por los patégenos C. fulvum (Danhash
y col., 1993), P. syringae (Cohn y Martin, 2005) y P. infestans (Matton y Brisson, 1989).

Genes relacionados con la defensa

Varios genes relacionados con la defensa se encontraron sobre expresados en
nuestro sistema. Nos referiremos a continuacion someramente a algunos de ellos.

La inoculacion con A. brasilense indujo la expresién de genes de tres proteinas
pertenecientes a la familia de los inhibidores de proteasas: Protease inhibitor/seed
storage/lipid transfer protein (LTP, Fold change: 1,394); Ethylene-responsive proteinase
inhibitor | precursor (Fold change: 1,471); Wound-induced proteinase inhibitor | precursor
(Fold change: 1,414). Los inhibidores de proteasas de plantas tienen un importante rol en la
defensa contra la herbivoria y se encuentran también inducidos en plantas de tomate
infectadas por los patégenos P. infestans y P. syringae.

También se indujo en nuestro sistema un Precursor de peroxidasa (Fold change:
1,358) que se encuentra reprimida en infecciones con P. syringae (Cohn y Martin, 2005).

Una peroxidasa secretoria, Ligin forming anionic peroxidase (Fold change: 1,358)
también se encuentr6 sobre expresada. Esta peroxidasa se encuentra en el espacio
extracelular o en la vacuola y esta implicada en la detoxificacion del per6xido de hidrégeno,
en el catabolismo de auxinas, en la biosintesis de lignina y en la respuesta a estrés (Choi y
col., 2007). La infeccion por el patégeno P. infestans también induce la expresion de esta
peroxidasa (Matton y Brisson, 1989).

El gen de Snakin 2 que también se sobre expresdé con un Fold change: 1,216,
corresponde a un péptido rico en cisteina con actividad antimicrobiana que aumenta la
resistencia a Ralstonia solanacearum y Erwinia chrysanthemi en papa (Berrocal-Lobo y col.,
2002). Snakin 2 pertenece a una familia de péptidos que cumplen una funcién importante en
defensa, generalmente se encuentran presentes en todos los tejidos, algunos son
expresados en forma constitutiva y otros son inducibles por patdgenos. Se demostré que en
papa Snakin-2 (StSN2) se induce localmente por dafio (Berrocal-Lobo y col.,, 2002).
Recientemente se ha demostrado en tomate que la sobreexpresion de este péptido limita el
crecimiento de Clavibacter michiganensis (Balaji y Smart, 2012).

Dos genes de respuesta a harpinas aparecieron sobre expresados: Hinl-like protein
(Fold-change: 1,248) y Harpin-induced protein-related/HIN1-related (Fold-change: 1,085).
Las bacterias Gram negativas patégenas de plantas, a través de su sistema de secresion
tipo Ill, secretan proteinas de la familia de las harpinas. Estas proteinas inducen en las

plantas no huésped la muerte celular, aumentan la tolerancia a la desecacion, la defensa
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contra insectos y despierta multiples respuestas defensivas que incluyen SAR mediado por
SA, JA 0 ET (Zhang y col., 2011).

También se observé la induccion del gen de una proteasa, la ClpC protease (Fold-
change: 1,198). Las proteasas Clp representan una gran familia de proteasas dependientes
de ATP que en plantas superiores se encuentran localizadas en los cloroplastos. En A.
thaliana participa en los mecanismos de defensa (Rosano y col., 2011).

Se sobre expresé también el gen de una proteina inhibidora de proteasa
transferidora de lipidos (Fold-change: 1,394). Estas proteinas estan involucradas en varios
procesos fisiolégicos, en la defensa contra patdgenos y en la interaccion planta-

microorganismo ya que inhiben la respuesta hipersensible (Blein y col., 2002).
Genes relacionados con la pared celular

El gen de una proteina inducida por siringolina, la xyloglucan endotransglucosylase-
hydrolase XTH3, (Fold change: 0,906), clave en los procesos de remodelacién de la pared
celular, también fue sobre expresado. Siringolina es un péptido efector de P. syringae (Cohn
y Martin, 2005) que induce genes de resistencia en la planta (Matton y Brisson, 1989). No
existe informacion sobre la existencia de siringolina u otro péptido relacionado en A.
brasilense, sin embargo la sobre expresion de genes relacionados con la sintesis de pared
es una respuesta general de la planta a la presencia de microorganismos.

Otro gen relacionado con la sintesis de pared y que se encontrd sobre expresado es
el de la MIOX4 (mio inositol oxigenasa 4, Fold change: 1,366). La inositol oxigenasa esta
involucrada en la biosintesis de acido UDP-glucurénico (UDP-GIcA), intermediario en la

sintesis de polimeros que forman la pared celular (Kanter y col., 2005).
Genes relacionados con el metabolismo

Se encontraron sobre expresados tres genes de enzimas relacionadas con el
metabolismo de los amino&cidos: treonina deaminasa (Fold change: 1,053), lisina-
cetoglutarato reductasa (Fold change: 0,928) y la hidroxifenil piruvato dioxigenasa (Fold
change: 0,936).

Otro gen sobre expresado fue el de la GTP ciclohidrolasa (Fold change: 1,037)

relacionado con la sintesis de riboflavina.
Genes relacionados con el transporte

Aparecio inducido en forma relevante un transportador de hexosas (Fold change:
1,382) que presenta homologia con los transportadores LeHT1 y LeHT2 que pertenecen a
una superfamilia de transportadores localizados en membrana plasmatica que presentan 12

dominios transmembrana (Gear y col., 2000). Los transportadores de hexosas y disacaridos
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permiten coordinar el intercambio de azUlcares bajo distintas condiciones ambientales y en la
interaccion con los microorganismos. Este gen se ha encontrado sobreexpresado en plantas
de tomate infectadas con el patégeno bacteriano P. syringae pv tomato (Cohn y Martin,
2005).

Genes relacionados con la biosintesis de hormonas

El gen de la ACS4 (Fold change: 0,972), enzima clave en la sintesis de etileno se
encontré sobre expresado en nuestro sistema. La misma respuesta fue informada para la
infeccidn por P. infestans y P. syringae (Cohn y Martin, 2005; Matton y Brisson, 1989).

También son importantes los cambios de los genes observados en los genes
relacionados con la sintesis de oxilipinas y jasménico y sus derivados: la lipoxigenasa LX3
(Fold change: 1,768) y la aleno Oxido sintasa (Fold change: 1,389). Las lipoxigenasas
catalizan la oxigenacion inicial de los acidos grasos poliinsaturados que lleva a la sintesis de
oxilipinas (Hamberg y col., 2003). La aleno oxidasa es una de las enzimas que modifica los
productos de las lipoxigenasas generando intermediarios en la sintesis de jasmonico y otras

oxilipinas.
Genes correspondientes a factores de transcripcion

De los genes de factores de transcripciobn sobre expresados después de la
inoculacion, dos pertenecen a familias cuya participacion en los procesos de sefializacion
inducidos por la interaccion planta-microorganismo han sido demostrados en otros sistemas.
Uno de ellos con un Fold change de 1,33, pertenece a la familia WRKY (con alta homologia a
WRKY41 y a WRKY53 de A. thaliana) algunos de cuyos miembros intervienen en la
respuesta a la flagelina de P. syringae y en la respuesta ISR a B. japonicum, probablemente
mediada por etileno, ambos en A. thaliana (Higashi y col., 2008; Cartieaux y col., 2008).

El otro factor de transcripcion que se encontré sobre expresado pertenece a la familia
de los MYB. Este factor de transcripcion (Fold change: 1,33) presenta alta homologia con
MYB111 y MYB59 de A. thaliana. La expresion de estas proteinas ha sido relacionada con el
metabolismo secundario (por ejemplo la sintesis de flavonoides), desarrollo de la raiz,
regulacién de muerte celular, tolerancia a estrés y patégenos (Mu y col., 2009).

Van der Ent y col., (2008) demostraron que el factor MYB72 tiene un rol fundamental
en las primeras etapas de sefializacion para el establecimiento de una respuesta ISR
mediada por etileno e inducida por la bacteria no patogénica P. fluorescens WCS417r. En la
Fig. 8 de la Introduccion se muestra la ubicacién probable del MYB72 en un modelo de
respuesta ISR. Sin embargo la funcion biolégica de la mayoria de los factores MYB es

desconocida (Van der Ent y col., 2008).

Genes relacionados con fotosintesis
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El gen de la Ribulosa bifosfato carboxilasa (subunidad menor) (Fold change: 1,26)
apareci6 sobre expresado en esta interaccion PGPR-tomate. En A. thaliana infectada por P.
syringae, este mismo gen aparece reprimido (Cartieaux y col., 2007).

El gen de la proteina oxigen-evolving complex de 25.6 kD correspondiente a una
proteina del complejo escindidor del agua del fotosistema Il también aparecié sobre

expresada (Fold change: 2,766).

Validacion de los resultados de expresion génica

A) Amplificacion de los mensajeros por RT-PCR

Se evalud la expresion de genes relacionados con la patogénesis (PRs) y con la
sintesis de hormonas relacionadas con la respuesta ISR (ACS2, ACS4 y a-DOX1). Los
cebadores se disefiaron como fue explicado en Materiales y Métodos. Las secuencias se

muestran en la Tabla 2 y las condiciones de amplificacién en el Anexo 1.
Expresion de genes correspondien tes a proteinas de defensa

En la Fig. 40 se muestran los resultados que corroboran los obtenidos en las
micromatrices para la expresion de los genes correspondientes a tres proteinas PRs, Le-
PR1b, Le-PR2 y Le-PR P23. Se incluyé un tratamiento con SA como control de respuesta
SAR. Los resultados indican un aumento del 100% en la expresion de PR1b en parte aéreay
de mas del 100% en raices. El aumento en la expresion de PR1b fue informado en hojas de
tomate en respuesta al tratamiento con etileno (Tornero y col., 1997).

PR2, perteneciente a otra familia de PRs, tiene como ya se comento6 en el analisis de
los 7 DDI actividad endo -1,3-glucosidasa, muy importante en la hidrélisis de los
componentes de la pared de los hongos. Se vi6 también sobre expresada a los 14 DDI: 69%
en la parte aérea y mas del 100% en las raices.

En la misma Fig. se ve que PR P23, que corresponde al gen de osmotina de tomate,
se sobre expres6 mas de 200% en raiz y alrededor de 60% en parte aérea de plantas
inoculadas. Jia y Martin (1999), informaron la sobre expresion de una -1,3 glucanasa y de
osmotina como parte de la respuesta de plantas de tomate infectadas con P. syringae pv
tomato.

Los tratamientos realizados con SA resultaron también en la sobre expresién de PR1b
y PR2 (més de 100% y casi 300% respectivamente).

En conjunto estos resultados indican que la sobre expresion de estas PRs (PR1b y
PR2) son eventos compartidos por la respuesta SAR (inducida por SA) y por ISR (inducida

por la inoculacion por Azospirillum). La induccion de la expresiéon de PR1 (considerada
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anteriormente como marcadora de respuesta SAR), PR2, PR5 y PDF1.2 fue informada

recientemente en A. thaliana inoculada con la PGPR P. putida (Ahny col., 2007).
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Figura 40. Expresion diferencial de los genes Le-PR1b, Le-PR2, Le-PR P23 en plantas de S.
lycopersicum inoculadas con A. brasilense . A, acumulacién de transcriptos en raices y parte
aérea de plantas de tomate a los 14 DDI. C, control; I, inoculado; SA, plantas tratadas con 0,5 mM
de &cido salicilico. B, Cuantificacion de las sefiales detectadas y normalizacion con respecto a la
sefial de Le-ACT1 en cada caso. A los controles se le asigné valor uno. Barras blancas: plantas
control; barras negras: plantas inoculadas, barras grises plantas tratadas con SA.

Expresion de genes relacionados con la defensa

Como se menciond anteriormente, Snakin2 es un péptido relacionado con la defensa y
gue resultd sobre expresado en el experimento de micromatrices.
En la Fig. 41 se muestran los resultados de la amplificacion de Snakin2 por RT-PCR y

como se puede ver la expresion del péptido aumenta un 100% en la raiz y un 36% en la parte
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aérea de las plantas inoculadas; este Ultimo resultado confirma el obtenido en las
micromatrices. Se puede observar también un aumento del 41% en la expresion de Le-SN2
en plantas control tratadas con ACC y una disminucién de alrededor del 20% en la expresion

en plantas tratadas con SA
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Figura 41. Expresién diferencial del gen Snakin2 (SN2) en plantas de S. lycopersicum
inoculadas con A. brasilense . A, acumulacion de transcriptos en raices y parte aérea de plantas
de tomate a los 14 DDI. C, control; I, inoculado, ACC plantas tratadas con 100 yM ACC y SA,
plantas tratadas con 0,5 mM de SA. B, cuantificacion de las sefiales detectadas y normalizacion con
respecto a la sefial de Le-UBI3 en cada caso. A los controles se les asigné valor uno. Barras
blancas: plantas control; barras negras: plantas inoculadas o tratadas con ACC o SA.

Expresion de genes relacionados  con la sintesis de hormonas

A los 14 DDI se detect6 un aumento en la expresion de la isoforma 4 de la ACS (Fold
change: 0,972); se valido este resultado utilizando RT-PCR tanto para esta isoforma como
para la isoforma 2. Se agreg6 a este estudio el analisis de la expresién de la dioxigenasa Le-
a—DOX1; la inclusion de a—DOX1 en este andlisis se debié a que si bien en los resultados
mostrados en el Anexo 4 este gen no aparece entre los que sufrieron cambios, en un estudio
preliminar (resultados no mostrados) en que se compararon solo dos micromatrices (control e
inoculado de 14 DDI) este gen aparecio sobre expresado. Las dioxigenasas son enzimas que
catalizan la a-oxidacion de &cidos grasos generando una familia de oxilipinas diferentes de
las producidas por las lipoxigenasas y que protegerian a las plantas de la excesiva necrosis
resultado del estrés oxidativo modulando, asi la respuesta HR (Hamberg y col., 2005).

En la Fig. 42 se muestran los resultados obtenidos. La abundancia de mensajeros
correspondientes a Le-ACS4 fue mayor en las raices y en la parte aérea en las plantas
inoculadas (83 y mas del 100% respectivamente). La expresion de Le-ACS2 también se

encontré aumentada, mas de tres veces en parte aérea y mas de dos en la raiz. Con respecto

115



RESULTADOS

a la expresiéon del gen Le-a-DOX1 en plantas inoculadas, se encontré un incremento del 30%

en laraiz y alrededor del 50% en la parte aérea.
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Figura 42. Expresion diferencial de los genes  Le-ACS2, Le-ACS4 y Le- a-DOX1 en plantas de S.
lycopersicum inoculadas con A. brasilense . A, acumulacién de transcriptos en raices y parte aérea
en plantas de tomate a los 14 DDI. C, control; I, inoculado. B, Cuantificacion de las sefiales detectadas
y normalizacién con respecto a la sefial de Le-ACT1 en cada caso. A los controles se les asigné valor
uno. Barras blancas: plantas control; barras negras: plantas inoculadas.

Con respecto a ACS4 se confirma el resultado obtenido en la micromatriz, sin
embargo la sobre expresion de ACS2 y a-DOX1 detectada por RT-PCR no se condice con el
resultado de las micromatrices. Es posible que estos mensajeros se encuentren poco
representados en el total de mensajeros de una célula, en cuyo caso podrian llegar a no ser

detectados en la técnica de micromatrices (Draghici, 2001).
Expresion de factores de transcripcion

La expresion de los factores de transcripcion de la familia WRKY ha sido también
relacionada con la induccién de reacciones de defensa. Dado que WRKY53 aparecié con un

Fold change de 1,09 en el andlisis por micromatrices y que al menos en Arabidopsis esta
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involucrado en la expresion de PR1, se valido su expresion mediante RT-PCR. Como se ve
en la Fig. 43, se detect6 una importante expresion de Le-WRKY53 en la raiz y un 40% en la
parte aérea de plantas inoculadas. El resultado en parte aérea coincide con el obtenido por
micromatrices. WRKY53 es considerado un factor de transcripcion componente de la via ISR
(Cartieaux y col., 2008).
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Figura 43. Expresiéon diferencial del factor de transcripcion WRKY53 en plantas de S.
lycopersicum inoculadas con A. brasilense . A, acumulacion de transcriptos en raiz y parte aérea. C,
control; I, inoculado. B, cuantificacién de las sefiales detectadas y normalizaciéon con respecto a la
sefial de Le-ACT1 en cada caso. A los controles se le asigné valor uno. Barras blancas: plantas control;
barras negras: plantas inoculadas.

B) Corroboracién de la expr esién a nivel de proteina

Expresion de la proteina PR P23

Utilizando anticuerpos anti PR P23 de tomate se evalué la expresion de esta proteina.

En la Fig. 44 se muestran los resultados del Western blot correspondiente.
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Figura 44. Expresion de la proteina PR P23 en plantas de  S. lycopersicum inoculadas con A.
brasilense. Las proteinas fueron corridas en SDS-PAGE 12%, transferidas a membrana de PVDF
como se describe en Materiales y Métodos y enfrentadas con el anticuerpo anti PR P23 de S.
lycopersicum. C: plantas control. |: plantas inoculadas. El control de carga de proteina en cada carril se
realizé por tincién con Ponceau previa a la inmunodeteccion.
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Como se observa en la Fig. 44, la expresion de la proteina PR P23 fue mayor en las
plantas inoculadas, tanto en la parte aérea como radical. Los resultados de la parte aérea son

coincidentes con los hallados en las micromatrices y en la amplificacion por RT-PCR (Fig. 40).

Expresion de las prot einas ACS4, ACS2y a-DOX1

Utilizando los anticuerpos anti ACS4, anti ACS2 y anti a-dioxigenasa de tomate se
evalud la expresion de las respectivas proteinas. Dado que existe en la bibliografia un
antecedente que vincula la expresibn aumentada de a-DOX1 en tomate con alto nivel de
etileno (Tirajoh y col., 2005), se incluyeron en este experimento plantas tratadas con ACC

(parte aérea) como control interno.
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Figura 45. Expresion de las proteinas ACS4, ACS2 y  a-DOX1 en plantas de S. lycopersicum
inoculadas con A. brasilense. Las proteinas fueron corridas en SDS-PAGE 12%, transferidas a
membrana de PVDF como se describe en Materiales y Métodos y enfrentadas con los anticuerpos
anti Le-ACS4, anti Le-ACS2 y anti Le-a-DOX1. C: plantas control, I: plantas inoculadas; ACC: plantas
tratadas con 100 uM ACC. El control de carga de proteina en cada carril se realizé por tincion con
Ponceau previa a la inmunodeteccién.

Como puede verse en la Fig. 45, se detectd claramente un aumento en la expresion
de la ACS4 en la parte aérea de las plantas inoculadas y no se obtuvo sefial en la raiz. Los
mismos resultados se obtuvieron cuando se utilizé el anticuerpo anti ACS2. Con respecto a la
expresion de a-DOX1, se observd un aumento considerable en respuesta a la inoculacion
sobre todo en la parte aérea. Estos resultados son congruentes con el aumento de expresion

de mensajero en plantas inoculadas (Fig 42 d, e y f).
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1.3.2. Genes reprimidos

Se detectaron 27 genes reprimidos a los 14 DDI (Anexo 5), de ellos 2
correspondieron a metabolismo, 4 a transporte, 8 a defensa, 4 a fotosintesis, 2 a genes
asociados a pared, 2 a factores de transcripcion y 5 resultaron de funcion desconocida (Fig.
39 B).

Genes relacionados con fotosintesis

Tres de los cuatro genes reprimidos relacionados con la fotosintesis pertenecen al
complejo antena de los fotosistemas | y Il. El gen de geranilgeranil reductasa esta relacionada
con la sintesis de clorofila.

Existen en la bibliografia antecedentes de la represién de estos genes en infecciones
por patégenos como P. syringae y P. infestans (Cohn y Martin, 2005; Matton y Brisson, 1989).

Genes relacionados con metabolismo

Se encontré disminuida la expresién del gen de una AlA-Ala-hidrolasa cuya funcion es
hidrolizar los conjugados inactivos de AIA a sus formas activas (Fold change: -1,074). En
infecciones por P.syringae y P. infestans este gen se encontr6 sobre expresado (Cohn y
Martin, 2005; Matton y Brisson, 1989).

El gen de la Histidina descarboxilasa también aparecié reprimido. En infecciones de

tomate con P. syringae este gen se encontrd sobre expresado (Cohn y Martin, 2005).

Genes relacionados con transporte

Se encontraron reprimidos 4 genes relacionados con el transporte de agua (Fold
change: -1,955; -1,977, -0,991; -0,922). Estas proteinas son las acuaporinas o proteinas canal
ubicadas en la membrana plasméatica y en las membranas intracelulares. Por su rol de
transportar metabolitos ademas de agua cumplen roles importantes en el desarrollo de las
plantas, en las adaptaciones de las mismas a condiciones cambiantes del medio, en el
transporte de CO, y en la fijacién del nitrégeno. No se ha profundizado en el estudio de la
funcién de las acuaporinas en el estrés bidtico, pero dada su probada relacién con el
metabolismo de ROS (Boursiac y col., 2008) es posible que jueguen un rol importante en las

interacciones planta-microorganismo.
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Genes relacionados con la defensa

ELI3 (elicitor-activated gene 3; Fold change: 0,922) codifica para una proteina con
actividad de cinamil alcohol deshidrogenasa. Varios genes que codifican para diferentes
tipos de alcohol deshidrogenasas se relacionan con la defensa de las plantas frente al
ataque de patégenos. En A. thaliana la cinamil alcohol deshidrogenasa esta asociada con
sintesis de lignina y por ende forma parte de los mecanismos de defensa frente a patdbgenos
como P. syringae pv tomato (Tronchet y col., 2010).

Precursor de la catecol oxidasa (CO, Fold change: - 2,109). La catecol oxidasa
pertenece a la familia de las polifenol oxidasas (PPOs) que catalizan la oxidaciéon de fenoles
a quinonas. Las quinonas producidas por PPOs pueden actuar directamente como
antibioticos o citotdxicos y son intermediarias en la formacion de ROS. En la interaccién de
tomate con el patégeno P. infestans este gen estd altamente sobre expresado (Matton y
Brisson, 1989).

Peroxidasa secretoria, (PER, Fold change: -1,17). Pertenece a la clase Il de
peroxidasas, tiene varias funciones en los distintos tejidos como la oxidacién de compuestos
toxicos, defensa frente al dafio, catabolismo del AIA. La transformacion heterdloga de
A.thaliana con este gen en orientacién antisentido, transformé a las plantas en mas
susceptibles a patdgenos bacterianos y fungicos (Bolwel y col., 2002).

En nuestro caso la sub expresion de los tres genes que se acaban de discutir podria
ser un mecanismo que permitiera la dispersion y el establecimiento endofitico de A.
brasilense.

Glucosil transferasa (Fold change: -1,331) se induce como respuesta al estrés por
frio y en respuesta a patdgeno (Song y col., 2009). El producto del gen de una glucosil
transferasa (AtSGT1) que aparece sobrexpresado en respuesta al ataque de P. syringae en
plantas de A. thaliana, cataliza la transformacién de salicilico endégeno a su forma
conjugada (SA 2-O-B-D-glucosido, SAG) y al gluco-éster de salicilico (SGE), formas
inactivas de SA. En nuestro caso la subexpresién de este gen explicaria la aparicién de
algunos componentes de la respuesta SAR como se discutié mas arriba en el caso de las
PRs.

Remorina (Fold change: -1,08) pertenece a una familia de proteinas cuya funcién se
ha relacionado con la defensa frente a la dispersion viral (Raffaele y col.,, 2009).
Ultimamente también se le ha asignado un rol positivo en el establecimiento de la
colonizacién de M. truncatula con Shinorizobium melliloti (Lefebre y col., 2010).

Germina, (Germin like protein, Fold change: -0,958) es una oxalato oxidasa
generadora de peroxido de hidrégeno involucrada en la defensa contra estrés biotico y

abiotico que también presenta actividad superoxido dismutasa (SOD). Recientemente se ha
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relacionado a miembros de la familia de germinas en la respuesta defensiva de Brassica
napus a la infeccion por Sclerotinia sclerotiorum (Rietz y col., 2012).

También se encontré reprimido el gen de una proteina con actividad de E3-ligasa
(Putative-RING proteina, Fold change: -1,047). Este gen ha sido relacionado con la induccién
de muerte cellular y la ubiquitinacion durante las respuestas de defensa al ataque por
patdgenos (Lee y col., 2011).

El gen de la malato deshidrogenasa (Fold change: -0,638) es uno de aquellos cuyo
Fold change es menor que -0.9 sin embargo fue tenido en cuenta como dato relevante ya
que provee poder reductor (NADPH) para los procesos relacionados con la defensa como la
sintesis de fitoalexinas, la deposicion de lignina y para la produccion de ROS. No se ha
informado esta respuesta en infecciones por patdgenos ni por PGPRs. En la Discusién de
este capitulo se discutira mas extensamente la importancia que asignamos a los procesos

oxidativos en el establecimiento de la interaccion A. brasilense-planta de tomate.

Genes correspodientes a factores de transcripcion

Se encontré sensiblemente disminuida la expresion de dos genes con funcién de
factores de transcripcion. El MYB62 (Fold change: -1,195) tiene una alta homologia de
secuencia con los genes NtMYB2 y con AtMYB2. Sugimoto y col., 2000, encontraron que el
gen NtMYB2 se induce por dafio y elicitores y a su vez es un regulador transcripcional de
genes de defensa.

Otro de los genes que codifica para factores MYB que aparecid reprimido fue el
methyl jasmonate induced MYB-related Transcription factor (Fold change: -1,447). Este gen
presenta una alta homologia de secuencia con el factor de transcripcion NtMYBJS1.
NtMYBJS1 participa en el camino de transduccion de sefiales del metil jasmonato y en la
induccién de genes de la biosintesis de fenilpropanoides durante situaciones de estrés (Galis
y col., 2006).

Validacion de los resultados de expresion génica

A) Amplificacion de los mensajeros por RT-PCR

En la Fig. 46 se muestran los resultados obtenidos para catecol oxidasa.

Como puede verse en la Fig. 46 la expresién del gen de catecol oxidasa medida por
RT-PCR también indica una disminucién en las plantas inoculadas con A. brasilense tanto en
la parte aérea como en la raiz. Sin embargo los tratamientos control llevados a cabo en
presencia de SA y MeJA provocaron un aumento de 100% y 150% respectivamente como era

de esperar.

121



RESULTADOS

AEREO RAIZ AEREO

SA MelA

_h’- E
B

. Aéreo A. brasilense 5 Raices A. brasilense SA 3. MeJA

Le-CO

,_‘
-
Ind
[N
n
[

=
@

-

5

Le-CO/Le-UBI
-

Le-CO/Le-UBI
Le-CO/Le-UBI
Le-CO/Le-UBI

o
«
o
w”

Expresion relativa
-

Expresion relativa
Expresion relativa
Expresion relativa

o
o

o

o

o
o
o
o

Figura 46: Expresion diferencial del gen de catecol oxidasa en plantas de S. lycopersicum a los
14 DDI. A, acumulacion de transcriptos en parte aérea y radical de plantas de tomate a los 14 DDI y
de plantas tratadas con SA o con MeJA. C, control; I, inoculado. B, las sefales detectadas fueron
cuantificadas y los valores obtenidos fueron normalizados a los de ubiquitina en cada caso. A los
controles se le asigné valor uno. Barras blancas: plantas control; barras negras: inoculadas o tratadas
con SA o MeJA como se sefala en cada uno de los graficos.

B) Corroboracion de la expr esion a nivel de proteina

Expresion de la proteina malato deshidrogenasa

Se midié la expresion de la malato deshidrogenasa a través de Western-blot. Los
resultados se muestran en la Fig.47. Como puede verse la cantidad de proteina reconocida
por el anticuerpo fue mayor en el control que en el inoculado. Estos resultados estan en

concordancia con los obtenidos en las micromatrices.

C |

Figura 47. Expresién de malato deshidrogenasa en plantas de tomate inoculadas con A.
brasilense. Las proteinas de la fraccién soluble de parte aérea fueron corridas en SDS-PAGE 12% vy
transferidas a membrana de PVDF como se describe en Materiales y Métodos y enfrentadas con el
anticuerpo anti malato deshidrogenasa (MDH) de arveja. C: plantas control; I: plantas inoculadas. El
control de carga de proteina en cada carril se realizé por tincibn con Ponceau previa a la
inmunodeteccion.
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2. Contenido de azucares en plantas inoculadas

Como se mencioné mas arriba la inoculacién con A. brasilense indujo un aumento en
la expresion de un gen que codifica para un transportador de hexosas, y de varios genes
relacionados con la fotosintesis. Estos resultados podrian relacionarse con un aumento en la
sintesis y movilizacion de hexosas generado por la inoculacion y/o por el establecimiento de
la simbiosis planta-PGPR. Se investigé el contenido de fructosa, glucosa, manosa, ramnosa,
sacarosa y xilosa de la parte aérea de la planta mediante cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). Los Unicos azucares detectados fueron glucosa y fructosa. En la Fig. 48

se muestran los resultados para ambas hexosas en plantas control e inoculadas.
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Figura 48. Contenido de glucosa y fructosa en plantas de S. lycopersicum a los 14 DDI. Se midié
el contenido de glucosa y fructosa en el tejido aéreo de plantas control (barras blancas) y de plantas
inoculadas (barras negras). Las barras representan el valor promedio de tres extracciones. Letras
distintas significa que existen diferencias significativas entre los tratamientos, P< 0,05 (Test de Tukey).

El gen del transportador de hexosas se encontré sobre expresado en hojas de plantas
infectadas con patdgenos y miccorrizas (Fotopoulos y col., 2003; Garcia-Rodriguez y col.,
2005).

A los azulcares se les asigna un rol importante en el mantenimiento de la actividad
metabdlica incrementada que resulta del establecimiento de una respuesta al estrés como el
aumento de la respiracion y el reforzamiento de la pared. En especial se incrementa el flujo
de glucosa hacia el sitio de infeccion.

En nuestro caso el notable aumento en la contenido de glucosa y fructosa en las
plantas inoculadas y el aumento de la expresion del transportador de hexosas podria indicar
gue estos monosacaridos tienen un rol en la interaccion tomate-A. brasilense. Sin embargo
los resultados de las micromatrices no detectaron una induccion en paralelo de la expresion
de la invertasa, como seria esperable para explicar el marcado aumento en el contenido de

las hexosas libres (Fotopoulos y col., 2003).
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3. Analisis protedmico

Utilizando la técnica de 2D-DIGE se comenzo el andlisis de los perfiles de proteinas
expresadas en plantas de tomate inoculadas con A. brasilense. El estudio se llevé a cabo en
hojas y raiz de plantas inoculadas a los 7 y 14 DDI. En la primera columna de la Tabla 8 se

especifican los pares de muestras comparadas en cada gel y la marcacion de cada muestra.

Tabla 8. Analisis de la expresion diferencial de proteinas mediante DeCyder-DIA

col\r/lnt:;;srgg:s* Detectados | Excluidos Incluidos Subexpresados | Sin cambios |Sobreexpresados
Cy3CA7-Cy5IA7 3978 1188 2790 767 1315 708
Cy3CR7-Cy5IR7 6841 2349 4495 3422 901 2515
Cy3CA14-Cy51A14 4402 672 3730 1558 625 1547
Cy3CR14-Cy5IR14 4414 996 3418 1399 429 1590
Cy3lA14-Cy5CR14 4836 391 4445 2216 427 1802
Cy3lA7- Cy5CR7 5621 737 4884 2358 498 2028
Cy3IR14-Cy5CA7 5525 2344 3181 1211 286 1684
Cy3IR7-Cy5CA14 5356 2742 2614 1245 315 1054
Cy3CR7-Cy5Bact 6838 2348 4490 2094 537 1859

* |: inoculado; C: control; A: aéreo; R: raiz; 7 y 14 representan los dias después de la inoculacién (DDI)

A modo de ejemplo en la Figs. 49 y 50 se muestran los geles correspondientes al
analisis de las proteinas expresadas en la parte aérea de las plantas a los 7 y 14 DDI
(primera y tercera filas respectivamente de la Tabla 8).

Las imagenes obtenidas se analizaron mediante el software DeCyder-DIA, que
permitié evaluar la calidad de cada uno de los spots que aparecen en los geles como asi
también seleccionar aquellos que estan sobre expresados o reprimidos al menos dos veces
en cada situacién. En el caso del andlisis correspondiente a las proteinas de hojas de 7 DDI,
de un total de 3978 spots que fueron analizados, 1188 fueron excluidos por no pasar los
criterios de seleccion. De los 2790 restantes, 708 spots (25,4%) mostraron sobre expresion,
767 (27,5%) represion, y 1315 (47,1%) no mostraron cambios.
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Figura 49. Proteoma de hoja de tomate a los 7 DDI. Panel A, se muestra el gel 2D-DIGE de la
mezcla de proteinas correspondientes a (de izquierda a derecha) hojas control (Cy3), hojas inoculadas
(Cyb) y estandar interno (Cy2). Las imagenes fueron obtenidas exponiendo el gel a las longitudes de
onda correspondientes a la excitacion de cada fluoréforo. Panel B, la imagen de la izquierda muestra la
superposicion de Cy3y Cy5 y la de la derecha muestra la superposicion de Cy3, Cy5 y Cy2.

En muestras de 14 DDI, se obtuvieron un total de 4402 spots de los cuales 672 fueron
excluidos, quedando un total de 3370. De estos, 1547 (41,5%) indicaron sobre expresion,
1558 (41,8%) represion y 625 (16,8%) no mostraron cambios.
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Figura 50. Proteoma de hoja de tomate a los 14 DDI.  Panel A, se muestra el gel 2D-DIGE de la
mezcla de proteinas correspondientes a hojas control (Cy3), hojas inoculadas (Cy5) y estandar interno
(Cy2). Las imagenes fueron obtenidas exponiendo el gel a las longitudes de onda correspondientes a la
excitacion de cada fluoréforo. Panel B, la imagen de la izquierda muestra la superposicién de Cy3 y
Cy5 y la de la derecha muestra la superposicion de Cy3, Cy5y Cy2.

La Fig 51 resume la distribucién porcentual de los cambios mencionados en hoja de

7DDI (panel A) y de 14 DDI (panel B).

SOBRE suB
EXPRESADAS EXPRESADAS SOBRE
2% 2% EXPRESADAS
1%

SUB

EXPRESADAS
42%

\

SIN CAMBIOS
48%

SIN CAMBIOS
17%

Figura 51. Representacion porcentual del nimero de spots que mostraron sobre expresion,
represion, o que resultaron sin cambios en hojas de tomate de 7 y 14 DDI (paneles A y B,
respectivamente).
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En la Tabla 8 se resumen los resultados obtenidos al comparar la expresion de las
proteinas en todas las muestras proteicas correspondientes al material aéreo y radicular de 7
y 14 DDI.

Los resultados presentados en la Tabla 8 estan siendo sometidos a la etapa del
analisis de las variaciones biolégicas entre geles (BVA) que forma parte del software
utilizado. Una vez concluida esta etapa aquellas proteinas que muestren un cambio de al
menos 1,2 veces entre el control y las muestras tratadas (con P< 0,05) seran seleccionadas
para su identificacién por espectrometria de masa. El material para esta identificacion sera

obtenido de geles preparativos de las muestras seleccionadas tefiidos con SYPRO®-Ruby.
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Los resultados expuestos en el Capitulo 2 de esta tesis demostraron que A. brasilense
se comporta como una PGPR en tomate, que efectivamente coloniza simbi6ticamente la
planta y que el etileno juega un rol en el establecimiento de esa interaccion. Resulté de
interés entonces ahondar en el estudio de los mecanismos que median la interaccion entre A.
brasilense y tomate y con ese objetivo se llevé a cabo un andlisis global de los perfiles de
expresion génica asociados a la colonizacion de S. lycopersicum por A. brasilense utilizando
micromatrices TOM1 de ADNc de tomate.

El analisis posterior de los resultados se centré fundamentalmente en la expresion de
los genes que se asocian a los senderos de respuesta en otros modelos planta-rizobacterias y
planta-patégenos.

Analizando globalmente los resultados obtenidos se observa que la colonizacion por
A. brasilense estimul6 la expresion de una variedad de genes muchos de los cuales se han
encontrado también sobre expresados en A. thaliana, N. tabacum, S. lycopersicum, etc. en
respuesta a la infeccién con patégenos o afectadas por agentes generadores de estrés. Es
importante destacar que el nivel de expresion de estos genes encontrados en nuestro trabajo
es siempre menor que el inducido por los patégenos.

Concretamente, el perfil de expresion génica a los 7DDI (resultados en ANEXO 2)
indica claramente la sobre expresion de varios genes reconocidos en otros sistemas como
determinantes de respuestas defensivas de la planta: varias proteinas PR, un factor de
transcripcién, un gen relacionado con la defensa, dos que responden al dafio y uno
involucrado en senderos de sefalizacién de los mecanismos de defensa. Entre las proteinas
PR se encuentra sensiblemente sobre expresada la PR-1, un precursor de endoquitinasa,
relacionada con adelgazamiento de la pared, la proteina PR P23 y la proteina PR10. La
proteina STH-2 (actualmente denominada PR-10a) que es la que presenta mayor sobre
expresion, ha sido bien caracterizada en papa, se induce por estrés biotico frente al patégeno
P. infestants (Matton y Brisson, 1989) y aumenta la tolerancia osmotica y salina (El-Banna y
col., 2010) pero no se conoce su mecanismo de accion. Es interesante notar que se
expresaron simultaneamente PRs clasicamente asociadas a la via ISR y otras asociadas a la
via SAR y/o al sendero del etileno. El factor de transcripcion Pti4 que pertenece a la familia de
los factores de transcripcion que responden a etileno, también estd entre los sobre
expresados.

El hecho de encontrar sobre expresado el factor de transcripcion Pti4 tiene algunas
implicancias interesantes. La familia de factores de transcripcién Pti4,5,6 fue identificada y

caracterizada en tomate en base a su interaccién con la quinasa Pto como parte de la
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respuesta defensiva a la infeccién por P.syringae pv. tomato (Zhou y col., 1997). Pti4 se une a
las secuencias GCC presentes en muchos genes de resistencia siendo esta actividad de
union incrementada por fosforilacion mediada por Pto (Gu y col., 2000). Pto es parte del
mecanismo de resistencia “gene-for-gene” puesto en juego por la planta cuando los factores
de avirulencia AvrPto o AvrPtoB de Pseudomonas son inyectados en el tejido vegetal
mediante el sistema Ill de secrecion (Fig.7, Introduccion). Pti4 también se induce en hojas de
tomate por dafio, o por exposicién a etileno, JA o SA (Gu y col., 2002).

No se conoce la existencia del sistema Ill de secrecion en A. brasilense ni la presencia
de factores de avirulencia similares a los de P. syringae pero el aumento de la concentracion
de etileno que se genera por la inoculacién con A. brasilense puede estar involucrado en el
aumento de la expresion de Pti4. Mysore y col., (2002) y Chakravarthy y col., (2003)
demostraron que en plantas de tomate infectadas por P. syringae una serie de genes entre
ellos algunas PRs, estan bajo el control de Pti4. Coincidentemente varias de estas proteinas
se encontraron sobre expresadas en nuestro sistema y se las sefiala resaltadas en color en la
Tabla de genes sobre expresados de 7DDl (Anexo 2). Una fosfatasa de proteina
perteneciente a la familia PP2C también se encuentra sobre expresada. Esta familia de
fosfatasas es muy numerosa, por ejemplo en A. thaliana tiene 76 miembros, y a muy pocos de
ellos se les ha asignado una funcion especifica en los senderos de transduccion de sefales
en la defensa en plantas. En A. thaliana se ha demostrado que una PP2C, identificada como
PIALl, se acumula después de la infeccion con P. syringae que expresa el efector tipo lll
AvrRpml1, activa la proteina de resistencia correspondiente RPM1 e induce la expresion de
genes de defensa (Widjaja y col., 2010).

El Unico gen sub expresado a los 7 DDI esta relacionado con la sintesis de
flavonoides.

A los 14 DDI (Anexo 4) aumenta el nimero de genes relacionados con la respuesta
defensiva que se encuentran sobre expresados, sobre todo los agrupados dentro de la
categoria Genes relacionados con la defensa. Con respecto a las proteinas PR cinco de las
ocho sobre expresadas en estas muestras no se habian encontrado sobre expresadas a los 7
DDI y también han sido relacionadas en otros sistemas tanto con la via SAR como con los
senderos relacionados con JA vy etileno. Para la proteina PR P23 se mantuvo el valor de
sobre expresion detectado a los 7 DDI. Los resultados referidos a la expresion de PR1, PR2 y
PR5 estdn en concordancia con lo encontrado por Wang y col., (2005) en plantas de A.
thaliana inoculadas con la rizobacteria P. fluorescens FPT 9601.

Es interesante notar que la expresién de PR2 en estas plantas de 14 dias, ademas de
inducirse por la inoculacion se estimula en las plantas tratadas con SA hecho que no ocurria
en plantas de 7 dias (experimentos de validacion por RT-PCR p&g. 106). Como muestran

claramente los resultados de la Fig. 32 existe un grupo de genes cuya expresion varia en
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funcién del tiempo como Unica variable; es posible que alguno(s) de estos genes relacionados
con la edad de la planta modulen la respuesta a SA que no se observa a los 7 DDI.

Entre los factores de transcripcion sobre expresados, el WRKY53 ha sido identificado
por Cartieaux y col. (2008) como especifico de la via ISR en la interaccién de la PGPR B.
japonicum ORS278 con A. thaliana. El factor de transcripcién relacionado con la familia MYB
que se encuentra también sobre expresado presenta segin la base de datos SGN
(http://solgenomics.net/) la mayor homologia con los factores MYB111 y MYB59, involucrados
en la sintesis de flavonoides, desarrollo de la raiz y tolerancia a estrés.

Entre los genes sobre expresados que pertenecen a los senderos de sintesis de
hormonas relacionadas con la defensa hay tres que estan involucradas en la formacién de
oxilipinas (lipoxigenasa, LOX; aleno oxidasa ciclasa y a-DOX1). Las oxilipinas son una familia
de compuestos biolégicamente activos derivados del metabolismo oxidativo de los &cidos poli
insaturados. Las dos primeras enzimas nombradas son la primera y tercera respectivamente
de las involucradas en el sendero que lleva a la sintesis de jasmonico y sus derivados.
Distintas oxilipinas generadas por la actividad LOX estan involucradas en procesos
fisiolégicos como crecimiento y fertilidad y en reacciones de defensa contra el ataque de
bacterias, hongos e insectos (Cartieaux y col., 2008). Asi, se ha demostrado que miembros de
esta familia regulan el desarrollo de las raices laterales y la respuesta defensiva en A. thaliana
(Vellosillo y col., 2007) y que, al menos en parte, el efecto protector contra patégenos podria
estar relacionado con la capacidad antimicrobiana de las oxilipinas per se (Prost y col., 2005).
El acido jasmoénico y sus derivados pertenecen a esta familia de compuestos y provienen de
la oxidacion del acido linolénico por esta via. Una via alternativa de oxidacién de acidos
grasos poli insaturados involucra a las a-dioxigenasas y ha sido recientemente relacionada
con la respuesta de defensa frente al ataque por patdégenos en A. thaliana y tabaco
especialmente cuando la infeccion resulta en una respuesta hipersensible (HR). En
Arabidopsis a-DOX1 se induce por SA y por la presencia de ROS y 6xido nitrico (NO), tres
moléculas mediadoras de muerte celular. Esta correlacion entre la expresion de a-DOX1 y
muerte celular sugiere que esta actividad previene en la planta la generacion de excesiva
necrosis y que por lo tanto forma parte del mecanismo de defensa inducido para proteger las
células del estrés oxidativo (Vellosillo y col., 2010). En nuestro caso no se detectd la induccion
de a-DOX1 en las micromatrices pero si en los experimentos de RT-PCR resultados que
fueron corroborados a nivel de la proteina presente tanto en parte aérea como en raiz. El
tratamiento con el precursor de etileno (ACC) estimuld la expresion de a-DOX1, en cambio la
presencia de SA no tuvo ningun efecto. La sobre expresion de a-DOX1 en plantas de tomate
tratadas con ethephon o sometidas a estrés salino ya habia sido informada por Tirajoh y col.,
2005.
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La familia de las ACS (enzimas claves en la regulacion de la sintesis de etileno) tiene
9 miembros en tomate (Lin y col., 2009). La isoforma 4 se encontr6 sobre expresada en las
micromatrices, resultado que se corroboré por RT-PCR y Western-blot. Como ya se habia
demostrado un aumento de ACS2 a nivel de proteina presente en las muestras de parte
aérea de plantas inoculadas (Capitulo 2, Fig. 27), se investigé por RT-PCR la expresién de
esta isoforma y se la encontr6 sobre expresada. El aumento en la disponibilidad de estas
enzimas (o de alguna de ellas) podria explicar el aumento de la actividad ACS y del nivel de
etileno inducido por la inoculacion (Capitulo 2, Fig. 26). De hecho, resultados de nuestro
laboratorio demuestran que las plantas de tomate linea All.1 antisentido para el gen de
ACS2, derivadas de las Cv. VF36 usadas en este trabajo, muestran que la produccion de
etileno es 40% mas baja que en la planta salvaje y que las plantas son mas sensibles a la
infeccién por el hongo necrotréfico Sclerotium rolfsii (Riva y col., 2013, enviado para su
publicacion).

También se sobre expresaron a los 14 DDI genes que se relacionan con conocidas
respuestas a estrés biético como los que intervienen en la sintesis de lignina o sintesis de
pared y otros cuyos mecanismos de accion no son bien conocidos.

La expresion de dos genes claves de la fotosintesis se encuentra apreciablemente
aumentada, el de la subunidad menor de la Rubisco y el del complejo escindidor del agua. La
modulacion de estos genes ha sido asociada en A. thaliana a la respuesta ISR inducida por la
PGPR B. japonicum ORS278 (Cartieaux y col., 2008). Este aumento deberia generar mayor
cantidad de hidratos de carbono para compensar el gasto energético en la expresion de
genes involucrados en el metabolismo y la defensa de la planta.

Otro de los genes sobre expresados es el del transportador de hexosas. Como se
comentd anteriormente este gen se ha encontrado sobre expresado en hojas de plantas
infectadas con patégenos y micorrizas. Se ha propuesto que el aumento del transportador de
hexosas tendria como funcion aumentar la provisién de azucares a los tejidos a partir de las
reservas de sacarosa para enfrentar la mayor actividad metabdlica generada por la
infeccién/colonizacion. Se sabe también que las células reorientan el flujo de la glucosa desde
la glucdlisis hacia el camino de las pentosas fosfato para contrarrestar las perturbaciones en
el estado redox del citoplasma generado por las situaciones de estrés (Ralser y col., 2007).
Es bien conocido también el rol que juegan los azlcares en los procesos de sefializacion
relacionados con el desarrollo (Koch, 2004).

A los 14 DDI (Anexo 5) se encontraron sub expresados genes pertenecientes a
practicamente todas las categorias excepto proteinas PRs. Es interesante destacar que se
sub expresan genes relacionados con la defensa que estan directamente implicados en el
establecimiento de la respuesta hipersensible. Eli3 es una cinamil alcohol deshidrogenasa

gue participa en la sintesis de fenilpropanoides y se induce en respuesta a patégenos en
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papa, A. thaliana y tomate. La catecol oxidasa esta involucrada en la sintesis de quinonas
(con actividad antibiética y citotdxica) que a su vez pueden ser intermediarias en la sintesis de
ROS; la catecol oxidasa se sobre expresa fuertemente en tomate frente a la infeccién por P.
infestans. La germin like protein pertenece a una familia de proteinas algunas de las cuales
tienen actividad de oxalato oxidasa y otras de superéxido dismutasa, ambas actividades
generadoras de H,O, y por lo tanto pertenecientes al grupo de las proteinas de defensa
implicadas en la respuesta HR. Otra de las enzimas implicadas en la defensa y sub
expresada en nuestro sistema es la malato deshidrogenasa; esta enzima provee poder
reductor (NADPH) necesario para la sintesis de fitoalexinas y para la generacion de ROS. La
subexpresién de la malato deshidrogenasa podria disminuir el estallido oxidativo en respuesta
a la presencia del microorganismo.

Entre los factores de transcripcion sub expresados se encuentra dos pertenecientes a
la familia MYB (methyl jasmonate induced MYB-related Transcription factor y myb-related
transcription factor MYB62). La familia de factores de transcripcion MYB es muy numerosa y
muchos de sus miembros han sido relacionados con las reacciones frente al estrés generado
por dafio, patdgenos y deficiencias nutricionales en N. tabacco y A. thaliana (Sugimoto y col.,
2000, Devaiah y col., 2009).

Parece l6gico suponer que en el caso de la colonizacién por A. brasilense la represion
en la expresion de estos genes esta dirigida a permitir la permanencia y proliferacion de la
bacteria.

Tomados en conjunto los resultados indican que la inoculacién de tomate con A.
brasilense modulé la expresion de un numero importante de genes involucrados en la
regulacién de diferentes aspectos fisiolégicos de la planta como los relacionados con el
metabolismo y la defensa.

Existen pocos antecedentes de andlisis global de la expresién génica en plantas como
consecuencia de la inoculacién con una bacteria benéfica como A. brasilense. Los perfiles de
induccion y represion de genes de defensa obtenidos en nuestro estudio muestran similitudes
y diferencias con los sistemas planta/microorganismos benéficos estudiados anteriormente.
Verhagen y col., (2004) y Cartieaux y col., (2008) analizando la respuesta de A. thaliana a la
inoculacion con PGPRs no relacionadas, como P.fluorescens WCS 4175 y Bradyrhizobium
sp. strain ORS278 respectivamente, encontraron que ambas inducian la expresién de genes
asociados a la respuesta ISR, dependiente de JA/etileno, tipica de la inoculacién con PGPRs,
y que esta induccion solo era detectada después que la planta habia sido desafiada con un
patdégeno. Este estado de las plantas inoculadas, conocido como estado cebado, le proveeria
una mayor capacidad de respuesta frente a un patdégeno invasor en cuanto a la rapidez y a la
intensidad de la misma. En cambio, Wang y col., (2005) en un andlisis transcriptémico llevado

a cabo tres semanas después de la inoculacion de A. thaliana con una especie endofitica de
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Pseudomonas, encontraron que se modulan genes pertenecientes al sistema ISR y también
al sistema SAR. Como en nuestro caso, se sobre expresaron algunos genes relacionados con
las reacciones de defensa (como proteinas PRs) y se sub expresaron otros y todos estos
cambios se evidenciaron sin que las plantas inoculadas hayan sido infectadas con patégenos.
En otro estudio menos extensivo, Conn y col., (2008) analizaron la expresién de PR1 y PR5
como representativas de respuesta SAR y de PDF1.2 y Hel como representativas de ISR en
el sistema A.thaliana/actinobacterias endofiticas a las siete semanas de la inoculacion. Si bien
no todas las especies utilizadas en el estudio respondieron cuali y cuantitativamente de la
misma forma, en tres de las cuatro se evidencioé una induccién relativamente baja de genes
SAR y de genes dependientes de JA/etileno adn cuando las plantas no habian sido infectadas
con patodgenos. Después de la infeccién con un patdgeno estos mismos genes se sobre
expresaron fuertemente y aparecieron sobre expresados una gran cantidad de otros genes
relacionados con la defensa. Se propone gue la sobre expresion de genes de defensa como
resultado de la inoculaciéon con la PGPR prepara a la planta para una respuesta de mayor
intensidad y més rapida cuando es atacada por un patdgeno. Resultados recientes de Niu y
col., (2011) indican que el fenémeno de induccién paralela de respuestas dependientes de SA
e ISR no esta limitado a las PGPRs endofiticas; en efecto, Bacillus cereus AR156 induce
resistencia sistémica en A. thaliana activando simultineamente senderos de defensa
dependientes de SA y de JAletileno que resultan en un efecto aditivo en el nivel de
proteccion. Van Wees y col., (2008) por su parte, demostraron que la activacion simultanea de
los senderos SAR e ISR resulta en un mayor nivel de protecciéon frente a la infeccion de
Arabidopsis por P. syringae pv. tomato DC3000 que la alcanzada por cada uno de ellos
individualmente. Es decir, las PGPRs capaces de inducir simultaneamente respuestas
sistémicas que compartan caracteristicas de ambos senderos serian capaces de establecer
un nivel de resistencia mayor y mas verséatil en el huésped.

A. brasilense comparte la caracteristica de estas PGPRs de inducir una respuesta de
defensa en la que se solapa la expresion de genes pertenecientes a las vias ISR y SAR. En
consecuencia es de esperar que A. brasilense tenga la capacidad de proteger a las plantas
contra la infeccién por patégenos que operan por diferentes mecanismos.

Hemos comenzado en nuestro laboratorio a evaluar esta hip6tesis llevando a cabo
experimentos de biocontrol utilizando plantas de tomate infectadas con diferentes patdgenos.
Se utilizé: un hongo necrotréfico (Sclerotium rolfsii), un hongo biotréfico (Fusarium solani pv
solani) y una bacteria hemibiotréfica (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria). Encontramos
gue A. brasilense disminuye la incidencia de la infeccién (15%) y la mortalidad (40%) en
plantas de tomate infectadas con S. rolfsii. Las plantas infectadas con F. solani resultaron
protegidas contra el dafio en un 100% a los 40 dias después de la infeccién. Con respecto a

la infeccion con X. campestris se observo que el tratamiento con A. brasilense provocé una
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disminucioén apreciable del area necrotizada (Riva y col., trabajo en preparacion). Es decir, la
hipotesis elaborada en base a la expresion diferencial de genes de defensa en las plantas
inoculadas segun la cual A. brasilense deberia comportarse como agente de biocontrol se ve
apoyada por estos resultados experimentales en una especie vegetal de gran importancia
econdémicay en la cual las enfermedades causadas por patdgenos como los ensayados, tiene
una alta incidencia econémica.

Para complementar el estudio de los cambios en la expresion génica inducidos por la
inoculacion de las plantas de tomate con A. brasilense se comenzé el analisis de la expresion
proteica en las mismas condiciones. Globalmente los resultados mostraron las mayores
variaciones en los perfiles proteicos en las muestras tomadas a los 14 DDI; vale recordar que
también a los 14 DDI se encontraron las mayores diferencias de expresion a nivel de ARNs

mensajeros.
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Las tres rizobacterias evaluadas en esta tesis promovieron el crecimiento
vegetal de las plantas de arroz principalmente del sistema radicular a tiempos cortos. De ellas
la mas eficiente resulté ser A. brasilense por lo cual se utilizé esta bacteria para continuar los
estudios bioquimicos.

Los estudios bioquimicos indican fuertemente que un sendero de sefializacion
gue involucra al etileno cumple un rol decisivo en el establecimiento de la respuesta fisiologica
a la presencia de la rizobacteria.

En el caso de la interaccion arroz-A. brasilense, se presentan evidencias de que
componentes de dicho sendero estan relacionados con el metabolismo del calcio. Asi, una
CDPK resulta activada como resultado de la inoculacién y un inhibidor de CaM bloquea el
aumento en el desarrollo de las raices. La intervencion de una actividad CDPK entre los
elementos reguladores de la sintesis de etileno ha sido demostrada en varias interacciones
planta-microorganismo.

A. brasilense resulté ser también un promotor del crecimiento de plantas de tomate.
La bacteria se comporté como un endoéfito tanto en raiz como en parte aérea.

La inoculacién indujo en la planta la sintesis de AlA y de etileno.

Las evidencias bioquimicas indicaron que el etileno estd involucrado en el
desarrollo de los pelos radiculares.

El estudio global de la expresion de genes mostré cambios importantes inducidos
por la inoculacion de plantas de tomate con A. brasilense. Los cambios mas notables
corresponden a genes que pertenecen a los senderos de respuestas defensivas frente al
ataque por microorganismos patdgenos o a situaciones ambientales generadoras de estrés
descriptas en otros sistemas. Como se ha visto en otros sistemas planta-PGPR, las
variaciones son en general cuantitativamente menores que las inducidas por patégenos.

La inoculacion de plantas de tomate con A. brasilense indujo cambios en la
expresion de componentes de senderos defensivos pertenecientes tanto a SAR como a ISR.
La posibilidad de inducir ambos senderos le otorgaria a este microorganismo la capacidad de
proteger a su hospedador de un amplio rango de patégenos.

Se destaca especialmente una disminucion de la expresion de genes involucrados
en la respuesta hipersensible lo que probablemente favorezca el establecimiento de la
interaccion endofitica tomate-A. brasilense.

Los cambios en la expresion génica fueron acompafnados de cambios en el perfil de

proteinas cuyo analisis esta en proceso.
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Perspectivas futuras

v' Basandonos en los resultados obtenidos en el andlisis transcriptémico se tratara de
comprobar que efectivamente la sobre expresion de algunos de los genes relacionados con
la defensa cumplen un rol en los mecanismos defensivos de la planta. En este sentido se
comenzo la preparacion de plantas de tomate transgénicas que sobre expresen el gen de
Le-PR1. Este gen habia resultado sobre expresado con un Fold change de 3,143 en el
experimento de las micromatrices (Anexo 4). En este momento se ha llegado a la obtrencion
de callos transformados con Agrobacterium tumefaciens portadores del gen Le-PR1. Es de
esperar que las plantas resultantes que sobre expresen este gen presenten una mayor

resistencia o tolerancia a diferentes patégenos.
v Por otro lado se completara el andlisis global de las proteinas diferencialmente

expresadas. De acuerdo a los resultados que se obtengan se seleccionaran algunas de las

gue presenten caracteristicas llamativas en su expresion diferencial para ser identificadas.
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ANEXO 1

Anexo 1: Programa de amplificacion

de los genes de 7 DDl y 14 DDI

Gen PROGRAMA
N°de paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 min
2 94 30 seg
3 55 1 min
Le-PR1-b 4 72 1 min
5 repetir 25 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 57 45 seg
Le-PR2 4 72 45 seg
5 repetir 30 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 60 30 seg
Le-PR P23 4 72 45 seg
5 repetir 25 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 60 30 seg
Le-Cyt P 450 4 72 45 seg
5 repetir 30 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 60 30 seg
Le-CO 4 72 45 seg
5 repetir 30 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 52 30 seg
Le-Pti4 4 72 45 seg
5 repetir 25 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 58 30 seg
Le-WRKY 4 repetir 25 veces del paso 2 al 4
5 72 5 min
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6 hold
7 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 57 45 seg
Le-a DOX1 4 72 45 seg
5 repetir 30 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 58 45 seg
Le-ACS2 4 72 45 seg
5 repetir 30 veces del paso 2 al 4
6 72 4 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 53 30 seg
Le-ACS4 4 72 45 seg
5 repetir 30 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 53 30 seg
Le-SN2 4 72 45 seg
5 repetir 30 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 52 30 seg
Le-ACT 1 4 72 45 seg
5 repetir 25 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
1 94 1 min
2 94 30 seg
3 62 45 seg
Le-UBI3 4 72 1 min
5 Repetir 30 veces del paso 2 al 4
6 72 5 min
7 4 hold
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ANEXO 2

Anexo 2: Genes sobre expresados a los 7 DDI

-~ Gencorrespondiente - Evalue | P-value
SGN-U212990 1-1-1.2.20.4 4,815 Pathogenesis-related protein STH-2 269 3,00E-70 2,71E-02
SGN-U213790 1-1-1.29.4 2,709 Acidic 26 kDa endochitinase precursor 530 8,00E-149 2,22E-02
SGN-U213451 1-1-2.3.10.15 2,453 PR1 protein [Solanum lycopersicum] 391 5,00E-107 3,69E-02
SGN-U143414 1-1-6.3.17.2 1,936 NP24 protein DfeCUVSOLQDgtgg)QeneSiS'fe|ated protein 546 2,00E-153 3,14E-02
SGN-U213616 | 1-1-8.4.13.6 1,791 Dormancy'ass"date‘:hrgl‘i’;ﬁ!’] -related [Arabidopsis | 137 | 3 00E.32 | 1,64E-02
SGN-U212989 1-1-1.3.2.6 0,973 TSI-1(PR10) 254 8,00E-66 4,62E-02
Factor_es_(}e
transcripcion
SGN-U216022 1-1-7.2.10.20 1,199 Transcription factor Pti4 - tomato (fragment) 377 1,00E-102 2,83E-02
SGN-U146364 1-1-1.3.11.20 1,158 MTD1 [Medicago truncatula] 94 3,00E-17 2,37E-02
SGN-U224034 1-1-2.2.8.13 1.277 Homeobox-leucine zipper protein PHZ1 [imported] 235 2,00E-61 4,48E-03
Relacionados
con la defensa
SGN-U213351 1-1-3.1.15.5 1,231 Peroxidase [Nicotiana tabacum] 174 2,00E-42 5,23E-02
Relacionados
con el
metabolismo
SGN-U229479 1-1-2.4.2.12 1,07 Beta-amylase PCT-BMYI [Solanum tuberosum] 470 2,00E-130 3,21E-02
SGN-U216614 | 1-1-2.2.3.19 1,234 | Putative a“"i”'i”duce‘;frﬁmﬁ']"ke protein [Capsicum | 156 | 50036 | 2,82E-02
SGN-U217651 1-1-1.2.9.20 1,372 POZ domain protein family A. thaliana] 492 5,00E-137 3,44E-02
SGN-U220946 1-1-3.1.4.7 0,939 Putative beta-galactosidase BG1 [Vitis vinifera] 414 1,00E-113 1,71E-02
Relacionados
con el transporte
SGN-U147962 | 1-1-3.2.20.2 1,128 Mitochondrial ca"iet’h’;rﬁgﬁg] family [Arabidopsis 418 | 1,00E-114 | 2,88E-03
Respuesta al
dafio
SGN-U216159 1-1-1.3.11.20 1,117 MTD1 3,00E-17 2,37E-02
SGN-214024 1-1-1.3.15.13 1,28 Dehydration-induced protein ERD15 ,L. esc. 208 1,00E-51 2,19E-02
Sefializacion
SGN-U228349 1-1-5.2.19.12 0,976 Protein phosphatase 2C [Nicotiana tabacum] 163 2,00E-38 2,19E-02
SGN-U228690 | 1-1-2.1.18.16 0049 | PHHC-type zinc ﬁ”ge;ﬁ;:‘;ﬁgcontm”i”g protein [A. | 431 1,00E-28 | 2,49E-02
Funcién
desconocida
SGN-232709 1-1-8.1.15.11 1,897 Unknown protein - tomato 485 3,00E-135 4,97E-02
SGN-213680 1-1-6.1.13.13 1,628 Unknown protein [Arabidopsis thaliana] 229 4,00E-60 2,45E-02
SGN-213913 1-1-2.3.10.8 1,521 Hypothetical protein - tomato 350 1,00E-94 3,85E-02
SGN-215303 1-1-3.2.15.15 1,394 Hypothetical protein At2g24100- A. thaliana 324 1,00E-88 7,42E-03
SGN-213666 1-1-8.4.14.11 1,072 Expressed protein [A. thaliana] 387 7,00E-108 2,99E-02
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ANEXO 3

Anexo 3: Genes reprimidos a los 7 DDI

Fold

SGN ID change Gen correspondiente Score E-value P-value
Relacionados con el
Metabolismo
SGN-U220393 1-1-7.3.5.8 -1,048 Flavonoid 1-2 rhamnosyltransferase 154 1,00E-36 5,11E-02
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ANEXO 4

Anexo 4: Genes sobre expresados a los 14 DDI

Gen correspondiente E-value P-value
PRs
SGN-U212922 | 1-1-2.4.16.4 3,143 Pathoge“eSis're:ﬁ;idc'e‘fjaLfggfz“P%p(rg;“l’?tgr (P6) (Ethylene- | 545 | 5 00E-03 | 4,02E-02
SGN-U212923 1-1-5.2.16.3 2,395 PR1a (Pathogenesis-related leaf protein 4 precursor (P4) 347 2,00E-93 2,38E-03
SGN-U214902 | 1-1-8.2.15.11 1,589 class IV chitinase [Vitis vinifera] (PR-3) 391 7,00E-107 | 2,97E-02
SGN-U212827 | 1-1-1.3.20.14 1,5 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase B precursor (PR2) 681 7,00E-194 | 4,63E-02
SGN-U212028 | 1-1-6317.2 | 1409 | NP24protein prec(g';‘t’_riégﬁég‘;gggf:iﬁ;gggd protein PRP23) | 546 | 2,00E-153 |1,54E-02
SGN-U212747 1-1-8.2.11.2 1,205 Probable glutathione S-transferase (Pathogenesis-related prot 1) | 384 7,00E-105 | 3,89E-02
SGN-U212989 1-1-1.3.2.6 1,213 TSI-1 (pathogenesis-related protein 10 ) 283 1,0E-074 1,66E-02
SGN-U222086 | 1-1-5.1.18.12 1,141 germin-like protein family [Arabidopsis thaliana] 145 5,00E-35 | 4,91E-02
Factor_es_(?e
transcripcion
SGN-U216986 | 1-1-5.2.18.12 1,365 putative DNAJ protein [Nicotiana tabacum] 419 5,00E-115 | 1,67E-02
SGN-U226247 1-1-4.217.9 133 WRKY53; DNA binding;tr/?i;r)]rsc::tre}’i;:i(t)):]n?éigg): transcription activator/ 68 3.00E-12 | 4,72E-02
SGN-U215236 | 1-1-8.1.13.21 1,275 CHP-rich zinc finger protein, putative [Arabidopsis thaliana] 105 1,00E-22 5,31E-02
SGN-U217726 1-1-4.3.6.12 1,33 Myb family transcription factor [Arabidopsis thaliana] 166 2,00E-41 3,61E-02
SGN-U236404 | 1-1-5.3.20.13 1,24 transducin / WD-40 repeat protein family [Arabidopsis thaliana] 172 3,00E-43 4,60E-03
Fotosintesis
SGN-U225509 1-1-8.3.3.13 1,26 Ribulose bisphosphate carboxylase small chain 3A/3C 302 5,00E-80 9,51E-03
SGN-U213041 1-1-6.3.9.7 1,017 chlorophyll a/b-binding protein (cab-11) - tomato 515 5,00E-144 | 1,06E-04
SGN-U217000 1-1-8.1.3.14 1,017 Plastid-specific 30S riboso(n;gléné?;e)zin 3, chloroplast precursor 180 2.00E-43 1,06E-02
SGN-U216625 1-1-1.3.18.7 0.964 chloroplast nucleoid DNA_btir?gliig?\aGrOtein -related [Arabidopsis 303 2,00E-80 2.24E-02
SGN-U232360 1-1-7.1.7.9 1,198 ClIpC protease [Spinacia oleracea] 107 7,00E-22 | 4,90E-02
SGN-U217618 | 1-1-2.3.164 | 2766 |OY9en-evolving gﬂg’gi'\‘fg [isrfb:‘d%;’srgm”‘::g]’ OPIaStprecursor, | 561 | 100E-67 |5,20E-02
Relacionados
con el
metabolismo
SGN-U212860 | 1-1-4.3.16.11 1,053 threonine deaminase 909 3,00E-262 | 5,40E-02
GTP cyclohydrolase [1/3,4-dihydroxy-2-butanone-4-phosphate
SGN-U226881 1-1-8.1.19.7 1,037 synthase-like protein [Oryza sativaoup)] riboflavin biosynthetic 196 2,00E-50 7,57E-03
process
SGN-U213373 | 1-1-1.3.1320 | 0,928 bif“”Cti°“;ér'ﬁiP:g;:ﬁ;ogL‘[té“gasfy;‘?s#fﬁfsejfﬁﬁ‘]:har°pi”e 557 | 3,00E-156 | 4,85E-02
SGN-U212913 1-1-5.1.20.6 0,936 hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (4HPPD) (HPD) (HPPDase) | 634 1,00E-179 | 9,87E-03
Relacionados
con la sintesis
de hormonas
SGN-U226360 1-1-4.4.15.2 0972 ACC synthase, l—aminocycIos)r%[;?ge—l—carboxylate synthase 4 - 131 2,00E-29 1,07E-02
SGN-U212785 | 1-1-5.2.16.18 1,768 lipoxygenase (EC 1.13.11.12) LX-3 - potato 225 3,00E-57 3,89E-02
1-1-8.3.10.17 1,389 allene oxide cyclase [Lycopersicon esculentum] 2,41E-02
Relacionados
con la defensa
SGN-U213160 1-1-3.2.9.6 1,248 hin1-like protein [Solanum tuberosum] 420 1,00E-115 | 1,84E-02
SGN-U226252 1-1-1.1.1.4 1,446 bacterial-induced peroxidase precursor [Gossypium hirsutum] 298 4,00E-79 7,08E-03
SGN-U216391 1-1-1.1.8.9 1,428 heat shock protein 18p - common tobacco 230 2,00E-58 3,48E-02
SGN-U213200 | 1-1-7.2.4.19 1,239 Nhyg;?]’gg'rgg%y}1Cg'?géi?g:;C’:‘);‘é‘;ﬁé’ﬁtﬁﬁm"y' 475 | 5,00E-132 |3,61E-02
SGN-U215231 1-1-8.3.20.5 1.358 Lignin forming anionic peroxidase precursor(peroxidasa secretoria) | 538 4,00E-151 | 2,47E-03
SGN-U213159 | 1-1-2.3.13.17 1.085 Harpin-induced protein-related / HIN1-related 394 5,00E-94 5,47E-02
SGN-217308 1-1-7.3.20.7 1,04 TMV-induced protein | [Capsicum annuum] 275 4,00E-72 2,56E-02
SGN-U217180 | 1-1-3.4.20.13 1,12 harpin-induced protein-related 174 7,00E-44 5,20E-02
SGN-U232360 1-1-7.1.7.9 1.198 ClpC protease [Spinacia oleracea] 107 7,00E-22 4,90E-02
SGN-U214374 | 1-1-5.2.15.15 1,216 Snakin 2 192 2,00E-47 2,48E-02
SGN-U218425 | 1122316 | 12394 |Proteaseinhibitor/ see&f;%ﬁgggg:gi?hgﬁ;f;r protein (LTP) family | g3 | 5 0oE-10 | 5,14E-02
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ANEXO 4

SGN-U217278 1-1-7.4.1.16 1,471 Ethylene-responsive proteinase inhibitor | precursor 235 1,00E-59 | 4,75E-02
SGN-U213023 1-1-2.4.13.7 1,414 Wound-induced proteinase inhibitor | precursor 222 2,00E-56 4,74E-02
SGN-U216625 1-1-1.3.18.7 0,964 non-symbiotic hemoglobin class 1 [Lycopersicon esculentum] 303 2,00E-80 2,24E-02
SGN-U241397 1-1-4.3.17.3 0,911 biotic cell death-associated protein [Nicotiana glutinosal] 326 2,00E-87 4,47E-02
SGN-U214430 | 1-1-6.1.2011 | 0949 | Proteinade ’ESiSte“[C/Lar ;bﬁi’gsgﬁg‘igzl‘fgﬁ ar]e'ado“ada CONLRR 1 590 | 1,00E-166 |4,27E-02

Relacionados

con el
transporte

SGN-U221086 1-1-8.3.1.7 1,382 hexose transporter [Lycopersicon esculentum] 281 6,00E-74 1,46E-03

Sefializacion
SGN-U213418 1-1-2.2.18.1 1,385 phosphoprotein phosphatase 2A 1106 0.0 4,54E-02
SGN-U241073 | 1-1-2.3.12.17 1,231 calmodulin-binding family protein 383 1,00E-106 | 5,12E-02
SGN-U233109 1-1-1.2.18.1 1,307 WAKS3 (wall associated kinase 3) 220 1E-57 1,79E-02

Sintesis de

pared
SGN-U213044 | 1-1-8.4.13.10 0,906 xyloglucan endotransglucosylase-hydrolase XTH3 552 3,00E-155 | 3,00E-02
SGN-U214186 | 1-1-8.4.14.20 1,366 MIOX4; inositol oxygenase 484 | 6,00E-137 | 4,25E-02
Funcién

desconocida
SGN-U220543 | 1-1-5.4.20.18 1,705 expressed protein [Arabidopsis thaliana] 227 1,00E-59 1,52E-02
SGN-U227667 1-1-4.2.11.9 1,675 no hits found 2,52E-02
SGN-U213607 1-1-6.4.20.5 1,488 Atl1g17620 [Arabidopsis thaliana] 165 5,00E-41 4,99E-02
SGN-U220811 1-1-4.4.18.9 1,486 Tic22 -related [Arabidopsis thaliana] 190 2,00E-46 5,92E-03
SGN-U213689 | 1-1-2.3.13.18 1,402 unknown protein 68 5,00E-12 1,02E-02
SGN-U218405 | 1-1-8.3.18.20 1,234 expressed protein [Arabidopsis thaliana] 52 8,00E-07 1,06E-02
SGN-U214524 1-1-5.2.15.3 1,227 No hits found 4,86E-02
SGN-U217499 1-1-4.4.9.1 1,161 proline-rich protein-related [Arabidopsis thaliana] 98 1,00E-18 2,73E-02
SGN-U219903 | 1-1-5.4.20.13 1,044 hypothetical protein [Arabidopsis thaliana] 313 4,00E-83 1,79E-02
SGN-U213982 1-1-5.2.17.1 0,976 P0034C11.13 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] 333 5,00E-89 3,44E-02
SGN-U236931 | 1-1-2.1.13.6 0,975 No hits found 4,96E-02
SGN-U214170 | 1-1-7.3.20.10 0,942 unnamed protein product [Vitis vinifera] 582 1,00E-163 | 2,62E-02
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ANEXO 5

Anexo 5: Genes reprimidos a los 14 DDI

Factores de
transcripcion
SGN-U230369 | 1-1-7.3.11.6 1,105 myb-related transcription factor MYB62 116 1,00E26 | 2,83E-02
Arabidopsis thaliana
methyl jasmonate induced MYB-related
SGN-U216881 1-1-7.3.135 1447 Transcription factor [Nicotiana tabacum] * 245 7e-063 271802
Fotosintesis
. ~ ] Chlorophyll A-B binding protein 13, chloroplast . :
SGN-U212938 1--8.2.2.17 0,973 precursor (LHCI type 11l CAB-13) 518 4,00E-145 9,03E-03
SGN-U214067 1-1-8.2.12.18 -1,22 geranylgeranyl reductase [Nicotiana tabacum] 860 1,00E-247 3,13E-02
: e . Chlorophyll A-B binding protein 5, chloroplast . :
SGN-U212865 1-1-6.4.1.21 0,935 precursor (LHCI type | CAB-5) (LHCP) 141 2,00E-32 5,37E-03
. PR R Chlorophyll A-B binding protein 1B, chloroplast . :
SGN-U218905 1-1-7.3.10.21 1,257 precursor (LHCII type | CAB-1B) (LHCP) 518 5,00E-145 5,41E-02
Relacionados con
metabolismo
SGN-U214626 1-1-1.4.9.18 -1,074 IAA-Ala hydrolase (IAR3) [Arabidopsis thaliana] 600 1,00E-171 1,26E-02
SGN-U143318 1-1-8.2.1.3 -1,195 Histidine decarboxylase (HDC) (TOM92) E-146 3,16E-02
Relacionados con
la defensa
SGN-U212734 1-1-3.4.4.19 -1,17 secretory peroxidase [Nicotiana tabacum] 602 1,00E-169 3,31E-02
SGN-U223255 | 1-1-8.1.18.12 2109 | catecholoxidase (EC 1.10.3.1) precursor - fava 97 2,00E-18 | 3,64E-02
SGN-U230373 1-1-6.1.12.20 -0,922 ELI3 [Lycopersicon esculentum] 197 1,00E-48 2,41E-02
SGN-U213263 1-1-7.3.4.15 -0,958 germin protein [Nicotiana tabacum] 349 3,00E-94 8,50E-04
SGN-U213190 | 1-1-1.3.20.19 -1,331 cold-induced glucosy! transferase [Solanum 868 5,00E-250 | 4,10E-05
sogarandinum]
SGN-U217504 1-1-2.1.6.10 -1,047 putative RING protein 167 2,00E-39 1,62E-02
SGN-U215942 1-1-5.3.13.17 -1,08 remorin family protein [Arabidopsis thaliana] 124 9,00E-29 5,22E-03
SGN-U233544 1-1-5.2.6.4 -0,948 RelA-SpoT like protein RSH1 [Nicotiana tabacum] 213 2,00E-53 1,66E-02
Relacionados con
transporte
SGN-U214206 1-1-6.2.1.2 -1,955 aquaporin 2 [Samanea saman] 1,00E 141 1,75E-02
SGN-U213516 1-1-8.2.11.16 -1,977 plasma intrinsic protein 2,1 [Juglans regia 95 5,00E-18 2,95E-02
) 1. ] laquaporin PIP-type pTOM75 (Ripening-associated : :
SGN-U231972 1-1-1.3.15.8 0,991 membrane protein) (RAMP) 156 7,00E-37 3,30E-02
SGN-U213272 1-1-8.3.9.6 -0,922 similar to aquaporin [Solanum lycopersicum] 501 9,00E-140 3,30E-02
Sintesis de pared
SGN-U217111 |  1-1-6.2.135 .0,925 | 9lycosyl hydrolase family S/cellulase ((1-4)-beta- 582 3,00E-166 | 2,10E-02
mannan endohydrolase) [Arabidopsis thaliana]
SGN-U218653 | 1-1-7.1.18.11 -1,005 probable sterol 24-C-methyltransferase (EC 654 1,00E-185 | 1,30E-03
2.1.1.41) - common tobacco (fragment)
Funcién
desconocida
SGN-U216194 1-1-34.2.1 -1,049 unknown protein [Arabidopsis thaliana] 347 1,00E-93 2,81E-02
SGN-U214232 1-1-7.4.1.19 -0,96 hypothetical protein [Vitis vinifera] 276 5,00E-72 1,26E-02
SGN-U215850 1-1-6.2.11.2 -0,96 hypothetical protein isoform 1 [Vitis vinifera] 220 3,00E-55 3,22E-02
SGN-U215850 1-1-7.4.11.1 -1,801 hypothetical protein [Vitis vinifera] 212 8,00E-53 3,99E-02
SGN-U215614 1-1-4.1.6.3 -1,879 unknown protein [Arabidopsis thaliana] 94 1,00E-19 5,40E-02

* este gen al momento de llevar a cabo el estudio estaba catalogado como: related protein Ph2 - garden petunia
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ANEXO 6

Anexo 6: Confirmacién de los datos de las micromatrices por RT-PCR

Fold Expresion
ID Gen correspondiente change relativa RT-PCR
(I/C) (I/C)

Genes sobre expresados a los 7 DDI \

Factores de
transcripcion

1-1-7.2.10.20 Transcription factor Pti4 - tomato 1,133 3,5
PRs
1-1-6.3.17.2 Pathogenesis-related protein PR P23 2,032 4
1-1- 2.3.10.15 PR1 protein [Solanum lycopersicum] 2,596 1,61

Relacionados con la

defensa

1-1-8.1.16.2 Probable cytochrome P-450 -0,64 1,2
Genes sobre expresados a los 14 DDI \
PRs

e Pathogenesis-related leaf protein 6 precursor

1-1-24.16.4 Ethylene induced (PR1-b) 3,143 2
Glucan endo-1,3-beta-glucosidase

1-1-1.3.20.14 (PR2) 15 15
1-1-6.3.17.2 NP24 protein precursor (Pathogenesis 1,409 15

Pathogenesis-related protein PR P23

Relacionados con
sintesis de hormonas
1-1-4.4.15.2 ACC synthase 4 - tomato 0,972 2
Factores de
transcripcion

1-1-4.3.6.12

WRKY53; DNA binding / protein binding /
transcription activator/ transcription factor

Relacionados con la
defensa
1-1-5.2.15.15 Snakin 2 1,216 1,4

Relacionados con la
defensa
1-1-8.1.18.12 Catechol oxidase precursor - fava bean -2,109 0,5
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