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Mecanismos de Xanthomonas campestris pv.campestris en la supresion de la respuesta inmune de
Arabidopsis thaliana

Resumen

En esta tesis, estudiamos algunos de los mecanismos a través de los cuales Xanthomonas campestris
pv. campestris (Xcc) suprime la respuesta inmune de Arabidopsis thaliana.

Los microbios gatillan el cierre estomatico en la planta a través de patrones moleculares asociados
a microbios (MAMPs), sin embargo Xcc es capaz de colonizar A. thaliana a través de estos poros mediante
un factor de virulencia (Xcc FV) capaz de inhibir su cierre.

En la primera parte de esta tesis estudiamos el mecanismo de acciéon del Xcc FV y de una toxina
de efecto similar producida por la bacteria fitopatégena Pseudomonas syringae pv. tomato denominada
coronatina. Encontramos que ambos compuestos inhiben el cierre estomatico inducido por MAMPs y por
la hormona acido abscisico a través de la inhibicion de la produccidon de especies reactivas de oxigeno
(ERO) mediada por NADPH oxidasas y de manera dependiente de la sefializacion de jasmonatos.

En la segunda parte de la tesis, estudiamos el rol del glucano ciclico 3-(1,2) de Xcc en el proceso
infectivo. Hallamos que este compuesto inhibe la produccion de ERO, disminuye la expresion de genes de
defensa y suprime la deposiciéon de calosa inducidas por flagelina. Asimismo, observamos que el efecto
del glucano ciclico $-(1,2) requiere de dos receptores quinasa con dominios ricos en lisina, LYK3 y LYK4,
y que se une especificamente a preparaciones de membranas de A. thaliana, lo cual sugiere que acttia a
través de la unién a un receptor de membrana.

En la tercera parte de la tesis, estudiamos el mecanismo a través del cual el xantano, un
exopolisacarido producido por Xcc, acttia como factor de virulencia. A través del uso mutantes de Xcc
afectadas en enzimas biosintéticas encargadas de modificar quimicamente el xantano, descubrimos que la
piruvilacién sobre la manosa externa de la unidad repetitiva de este polisacarido son esenciales para su

actividad de supresion de la respuesta inmune de A. thaliana.

Palabras clave: estomas, ABA, coronatina, NADPH oxidasas, especies reactivas de oxigeno, glucano

ciclico $-(1,2), flg22, inmunidad vegetal, xantano, Xanthomonas, Arabidopsis thaliana.



Mechanisms of Xanthomonas campestris. pv. campestris in the suppression of immune response in

Arabidopsis thaliana

Abstract

In this thesis, we studied some of the mechanisms by which Xanthomonas campestris pv. campestris
(Xcc) suppresses Arabidopsis thaliana immune response.

Microbes trigger stomatal closure through microbe-associated molecular patterns (MAMPs).
However, Xcc is able to colonize A. thaliana through stomatal pores by synthesizing a virulence factor (Xcc
VF), which is capable of inhibiting stomatal closure induced by MAMPs.

In the first part of this thesis we studied the mechanism of action of the Xcc VF and of coronatine,
a similar toxin produced by the phytopathogen Pseudomonas syringae pv. tomato. We found that both
compounds inhibit stomatal closure triggered by ABA and by MAMPs by preventing NADPH oxidase-
dependent reactive oxygen species (ROS) production and in a jasmonate signalling-dependent manner.

In the second part of this thesis, we studied the role of a cyclic (3-(1,2)-glucan produced by Xcc
during the infective process. We found that this compound prevents flagellin-induced ROS production,
inhibits induction of defense genes and suppresses callose deposition elicited by this MAMP. We also
demonstrated that the cyclic (3-(1,2)-glucan effect requires two lysin motif receptor kinases, LYK3 and
LYK4. Additionally, we observed that cyclic 3-(1,2)-glucan binds specifically to A. thaliazna membranes,
which suggests that this compound might exert its suppressive effect via membrane-bound receptors.

In the third part of this thesis, we studied the mechanism by which xanthan, an
exopolysaccharide produced by Xcc, acts as a virulence factor. By using mutants of Xcc affected in
enzymes that modify xanthan chemically during its biosynthetic process, we found that pyruvilation and
mannosylation of the polysaccharide are essential for its activity as a suppressor of A. thaliana immune

response.

Keywords: stomata, ABA, Xcc VF, coronatine, NADPH oxidases, ROS, cyclic 3-(1,2)-glucan, flg22, plant

immunity, xanthan structure, Xanthomonas, Arabidopsis thaliana.
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ABREVIATURAS MAS UTILIZADAS

Xcc: Xanthomonas campestris pv.campestris
EPS: exopolisacarido

MAMPs: microbe-associated molecular patterns
PTI: pathogen-triggered immunity

Flg22: peptido sintético de 22 aminoacidos que es parte de la proteina flagelina
ERO: especies reactivas de oxigeno

SA: Acido salicilico

MeJA: Acido metil jasménico

ABA: Acido abscisico

COI1: receptor de acido jasmonico y coronatina
COR. Coronatina

Xcc FV: factor de virulencia de Xcc

MS: sales Murashige & Skoog
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1. INTRODUCCION

1.1. Marco general

Los microbios patdgenos, asi como condiciones ambientales desfavorables, pueden resultar una
amenaza para el crecimiento normal de una planta. Otros microbios (no patdgenos), en cambio,
pueden ser beneficiosos y tutiles para proteger a la planta de otros atacantes, para promover su
crecimiento o bien para ayudarla a sobreponerse de condiciones ambientales peligrosas para su
ciclo de vida. Entre los microbios patdgenos que interactiian con las plantas, encontramos virus,
viroides, hongos y bacterias. Las bacterias son, por lejos, las mas abundantes colonizadoras de
las plantas (Lugtenberg, 2015). Debido a la enorme diversidad de microbios patogenos, y a la
bateria de instrumentos con los que cuentan para eludir la respuesta de defensa de las plantas,
resulta de enorme importancia conocer los mecanismos mediante los cuales los patdgenos
evaden dicha barrera de defensa para poder contar con mayor nimero de elementos a la hora de
establecer mecanismos de control de las enfermedades causadas por los patogenos. Esto cobra
enorme relevancia a la luz de las pérdidas totales de lo que es cultivado a nivel mundial.
Aproximadamente el 25% del total de lo cultivado en el mundo se pierde cada afio, mayormente
debido a enfermedades causadas por hongos y bacterias (Lugtenberg, 2015). Este no es un
numero despreciable si se tiene en cuenta que la poblaciéon mundial esta creciendo y se espera
que, en 2050, necesitemos el doble de alimentos que lo que hoy es producido. Esta tesis tiene por
proposito realizar un aporte en esta area, estudiando los mecanismos de interaccion entre una

bacteria fitopatdgena y uno de sus hospedadores, la especie modelo Arabidopsis thaliana.

1.2 El género Xanthomonas

El género Xanthomonas esta compuesto de un diverso grupo de especies bacterianas asociadas a
plantas, todas juntas en el universo de las ¥ proteobacterias (Parkinson et al., 2009). Las bacterias

de este género son bacilos aerobios obligados moéviles (con dimensiones en lo ancho de 0,2 - 0,6

um y de largo entre 0,8-2,9 um) (Figura 1A, B), Gram negativas, solitarios o filamentosos, sin
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estados latentes (Figura 1A,B), y rodeados por un polisacarido extracelular denominado xantano
(Swings, 1993). Como puede verse en la Figura 1C, la mayoria de las cepas forman en medio rico
pigmentos amarillos insolubles, conocidos como xanthomonadinas unidos a la membrana
celular. Asimismo, son productoras de una importante cantidad de enzimas degradativas, que
juegan un rol importante durante la infeccién como glucosidasas, galactosidasas, mananasas,

hidrolasas de almidon, ligninasas, quitinasas, celulasas y pectinasas (Swings, 1993).

Figura 1. Bacterias del género Xanthomonas. A, Microscopia electrénica de un bacilo de Xanthomonas oryzae
(http://sian.inia.gob.ve/). Microscopia electréonica de un bacilo de Xhantomonas campestris pv. vesicatoria
(http://sian.inia.gob.ve/). C. Placa de Xanthomonas campestris pv. campestris (http://archive.bio.ed.ac.uk).

Estas bacterias son los agentes causales de una enorme variedad de periddicas y persistentes
enfermedades de plantas, algunas de las cuales tienen gran importancia agrondémica y
econdmica, particularmente en regiones cuya subsistencia se basa en la agricultura y en aquellos
paises con escasos recursos de manejo de cultivos (Frederik Leyns, 1984; Heyward, 1993). Las
especies que integran el género Xanthomonas tienen por hospedadores a un gran nimero de
plantas tanto monocotiledoneas como dicotileddneas y son responsables de enfermedades que
incluyen sintomas de marchitez vascular, cancros, manchas en las hojas y en los frutos y

quemaduras foliares.

Cabe destacar que en nuestro pais, otra especie del género, Xanthomonas citri subsp. citri (X.
citri), causa la enfermedad conocida como cancrosis bacteriana de los citricos. Esta enfermedad
resulta de gran importancia econdmica por las pérdidas que supone la dispersion de la bacteria.
Se trata de una enfermedad endémica de Argentina y Brasil pero también estd presente en

Estados Unidos y Australia. Debido al caracter cuarentenario de la enfermedad, se imponen

12



barreras a la exportacion de estos cultivos, lo que como ya fue mencionado, provoca enorme
cantidad de pérdidas econémicas (Gottwald et al., 2002). Esta bacteria cobra relevancia ya que
nuestro pais es actualmente el octavo productor mundial de citricos y primer productor mundial
de limon. La produccion total de citricos de Argentina es de 2,5 millones de toneladas (Informe
Federcitrus afio 2015), en una superficie que abarca 150.000 hectdreas y, por el clima adecuado

para el desarrollo de la enfermedad, es prioritario su estudio fitopatoldgico en nuestro pais.

1.2.a. Xanthomonas campestris pv. campestris

Xcc es otra especie importante del género Xanthomonas debido a que es el patdgeno responsable
de la enfermedad de la podredumbre negra en miembros de la familia Brassicaceae (conocidas
como cruciferas) de importancia agrondmica en el mundo, como son el brécol (Brassica napus),
col china (Brassica pekinensis), coliflor (Brassica oleracea), colza (Brassica napus var. oleifera), nabo
(Brassica rapa), rdbano (Raphanus sativus), mostaza (Brassica nigra) y, especialmente, en repollo
(Brassica fruticulosa). Tal es su importancia que esta especie bacteriana se ubica en el 5° puesto en
la nomina de las diez especies fitopatdgenas con mayor impacto en la agricultura (Lugtenberg,
2015). Dentro de la familia Brassicaceae, encontramos también a A. thaliana, un modelo en el
estudio de plantas y hospedador de Xcc. Es una de las especies mas estudiadas hasta la
actualidad. Las condiciones optimas para su crecimiento son las altas temperaturas (25-35°C) y
alta humedad (80-100%), por lo que las 4reas de cultivo tropicales se ven seriamente afectadas,
especialmente en temporada de lluvias. Como puede observarse en la Figura 2, esta bacteria
provoca lesiones clordticas o necrédticas en forma de V al invadir la planta a través de hidatodos.
También pueden colonizar la planta a través poros estomaticos o heridas. Una vez dentro,
colonizan los tejidos vasculares, interrumpiendo el transporte de agua, causando asi una

necrosis foliar, marchitez y vuelco de las partes afectadas (Wang et al, 2015).
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Figura 2. Sintomas provocados por la infecciéon de Xcc en Brassica oleracea, Brassica fruticulosa y en A. thaliana. A,
podredumbre negra en hoja de coliflor; B, lesiones en los bordes de hoja de repollo; C, lesiones clordticas en hojas de A.
thaliana. The Center of Agriculture, food and the environment (http://ag.umass.edu/fact-sheets/brassicas-black-rot).

1.3 La inmunidad vegetal
1.3.a. MAMPs y su reconocimiento

Las plantas y los animales han evolucionado sofisticados sistemas de percepcion para
discriminar entre lo propio y lo ajeno y son capaces de activar respuestas de defensa complejas y
en multiples capas (Wang, 2015). Las plantas se protegen contra la mayoria de los microbios a
través de barreras fisicas, como las paredes celulares, las cuticulas y compuestos
antimicrobianos superficiales (Garcia-Brugger et al., 2006; Nurnberger et al., 2004; Zipfel, 2014).
Cuando potenciales patogenos entran en contacto con las plantas, las células vegetales
reconocen moléculas conservadas que disparan la respuesta de defensa basal. Estas moléculas se
conocen como patrones moleculares asociados a microbios (MAMPs del inglés microbe-associated
molecular patterns, antiguamente llamados PAMPs, del inglés pathogen-associated molecular
patterns, porque estan asociadas al reconocimiento de un patdgeno). Los MAMPs son moléculas
altamente conservadas y abundantes dentro de un espectro muy amplio de microbios y
repercuten en su fitness y supervivencia ya que mutaciones en los mismos pueden tener un costo
adaptativo para el patégeno (Wang, 2015). Dado que el hospedador vegetal no posee estos
MAMPs, las plantas reconocen a estas moléculas como algo ajeno, extrafio y por ello pueden
desencadenar una respuesta contra el potencial patdégeno. Ejemplos de MAMPs incluyen la
quitina de los hongos, los glucanos (3 lineales de oomicetes, la flagelina, el factor de elongacién
Tu (EF-Tu) y los peptidoglicanos de bacterias (PGN), entre otros. Ademas de los MAMDPs, existe
otra clase de moléculas enddgenas, derivadas de las plantas, antiguamente llamadas “inductores
endogenos” y hoy conocidas como DAMPs (del inglés damage-associated molecular patterns). Los
DAMPs son moléculas enddgenas que aparecen en el espacio intercelular en respuesta al dafio
causado, por ejemplo, por un patdgeno. Entre los ejemplos de estas moléculas, encontramos
fragmentos de pared celular o efectores derivados de proteinas vegetales citoplasmaticas.
Algunos DAMPs no derivan de estructuras dafiadas, sino que son sintetizados por la planta en

respuesta al ataque. Uno de ellos es el péptido enddgeno conocido como Pepl de A. thaliana,
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generado por clivaje de la region C-terminal la proteina precursora PROPEP1, cuyo gen
codificante se induce fuertemente en respuesta a la degradacion de la pared celular, dafio

mecanico y hormonas como 4cido jasmonico (JA) y etileno (ET) (Krol et al., 2010).

Los MAMPs son sensados por receptores (PRR del inglés pattern recognition receptors) en la
superficie de la célula vegetal. Algunos de estos PRRs, pertenecen a la familia de receptores
quinasas ricos en leucina mientras que otros pertenecen a la familia de receptores con dominios
ricos en lisina (Monaghan and Zipfel, 2012). Por su parte el DAMP Pepl es percibido por los
receptores PEPR1 y PEPR2, los cuales también pertenecen a la familia de receptores quinasas

ricos en leucina (Yamaguchi et al., 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Receptores de ligandos conocidos. FLS2 reconoce a la flagelina bacteriana o a un péptido artificial derivado
de la flagelina llamado flg22 en A. thaliana, tomate, arroz y Nicotiana benthamiana. El receptor especifico de la familia
Brassicaceae EFR, reconoce el factor de elongacion bacteriano (Ef-Tu) o a al péptido derivado de Ef-Tu, elf-18. El
receptor XA21 percibe el péptido ax21 derivado de la proteina de Xantohmonas orizae en arroz. LYM1 y LYM3 son
receptores con dominio LysM que perciben PGN mientras que CERK1 une débiimente PGN. A pesar de no haber sido
probado, se hipotetiza que estos receptores pueden formar complejos que perciben PGN. El MAMP fungico xilanasa es
percibido por los receptores Eix1 y Eix2 en tomate, mientras que Avel es percibido por el receptor Vel en tomate. Por su
parte, la quitina es percibida en arroz por el receptor CEBIP que interactia con CERK1, mientras que en A. thaliana
CERK1 actia como receptor de quitina. En legumbres, una proteina conocida como GBP (del inglés glucan binding
protein) reconoce al heptaglucano de Phytophtora. Aun no se conoce con cudles ofras proteinas interactia en ese
reconocimiento. Los receptores PEPR1 y PEPR2 reconocen los péptidos Pep que se sintetizan frente a danos mecdnicos o
cambios hormonales en la planta. Finalmente, los oligogaracturdnidos (OGs) son percibidos por el receptor WAKI
(Monaghan and Zipfel, 2012).

Los PRRs disparan respuestas de defensa que pueden prevenir la colonizaciéon de una planta
por un patdgeno. Tradicionalmente esta primera linea de defensa se denomina inmunidad
inducida por MAMPs (PTI, del inglés PAMP-triggered immunity) (Boller and Felix, 2009). Luego
del reconocimiento, la respuesta de defensa comienza con rapidos flujos de iones a través de la

membrana plasmatica, seguidos de una cascada de sefializaciéon que incluye la activaciéon de
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MAP quinasas (MAPK, del inglés mitogen-activated protein kinase) y de quinasas dependientes de
Ca?* (CDPKs), la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO), cambios rdpidos en la
expresion de genes, un refuerzo en la pared celular a través de la deposicion de calosa, un
glucano (-(1,3) lineal, y cambios en los patrones fotosintéticos (Gohre et al., 2012; Segonzac and

Zipfel, 2011).

Como menciondbamos, la deposicidon de calosa es una de las respuestas de las plantas frente al
ataque de patdgenos. La calosa esta compuesta por un polimero amorfo de alto peso molecular
que quimicamente se corresponde con un glucano (3-(1,3) lineal. Este polimero sirve como una
matriz para que se depositen compuestos antimicrobianos sintetizados para la defensa, y asi
puedan estar concentrados en los sitios de ataque del patégeno (Luna ef al., 2011). Si bien
tipicamente la deposicién de calosa ocurre cuando las plantas perciben los MAMPs (Gomez-
Gomez et al., 1999), también ha sido reportado que un conjunto de compuestos quimicos acttian
como inductores de la deposicién de calosa, tales como el acido salicilico (SA) y su andlogo
benzotidiazol (BTH) (Kohler et al., 2002) y también el aminodcido modificado acido p-
aminobutirico (BABA) (Ton and Mauch-Mani, 2004; Zimmerli et al., 2000).

Entre las respuestas de defensa iniciadas frente al reconocimiento de MAMPs, la producciéon de
ERO es una de las mas rapidas, comenzando a pocos minutos luego del reconocimiento de los
MAMPs. Se ha propuesto que la produccién de ERO podria actuar como reforzador de la pared
celular para bloquear la entrada del patdégeno, o bien como segundos mensajeros locales y
sistémicos para disparar respuestas adicionales, como la expresion de genes o el cierre
estomatico (Kadota et al., 2015). En el marco de la respuesta de defensa, la producciéon de ERO
depende predominantemente de la NADPH oxidasa D (RBOHD, del inglés respiratory burst
oxidase homologue D). La mutante rbohd de A. thaliana no produce ERO durante el tratamiento con
MAMPs y lo produce muy débilmente frente a la exposicidon con un patdgeno (Nuhse et al., 2007;
Torres et al., 2002). Si bien los mecanismos regulatorios finos de activacion de RBOHD para dar
lugar a la producciéon de ERO no estan del todo elucidados, hoy sabemos que el Ca? apoplastico
es necesario para la produccion de ERO mediado por MAMPs (Kadota et al., 2014; Segonzac et

al., 2011). Recientemente fue publicado que la quinasa BIK1 (del inglés Botrytis- induced kinase 1),
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interactiia directamente con RBOHD, fosforilandola, y dando como resultado su activacion
(Kadota et al., 2014; Li et al., 2014). Asimismo también ha sido reportado que las CDPKs son
importantes en la regulacion de RBOHD ya que tanto la CDPK4 y CDPK5 en tomate fosforilan
directamente la RBOHB de esa misma especie de modo dependiente de Ca* (Kobayashi et al.,
2007). Las RBOHs poseen motivos de uniéon a Ca?, a través sus extremos N-terminal,
denominados “EF-hands”, mediante los cuales este cation ejerce una importante regulaciéon de la

actividad de estas enzimas (Kadota et al., 2015; Kadota et al., 2014).
1.3.b. La flagelina y su percepcion a través de su receptor FLS2

La flagelina es la principal proteina constituyente del flagelo bacteriano y es reconocida por
animales y plantas (Wang, 2015; Zipfel and Felix, 2005). Esta proteina es un importante inductor
de la respuesta inmune. Del andlisis de fragmentos sintéticos de la proteina, resulté que la
minima porcion capaz de inducir la respuesta inmune en plantas era un fragmento N-terminal
de 22 aminoacidos que fue denominado flg22 (Zipfel and Felix, 2005). Estudios adicionales han
demostrado que un polimorfismo en un tnico aminoacido dentro de la flagelina en diferentes
aislamientos de Xcc las hace diferir en su habilidad para inducir la respuesta de defensa de la

planta (Sun et al., 2006).

Un receptor del tipo PRR muy bien estudiado es FLS2 (del inglés flagellin sensing 2), un receptor
de la familia de receptores ricos en leucina o LRR-RLK (del inglés leucine-rich repeat receptor like
kinase) que reconoce a la flagelina bacteriana y al péptido derivado flg22. Dicha proteina
receptora fue hallada a través de un screening de mutantes insensibles a flg22 (Chinchilla et al.,
2006; Gomez-Gomez and Boller, 2000). La flagelina se une a FLS2 y rdpidamente lo induce a
interactuar con otro LRR-RLK denominado BAK1 (del inglés BRI1-associated receptor kinase 1)
(Chinchilla et al., 2007, Heese et al., 2007). La interaccion entre FLS2 y BAK1 produce
fosforilaciones cruzadas (Schulze et al., 2010), la sintesis de ERO, la activacion de quinasas y
oscilaciones de Ca? (Boller and Felix, 2009; Boudsocq et al., 2010; Schwessinger et al., 2011). La
cascada de sefializaciéon continla con una reprogramacion transcripcional, inducciéon de la
expresion de factores de transcripcion (Navarro et al., 2004) y la promocion de la deposicion de

calosa para atenuar la entrada del patdégeno (Boller and Felix, 2009). Se ha descripto que el
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tratamiento con el péptido sintético flg22 también conduce a la acumulacion de SA como
molécula clave en la defensa (Mishina and Zeier, 2007; Tsuda et al., 2008a; Tsuda et al., 2008b), y
que a su vez, en una retroalimentacion positiva para amplificar la sefial de defensa, el SA
potencia la producciéon de ERO inducida por flg22 (Sato et al., 2010; Xu et al., 2014). Todas estas
respuestas llevan a un aumento de la defensa de las plantas y consecuentemente se ha
observado que las mutaciones que afectan la expresiéon de FLS2 hacen a las plantas mas

susceptibles al ataque de patdgenos (Zipfel et al., 2004).
1.3.c. Peptidoglicanos (PGN), factores NOD y sus receptores

El PGN, componente estructural de la pared celular de las bacterias Gram positivas y negativas,
es otro importante inductor de la respuesta inmune (Gust et al., 2007). El PGN, de naturaleza
glucosidica, esta formado por unidades repetitivas alternadas entre N-acetilglucosamina y N-
acetilmuramico. Se ha reportado que el PGN purificado induce la respuesta de defensa en

plantas (Clay et al., 2009; Erbs et al., 2008; Gust et al., 2007).

Por su parte, las bacterias del género Rhizobium secretan lipoquitinoligosacaridos conocidos
como factores de nodulacion (factores NOD), los cuales son necesarios para el establecimiento
de las relaciones simbidticas con sus hospedadores (Gough and Cullimore, 2011). Los factores
NOD consisten en un esqueleto de quitina acoplado a un aztcar no reductor y a un acido graso,
que puede variar en largo y saturacion (Oldroyd and Downie, 2008). El reconocimiento de los
factores NOD define la especificidad con el hospedador e inicia la formacion del nédulo que
dard lugar a la fijacion de nitrogeno, como comunién de la relacién simbidtica (Gough and
Cullimore, 2011). En Lotus corniculatus, se ha demostrado que los factores NOD inducen
respuestas transitorias de defensa (Nakagawa et al., 2011) mientras que en A. thaliana se ha
reportado que estos compuestos tienen la capacidad de suprimir respuestas de defensa

inducidas por flg22 (Liang et al., 2013).

Los receptores de PGN fueron recientemente identificados en A. thaliana y denominados LYM1
y LYM3 (Willmann et al., 2011). Estos receptores, a diferencia de FLS2, pertenecen al grupo de

receptores con dominios extracelulares ricos en lisina, denominados dominios LysM. A través
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de ensayos de inmunoprecipitacion se demostréd que las moléculas de PGN coprecipitan con
proteinas LYM1 y LYM3 con una marca de histidina (Willmann et al., 2011). Por otra parte
plantas mutantes de A. thaliana afectadas en la expresion de estos receptores son insensibles a

PGN, demostrando que tanto LYM1 como LYM3 son necesarios para su percepcion.

En L. corniculatus var. japonicus, la percepcion de los factores NOD de Rhizobium spp. es llevada a
cabo por las proteinas NFR1 y NFRS5, las cuales poseen un dominio intracelular con actividad
quinasa, un dominio transmembrana y dos o tres dominios extracelulares del tipo LysM,

respectivamente (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003).

1.4. Seializacion y didlogo hormonal en la defensa vegetal

La activacion de la respuesta inmune en la planta estd finamente regulada, asegurandose una
respuesta eficiente pero a la vez controlada contra patdgenos bacterianos, fingicos, virales y
herbivoros como los insectos ( Vos, 2013). El reconocimiento de patdgenos atacantes trae como
resultado la acumulacion de moléculas de sefalizacion muy importantes como las hormonas SA
y JA y sus derivados, las cuales juegan un rol preponderante en la activacién de respuestas de
defensa rio abajo de su acumulacion (Caarls et al., 2015). En términos generales, el SA activa la
resistencia de la planta frente a patdgenos bidtrofos, es decir aquellos que no matan al
hospedador sino que, una vez dentro de él, provocan sintomas sin causar muerte celular
extendida, mientras que el JA es la hormona critica para la activacion de la defensa contra
patdgenos necrétrofos, aquéllos que necrosan el tejido del hospedador, e insectos herbivoros
(Caarls et al., 2015). Los caminos de sefializacién de SA y JA son interdependientes y actiian en
complejas redes. Existen otras hormonas que participan en estas redes de sefializaciéon y que son
capaces de modular algunas respuestas desencadenadas por SA y JA. Un ejemplo de ello es el
acido abscisico (ABA) y el ET que pueden actuar de modo sinérgico junto al JA de manera de
antagonizar respuestas desencadenadas por SA. Asimismo, las auxinas, giberelinas y
citoquininas pueden reprimir respuestas de defensa en virtud de priorizar el crecimiento de la
planta y, al revés, tanto el SA como el JA pueden antagonizar esta respuesta de crecimiento para

reforzar la defensa contra patdgenos (Pieterse et al., 2012).

19



En la sefializaciéon de SA es clave la actividad de un factor de transcripciéon maestro y co-
regulador de la expresion de genes asociados a SA, conocido como NPR1 (Fu and Dong, 2013).
El SA induce una respuesta de fluctuacion bifasica en el estado redox de la célula que puede ser
sensado por NPR1, que pasa de su estado oligomérico a su estado monomeérico por la reduccién
de sus puentes disulfuro. Estos monémeros de NPR1 viajan al ntcleo. La regulacion de los
niveles de NPR1 en el nticleo también depende de SA. NPR3 y NPR4, los homologos de NPR1,
fueron descriptos como los receptores de SA (Fu et al., 2012; Wu et al., 2012). Estos receptores
actian como proteinas adaptadoras que median en la degradacion de NPR1. La diferencia entre
NPR3 y NPR4 es la afinidad con la que se unen a SA y a NPR1. Cuando los niveles de SA son
bajos, NPR4 se une a NPR1 y lo conduce a la degradacién, bloqueando la activacion de genes de
respuesta a SA. Si los niveles de SA son altos, la union entre NPR1 y NPR3 se facilita, lo que
también lleva a la degradacion de NPR1, y activa la muerte celular programada en la zona
atacada por el patdgeno, ya que se sospecha que NPR1 es un regulador negativo de esa
respuesta (Fu et al., 2012). Cuando los niveles de SA son intermedios, no se produce la
interaccion de NPR1 con NPR3, y NPR1 puede acumularse y activar la defensa dependiente de
SA. Esta molécula puede interactuar asi con factores de transcripcion de la familia TGA,
induciendo de esta manera genes de respuesta dependientes de SA como PRI (del inglés
pathogenesis-related 1) asi como también factores de transcripcién de la familia WRKY, que
amplifican rio abajo la senal (Caarls et al., 2015; Wang et al., 2006). Esta familia de proteinas,
conocidas como proteinas WRKY estan caracterizadas por su union a secuencias consenso de
ADN (W-box TGAC) presentes en los promotores de muchos genes relacionados con la defensa
(Du and Chen, 2000; Kalde et al., 2003; Mao et al., 2011; Wu et al., 2005). Adicionalmente, la
activacion, sefalizacion y expresion de MAPK es uno de los eventos mds tempranos

involucrados en la inmunidad vegetal (Asai et al., 2002).

Con respecto a la sefializacion de JA, podemos decir que los grandes reguladores maestros de
esta ruta son la proteina COI1 (del inglés coronatine insensitive 1) del tipo F-box, receptor de JA, y
los represores JAZ, siendo COI1 la proteina que guia a las proteinas JAZ al proteasoma para su
posterior degradacion. En ausencia de JA, los represores JAZ reprimen varios factores de

transcripcion, entre los cuales encontramos a MYC2, EIN3, EIL1 (Song et al., 2014). En presencia
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de JA, COIl se une al conjugado JA-Ile, la forma bioactiva de esta hormona, lo que da por
resultado el envio de las proteinas JAZ a degradacion. Ya sin las proteinas JAZ, se activan una
serie de genes en respuesta a JA. Desde hace afos, se ha podido distinguir dos ramas dentro de
la via de senalizacion de JA: la rama MYC, que es co-regulada por ABA y JA, en la cual MYC2 es
el regulador maestro y que permite la activacion rio abajo de los genes VSP2 y LOX2, y la rama
ERF que tiene a ERF1 y a ORA59 como dos de sus reguladores maestros y que esta co-regulada
por JA y ET, activando el marcador rio abajo PDF1.2 (del inglés plant-defensin 1.2) (Pieterse et al.,
2012; Wasternack and Hause, 2013; Zhu et al., 2011) (Figura 4). La rama MYC2 estd mayormente
asociada a la respuesta contra insectos y dafio mecanico mientras que la rama ERF esta mas

involucrada en la defensa contra hongos.

Recientemente se ha reportado que la supresion de la sefializacion de JA por accién de SA esta
predominantemente regulada a nivel de la transcripcién (Van der Does et al., 2013). El didlogo
entre SA y JA mostro6 ser independiente de la biosintesis de JA, produciéndose la supresion de
SA sobre el gen de respuesta a JA PDF1.2 independientemente de COI1 (Leon-Reyes et al., 2010).
Asimismo, pudo verse que la proteina ORA59, factor de transcripcion de la rama ERF

involucrada en la respuesta contra hongos necrotrofos, es enviada a degradaciéon por SA (Van

der Does et al., 2013).
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Figura 4. Modelo simplificado de la maquinaria molecular involucrada en la regulaciéon franscripcional de la
sefalizacion de hormonas vegetales (A), SA (B) JA, (C) el antagonismo entre SA'y JA (Caarls et al., 2015).

1.5. Estrategias de evasion de las respuestas de defensa vegetal por parte de los
patogenos

Frente a la barrera de defensa impuesta por las plantas, los patégenos han evolucionado en una
serie de “armas” para evadir el reconocimiento, bloquear o suprimir, en algtn grado, la PTI en
sus respectivos hospedadores. Dentro de enorme universo de estrategias, muchos patdgenos
producen toxinas de naturaleza no proteica y proteica que ayudan a eludir la respuesta de

defensa montada por las plantas, como las que desarrollaremos mas adelante.

1.5.a Efectores proteicos y fitocromos con roles durante el proceso infectivo

Muchos patdgenos bacterianos suprimen la PTI a través de las proteinas efectoras inyectadas a
través de sistema de secrecion de tipo III en la célula vegetal, las cuales actian sobre blancos
especificos y cuyo efecto es impedir o atenuar la respuesta defensiva de la planta (Macho and
Zipfel, 2015). Algunos ejemplos de efectores son HopUl, efector de Pseudomonas syringae
pv.tomato DC 3000 (Pst DC 3000) (Jeong et al., 2011; Nicaise et al., 2013), AvrPtoB, presente en
algunos patovares de P. syringae (Gimenez-Ibanez et al., 2009b; Gohre et al., 2008), o bien el
efector XopAC de Xcc (Feng et al., 2012), entre otros muchos descriptos. Una estrategia muy
interesante utilizada por algunas especies del género Pseudomonas, como Pseudomonas aeruginosa
y Pst DC 3000, es secretar una proteasa alcalina denominada AprA, la cual es capaz de degradar
mondmeros de flagelina, aunque no la flagelina polimérica que forma parte del flagelo, evitando
asi la interaccion de la proteina con el receptor FLS2 en el caso de los vegetales y con el receptor
TLRS5 en el caso de los animales. Esto da por resultado que, tanto en animales como plantas, las
respuestas de defensa se vean ostensiblemente inhibidas, como ocurre con la activacién de la
interleuquina 8 (IL-8), el interferén gamma (IFN-¥) en células animales o la disminucién en la
expresion de genes de defensa como PRI o FRK1 en A. thaliana (Bardoel et al., 2011; Pel et al.,
2014).

En aras de colonizar con mayor éxito a sus hospedadores, las bacterias han desarrollado
mecanismos complejos, algunos de los que muy poco se sabe ain. Como sabemos, la luz lleva

energia vital para nuestro planeta pero también provee informacion espacio-temporal cifrada en
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periodos de luz-oscuridad y en la calidad y cantidad de luz sensada por los organismos en todos
los reinos. Los fotorreceptores bioldgicos, también llamados fitocromos, detectan la luz sensando
la longitud de onda y la intensidad, transduciendo esa informacion en distintas rutas de
sefializacion celular. Durante mucho tiempo, no hubo evidencia de la existencia de
fotorreceptores en organismos procariotas no fotosintéticos. Sin embargo, durante la ultima
década, muchos estudios mostraron que estas proteinas juegan un rol importante en la fisiologia
de las bacterias asi como en su patogenicidad. Particularmente fue reportado que el proceso
infectivo es regulado por un fororreceptor de luz azul, LOV-HK, del patégeno de mamiferos
Brucella abortus, en el endosimbionte de plantas Rhizobium leguminosarum, y en la bacteria
fitopatogena X. citri (Bonomi et al.,, 2012; Kraiselburd et al., 2012; Swartz et al., 2007). Los
fitocromos son fotosensores que pueden transducir la luz por una reconversion reversible entre
una forma que absorbe la porcidon del espectro correspondiente al rojo (Pr) y una forma que
absorbe la fraccion del espectro correspondiente al rojo lejano (Pfr). Este proceso es iniciado por
la fotoisomerizacion de un cromoéforo covalentemente unido, un tetrapirrol de cadena abierta
(Rockwell et al., 2006). Si bien los fitocromos fueron descriptos originalmente en plantas, han
sido encontrados también en otros organismos como cianobacterias, bacterias y hongos
(Rockwell et al., 2006). Atn con esta evidencia, los roles biologicos de la mayoria de los
fitocromos bacterianos (BphP) se desconocen y sélo muy pocos BphPs han sido relacionados con
respuestas bioldgicas que permitan a las bacterias mejorar su estrategia de colonizacion (Davis et

al., 1999; Wu et al., 2013).

Al tiempo que los patdgenos desarrollan efectores para batallar con las defensas de la planta,
éstas accionan con unas proteinas, llamadas R, que directa o indirectamente reconocen los
efectores de tipo III. El reconocimiento de los efectores tipo III por las proteinas R de las plantas
se conoce como inmunidad inducida por efectores (ETI, del inglés effector-triggered immunity). La
ETI se caracteriza por un rapido aumento de ERO y por la muerte celular en la zona atacada por
el patogeno, también conocida como respuesta hipersensible (HR, del inglés hypersensitive
response) (Bittel and Robatzek, 2007; Jones and Dangl, 2006). Todo lo mencionado anteriormente
puede sintetizarse en el modelo evolutivo conocido como modelo zigzag, que se resume en la

Figura 5.
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Figura 5. Esquema del modelo zigzag durante la defensa de la planta frente al ataque de patégenos. En la primera fase,
los MAMPs (PAMPs, diamantes rojos) son reconocidos por sus PRRs para desencadenar la PTl. En la segunda fase, los
patdgenos mds exitosos envian proteinas efectoras para interferir con la PTl, dando lugar a la ETS (del inglés effector
triggered susceptibility). En la tercera fase, alguno de esos efectores (marcado en rojo) serd reconocido por una
proteina de la planta, que desencadenard la ETl, que amplificard la la respuesta iniciada por la PTl, dando incluso lugar
a larespuesta de hipersensibilidad (HR)(Jones and Dangl, 2006).

Hasta aqui, hemos dado algunos ejemplos de moléculas proteicas efectoras que colaboran con la
bacteria para suprimir la respuesta de la planta, en su estrategia de colonizacién. Sin embargo,
existen otros compuestos producidos por las bacterias de naturaleza no proteica, como el
glucano B-1,2 ciclico y el xantano y que también poseen importantes roles como factores de

virulencia durante el proceso infectivo.

1.5.b. Polisacaridos producidos por Xcc

1.5.b.i. El glucano B-1,2 ciclico

Xcc sintetiza un glucano ciclico neutro que estd formado por 16 residuos de glucosa, 15 unidos
por enlaces del tipo (3-1,2 y el restante unido por un enlace a-1,6 (Figura 6). Los glucanos ciclicos
pueden estar asociados al espacio periplasmético de la bacteria o bien ser liberados al medio

extracelular.
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Figura 6. Estructura de glucano B-1,2 ciclico.(Bohin, 2000)

En Xcc y en X. citri se han identificado dos genes implicados en su sintesis: hrpM (del inglés
hypersentive response pathogenicity) y ndvB (del inglés nodule development B) (Malamud et al., 2012;
Rigano et al., 2007a). La disrupcién del gen hrpM ocasiona en la bacteria una pérdida de
movilidad, una pérdida de virulencia en la infeccion y menor capacidad de organizarse en
comunidades, conocidas como biofilms en X. citri. La organizacion de las bacterias en biofilms les

permite protegerse de condiciones adversas (Malamud et al., 2012).

Los glucanos ciclicos son producidos por un numero de bacterias, entre las que contamos
Xanthomonas spp., Ralstonia solanacearum, Agrobacterium tumefaciens, Bradyrhizobium japonicum,
Rhizobium meliloti y B. abortus (Bohin, 2000). Se ha demostrado la importancia de los glucanos
ciclicos en un niimero de interacciones simbioticas como aquellas establecidas con B. japonicum y
Sinorhizobium meliloti. También en interacciones planta-patoégeno se ha visto la importancia de
los glucanos ciclicos, como aquella descripta en A. tumefaciens (Inon de Iannino et al., 1998) y P.
syringae (Loubens et al., 1993). En Xcc, estudios de la funciéon de los glucanos ciclicos
demostraron su rol en la enfermedad, actuando como supresores de la respuesta inmune
activada por la planta. Se ha demostrado que el glucano B-1,2 ciclico induce, local y
sistémicamente, la susceptibilidad a Xcc en plantas de A. thaliana y N. Benthamiana, suprimiendo
la deposicién de calosa y retrasando la expresion de un gen relacionado con la defensa, PR1
(Rigano et al., 2007a). En P. syringae se ha visto que la falta de glucanos ciclicos también reduce la

capacidad de formar biofilm (Penaloza-Vazquez et al., 2010) y que esta cepa posee un muy
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reducido potencial de infeccion en X. campestris pv. vesicatoria (Minsavage et al., 2004). Reportes
previos han demostrando que los glucanos ciclicos son requeridos para la efectiva formacién del
nodulo de la bacteria fijadora de nitrégeno R. meliloti, y para la induccién del tumor producido
por A. tumefaciens (Wang et al, 2015). En ensayos competitivos de uniéon a membranas de soja
(Glycine max) pudo demostrarse que los glucanos ciclicos de B. japonicum son capaces de
desplazar un hepta 3 glucdsido (HG-APEA) que se une de modo especifico, saturable y
reversible a un potencial receptor de glucano en soja, sugiriendo que es posible que los glucanos
ciclicos de B. japonicum sean percibidos por un receptor en esta planta. Se ha mostrado también
la capacidad de los glucanos ciclicos de B. japonicum en la supresion de la sintesis de fitoalexinas

en cotiledones de soja (Bhagwat et al., 1999).

Como fue mencionado en la Seccion 1.3.c, los receptores de los factores NOD, NFR1 y NFR5, en
leguminosas poseen dominios extracelulares del tipo LysM. Es interesante que estas proteinas
estan muy relacionadas evolutivamente con otro receptor de A. thaliana con dominios LysM que
percibe la quitina, CERK1 (del inglés chitin elicitor receptor kinase 1) (Miya et al., 2007; Nakagawa
et al., 2011), indicando que estas proteinas con dominios LysM son capaces de percibir moléculas
que poseen efectos diferentes: inductores de la defensa, como la quitina y factores NOD, con
roles en la simbiosis. En estudios recientes en A. thaliana, fue reportado que receptores
quiméricos formados por el dominio extracelular de los receptores NFR1 y NFR5 de Lotus
japonicus y el dominio intracelular de CERK1 de A. thaliana, son capaces de percibir los factores
NOD y que éstos inducen, a través de esta quimera, ERO y genes relacionados con la defensa
como MPK3, WRKY33 Y 53 (Wang et al., 2014). En estudios comparativos entre las respuestas de
defensa y las simbioticas, fue visto que al incubar plantulas de Lotus japonicus con su simbionte,
Mesorhizobium loti, o con flagelina, se disparaban las respuestas de defensa (acumulacion de la
hormona etileno, activacion de MAPKSs, expresion de genes de defensa). Sin embargo, cuando
las plantulas de esta leguminosa se incubaban con la flagelina purificada a partir de una
preparacion de Mesorhizobium loti, la respuesta de defensa no se inducia, lo cual sugiere que la
flagelina de M. loti no actia como un inductor de la respuesta inmune, pese a que el extracto
completo de dicha bacteria si posee inductores que son percibidos por la leguminosa. Esto

permite conjeturar que las leguminosas son capaces de reconocer compuestos inductores de la
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defensa, logrando activarla tempranamente pero, es probable, que durante la evolucion, estas
plantas que reconocen los factores NOD hayan adquirido la capacidad de suprimir esta
induccion de la defensa para dar lugar al establecimiento de la simbiosis (Lopez-Gomez et al.,

2012; Nakagawa et al., 2011).

En A. thaliana, se han identificado cinco receptores con dominios LysM ricos en lisina (Tanaka et
al., 2013), entre los que se cuenta al receptor de la quitina, CERK1 (Miya et al., 2007; Wan et al.,
2008). Estos receptores con actividad quinasa con dominios ricos en lisina (LYK, del inglés LysM
receptor kinases) estdin muy emparentados con los receptores de factores NOD en legumbres.
También fue reportado que A. thaliana es capaz de percibir los factores NOD suprimiendo asi la
respuesta inmune de la planta inducida por flg22. Particularmente fue demostrado que las
plantas mutantes en un receptor con dominio LysM, LYK3, son insensibles a la supresion por
parte de los factores NOD de la produccion de ERO inducida por flg22, mostrando que LYK3
podria estar involucrado en la percepcion o sefalizacién de los factores NOD en A. thaliana
(Liang et al., 2013). Recientemente, fue reportado en L. japonicus la existencia de un receptor con
dominios LysM capaz de unirse a un exopolisacarido de M.loti, denominado EPR3 (del inglés
exopolysaccharide receptor 3) y, de cuya union depende el ingreso de esta bacteria a la planta y la

virulencia de la infecciéon (Kawaharada et al., 2015).

1.5.b.ii. El Xantano

El xantano de Xcc es un exopolisacarido (EPS), liberado por la bacteria al medio extracelular.
Como ha sido estudiado, las bacterias viven en comunidades organizadas, llamdas biofilms. La
formaciéon de estructuras de biofilm requiere de la produccién de xantano ya que mutantes
defectivas en dicho polisacarido no logran formar estas estructuras (Rigano et al., 2007b; Torres
et al., 2007). Asimismo, se ha reportado la importancia del xantano en la proteccién de las
comunidades bacterianas organizadas en biofilms frente a distintos tipos de estrés como cambios
bruscos de temperatura, cambios de pH, radiacion UV, cambios osmoticos fuertes y desecacion
(Flemming, 1993). La mutante de Xcc incapaz de sintetizar xantano (Xcc gumB) presenta un

aspecto muy seco, a diferencia de lo observado en la cepa silvestre, ya que este EPS cumple un
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rol muy importante en la retencion de moléculas de agua (Becker et al., 1998). Se ha demostrado
también que el xantano es un importante factor de virulencia durante el proceso infectivo
ademas de tener usos muy extendidos en la industria como emulsionante y espesante (Aslam et

al., 2008; Becker et al., 1998; Enrique et al., 2011; Kakkar et al., 2015; Yun et al., 2006).

En términos estructurales, el xantano consiste en un polisacarido compuesto por unidades
repetitivas de cinco azticares: dos glucosas, dos manosas y un &cido glucurénico. Una vez
polimerizadas las unidades repetitivas para dar el producto final, el xantano, su estructura
consiste en una celulosa modificada, es decir: una cadena lineal de celulosa en uniones (3-1-4,
con cadenas laterales trisacaridicas compuestas por una manosa unida 3-1,4 a un &cido
glucuronico que a su vez estd unido a otra manosa por enlaces (3-1,2. Este trisacarido se une al
disacarido de la cadena lineal por uniones a-1,3. La cadena lateral trisacaridica se une a la

segunda glucosa de la cadena lineal (Jansson et al., 1975) (Figura 7A).

Cerca de la mitad de las manosas externas del polisacdrido poseen un residuo cetal piruvato en
los carbonos 4 y 6 y la mayoria de las manosas internas del mismo se encuentran acetiladas en la
posicion 6 (Jansson et al., 1975; Melton et al., 1976; Ramey et al., 2004). La composicion molecular
del xantano, particularmente respecto de los grupos no glucosidicos sustituyentes, afecta la
transicion orden-desorden de este polisacarido y, por ende, su estructura y su accesibilidad a
enzimas degradativas (Kool et al., 2013). Los grupos acetilo contribuyen a una conformacién mas
ordenada ya que estos grupos pueden interactuar con el esqueleto de celulosa a través de
uniones intermoleculares como puentes de hidrégeno. Sin embargo, los cetal piruvatos
contribuyen a una conformacion mas desordenada debido a una desestabilizacion por la

repulsion de cargas negativas entre cadenas laterales, lo que cambia el plegado de la molécula.

La sintesis del xantano en las especies de Xanthomonas estd cifrada por un operon conocido como
cluster gum, compuesto de 12 genes: gumB,C,D,E,F,G,HL] KL y M, los cuales se expresan
primariamente bajo el control de un tnico promotor que se ubica rio arriba del gen gumB
(Vojnov et al., 2001). Los genes gumD, M, H, K e I cifran diferentes enzimas con actividad
glicosiltransferasas que ensamblan las unidades repetitivas pentasacaridicas a partir de las

unidades de glucosa. La sintesis de este polisdcarido comienza cuando la proteina gumD
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transfiere un residuo de glucosa-fosfato a un transportador lipidico ubicado en la cara interna de
la membrana plasmatica. En los cuatro pasos siguientes gumM, gumH, gumK y guml agregan
secuencialmente un residuo de glucosa, dos de manosa y un residuo de acido glucuronico para
formar la estructura del xantano (Vorholter et al., 2008). La manosa externa puede ser piruvilada
por gumL, mientras que tanto la manosa interna como la externa pueden ser acetiladas por
gumF y gumG, respectivamente (Barreras et al., 2008; Salinas et al., 2011; Vorholter et al., 2008).

La sucesion de pasos en la sintesis de xantano se ilustra en la Figura 7B.
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Figura 7. Estructura del xantano y su biosintesis en Xcc. A, Representacién de la estructura de xantano (Kool et al., 2013).
B, Las proteinas codificadas por los genes gum estdn resaltadas en verde. En la primera reacciéon, gumD transfiere
residuo de glucosa-fosfato a un transportador lipidico ubicado en la cara interna de la membrana plasmdatica. En los
cuatro pasos siguientes, gumM, gumH, gumK y guml agregan secuenciaimente un residuo de glucosa, dos de manosa y
un residuo de dcido glucurénico para formar la estructura del xantano. La manosa externa puede ser piruvilada por
gumlL, mienfras que tanto la manosa inferna como la externa pueden ser acetiladas por gumF y gumG
respectivamente. Finalizado esto, las unidades repetitivas son exportadas por gumJ al periplasma y alli gumE polimeriza
dichas unidades, formando un xantano inmaduro que luego, a fravés de gumC, comienza a ser exportado. Cuando el
dominio periplasmdtico de gumC alcanza a gumB, anclada en la membrana externa, estas proteinas comienzan a
formar un poro que permite la exportacién del xantano fuera de la célula (Vorholter et al., 2008).

En varios trabajos se ha reportado el rol del xantano como factor de virulencia de Xcc,
incrementando el potencial infectivo de esta bacteria durante la colonizacién endofitica de la
planta hospedadora. En A. thaliana se ha demostrado que el xantano es capaz de suprimir la
respuesta inmune de defensa inducida por MAMPs. Esta supresion parece obedecer a la
naturaleza polianidénica que posee el xantano, mostrando que este polisdcarido une cationes

Ca*, disminuye la cantidad ERO y la expresion de genes de defensa, PR1 y PF1.2 (Aslam et al,,
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2008). En este sentido, bacterias defectivas en la produccién de xantano, ya sea por la sintesis o
por su regulacién, son menos infectivas en plantas de N. benthamiana y no son capaces de
suprimir la deposicion de calosa (Torres et al., 2007; Yun et al., 2006). Recientemente, se ha
reportado que el xantano interfiere con la respuesta de defensa vegetal inducida por una
molécula difusible de naturaleza lipidica, DSF (4cido cis-11-metil-2-dodecanoico, del inglés
diffusible signal factor) que regula la expresion de factores de virulencia bacterianos y la
comunicacion célula-célula. Este efecto pudo ser visto en plantas de A. thaliana, N. benthamiana y

arroz (Oryza sativa) (Kakkar et al., 2015).

1.6. Los estomas como parte de la respuesta inmunitaria de la planta

Las plantas han desarrollado durante su evoluciéon elaborados mecanismos para percibir e
integrar sefiales provenientes de diferentes condiciones ambientales. En la superficie de la hoja,
los estomas median el intercambio gaseoso necesario para la fotosintesis, controlan la pérdida de
agua por transpiracion asi como también son capaces de responder a diferentes tipos de estrés,
tanto bidticos como abidticos. Es asi como el cierre de estomas puede ser inducido por sequia,
estrés salino y también por MAMPs, ya que los patdgenos pueden utilizar estos poros como via
de colonizacién endofitica. Debido a la cantidad de estimulos percibidos por los estomas de la
superficie foliar, es natural que los poros estomaticos cobren especial relevancia como barrera de

defensa instantdnea para prevenir mayores dafios en las plantas (Zhu and Chen, 2012).

Los estomas son los poros mas abundantes de la superficie foliar y resulta razonable que
muchos patdgenos que pueden ingresar por estomas arbitren diferentes mecanismos para
mejorar su eficiencia de penetracion a través de los mismos. Este es el caso de las bacterias
patdgenas Pst DC 3000 y Xcc (Gudesblat et al., 2009; Melotto et al., 2006), las cuales ingresan por
estomas y secretan al medio extracelular toxinas que interfieren con el cierre estomatico
inducido por MAMPs. Sin embargo, esta no es una estrategia privativa de bacterias sino que se
ha reportado que el patogeno fangico Sclerotinia sclerotiorum produce acido oxalico como factor
de virulencia, toxina que le permite inhibir el cierre estomatico, incrementando su tasa de
ingreso a través de estomas (Guimaraes and Stotz, 2004). Por su parte, el hongo Fusicoccum

amygdale, secreta una fitotoxina conocida como fusicocsina que inhibe de modo irreversible el
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cierre estomatico, mediante la activaciéon de una H*-ATPasa de membrana (Ballio A, 1964;
Baunsgaard et al., 1998). Todo esto indica que son multiples los mecanismos por los cuales los
patégenos son capaces de eludir la respuesta estomadtica de defensa, complejizando la

interaccion planta-patogeno.

Las células de la guarda son células epidérmicas especializadas, localizadas de a pares en los

organos aéreos de las plantas que delimitan el poro estomatico (Figura 8).

Figura 8. Células de la guarda. A, El estoma de Vicia faba en dos estados: abierto y cerrado por induccién con ABA
(Gao et al., 2005). B, Epidermis de A. thaliana en la cual se pueden ver los estomas tehidos por la sonda fluorescente
(H2DCFDA), luego de ser fratados con ABA (Microscopio de Fluorecencia, este frabajo de fesis). Escala = 20um. C,
Epidermis de A. thaliana en la cual se pueden ver los estomas (Microscopia de campo claro, este frabajo de tesis).

La regulacion activa de la apertura de los estomas los convierte importantisimos reguladores del
ambiente atmosférico global ya que cada afno pasan a través de ellos el doble del contenido de
vapor de agua de la atmosfera, y un sexto de su contenido de CO: (Hetherington and
Woodward, 2003). La diferenciacion, durante el desarrollo, de células epidérmicas en células de
la guarda maduras, estd regulada por sefiales medioambientales (Gray et al., 2000; Hetherington
and Woodward, 2003; Masle et al., 2005). El cierre y apertura del poro estomatico, causado por la
pérdida o ganancia de turgor de las células de la guarda, esta regulado por la presién osmotica
de las células de la guarda debido a los cambios dindmicos en las concentraciones intracelulares
de iones organicos e inorganicos (malato* y K*) y aztcares. Estos eventos requieren del didlogo
concertado entre los sensores de cada estimulo y los efectores como lo son los canales ionicos,
transportadores vacuolares y de membrana y asi como de cambios en los metabolitos

(Roelfsema and Hedrich, 2005; Wasilewska et al., 2008). Asimismo, los canales idnicos estan
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regulados por una compleja red de sefalizacion que incluye la producciéon de ERO, 6xido nitrico
(NO), fosfolipidos, fluctuaciones de calcio, alcalinizacion del citosol, entre otros componentes de

sefializacion.
1.6.a. Sefializacion durante la apertura y cierre estomatico

1.6.a.i. Cierre estomatico inducido por ABA
El ABA es un terpenoide sintetizado a partir de precursores carotenoides y su induccién ocurre
en condiciones de sequia, salinidad y frio, lo que desencadena, entre otras muchas respuestas, el

cierre estomatico (Pei et al., 2000).

Para el cierre estomatico mediado por ABA, se ha podido determinar una cascada de
senalizacion en la planta modelo A. thaliana. El ABA es percibido por receptores
PYR/PYL/RCAR (del inglés pyrabactin resistance/PYR1-like/regqulatory component of ABA receptor)
localizados en el citosol (Ma et al., 2009; Park et al., 2009), lo que permite el cierre estomatico a
través de mensajeros como ERO, Ca?*" citosdlico y aumento de pH intracelular (Murata et al.,
2001; Pei et al., 2000). En ausencia de ABA, dichos receptores de ABA interacttian con las
fosfatasas del tipo PP2C, ABI1 y ABI2, inhibiendo asi su accién (Ma et al., 2009; Park et al., 2009).
Estas fosfatasas actian como inhibidores de la proteina quinasa OST1/ SnRK2.6 (del inglés open
stomata 1/SNF1 related kinase 2.6) en estomas y de otras quinasas de esta familia SNFI en otros
tejidos (Kwak et al., 2003; Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2015), las cuales fosforilan multiples
blancos involucrados en la respuesta al ABA. Cuando el ABA es percibido, tanto ABI1 como
ABI2 dejan de inhibir a OST1/SnRK2.6. El Ca* citosolico aumenta debido al influjo de estos
iones provenientes de fuera de las células de la guarda y a partir de su liberaciéon desde
reservorios en el reticulo endoplasmatico hacia el citosol. El ingreso de Ca? es mediado por
canales de Ca* e inducido por ERO (Pei et al., 2000; Zhang et al., 2001). El aumento de Ca?
provoca una activacion de los canales de salida de cationes K*ubicados en la vacuola, una salida
de iones organicos a través de canales S anionicos de la célula e inhibe la actividad de los canales
de ingreso de K* (Sirichandra et al., 2009b). La percepcion del ABA entonces promueve la
activacion de esta proteina quinasa OST1/ SnRK2.6 que fosforila y activa al canal aniénico

SLACI1 (Lee et al., 2009; Raghavendra et al., 2010; Vahisalu et al., 2010), un evento que contribuye
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a la despolarizacién de la membrana y consecuente salida de solutos de las células de la guarda.
La mutante de la quinasa OST1, no puede sintetizar ERO en respuesta a ABA, por lo que no
puede cerrar los estomas en respuesta a esta hormona (Mustilli et al., 2002). Asimismo, OST1
activa la produccion de ERO a través de las NADPH oxidasas, RBOHD y RBOHF (Kwak et al.,
2003; Mustilli ef al., 2002). La mutacion puntual de ganancia de funcion abil-1 evita que esta
proteina interacttie con los receptores de ABA. Esto ocasiona que ABI1 se encuentre activada
aun en presencia de ABA, lo que vuelve insensible a la mutante al cierre estomatico mediado
por ABA (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). El cierre estomatico mediado por ABA se ve
disminuido en la mutante NADPH oxidasa F, rbohf y parcialmente afectado en la doble mutante
rbohd/rbohf (Kwak et al., 2003; Macho et al., 2012) ya que existen otras vias de senalizacién
actuando de modo redundante. La produccion de ERO también promueve la sintesis de NO,
que a su vez estimula la salida de Ca? de reservorios intracelulares (Bright et al., 2006; Desikan et

al., 2002; Garcia-Mata et al., 2003; Neill et al., 2002; Sokolovski et al., 2005).

1.6.a.ii. Cierre estomatico inducido por MAMPs y hormonas de defensa

El cierre estomatico inducido por patégenos depende de la percepcion de MAMPs por los PRRs.
En particular, la flagelina y el péptido derivado de ella flg22 son percibidos por el complejo
receptor FLS2-BAK1, el cual fosforila a la quinasa BIK1, que a su vez activa, mediante
fosforilacion, a la NADPH oxidasa RBOHD (Kadota et al., 2014; Li et al., 2014). Esto conduce a la
produccion de ERO en células de la guarda, lo que activa los canales de Ca?* en la membrana
plasmatica. La mutante rbohd es totalmente insensible a flagelina o a bacterias para el cierre de
estomas (Kadota et al., 2014; Li ef al., 2014), mientras que bik1, se ha visto que estd impedida de
producir ERO luego de la induccion con flg22, pero que de manera inesperada posee un
fenotipo de resistencia a la infeccién con P. syringae, si bien es mas susceptible a la infeccion con
el hongo Botrytis cinerea (Lin et al., 2014; Veronese et al., 2006). Se ha reportado que, entre los
componentes de sefalizacion involucrados en el cierre de estomas inducido por flagelina y
bacterias pero no por ABA, se encuentran las quinasas MPK3 y MPK6 (Gudesblat et al., 2009;

Montillet et al., 2013). Ademas de su rol en la sefializacion de los estomas, tanto MPK3 como
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MPK6 han sido reportadas como proteinas necesarias para la sintesis de camalexina, la
fitoalexina mas abundante en A. thaliana y que es sintetizada como un compuesto
antimicrobiano que frena el ataque de patdgenos fungicos, como Botrytis cinerea (Ren et al.,
2008). Estas MAPKs también han sido involucradas en la sefializacion de la hormona ET (Xu et
al., 2008). Asimismo, el receptor LECRK-VI.2 (del inglés L-type lectin receptor kinase-V1.2) también
es requerido para el cierre estomatico inducido por MAMPs pero no por ABA (Singh et al.,
2012). Este tipo de receptores posee un dominio extracelular que se asemeja estructuralmente a
lectinas solubles, es decir a proteinas que unen carbohidratos. Si bien se especula que su rol
podria ser importante en la unién entre la pared celular y la membrana celular vegetal, aun su
exacto rol biologico se desconoce (Bouwmeester and Govers, 2009). Por otra parte, un elemento
central en la sefalizacion de SA, el factor de transcripcion NPR1 también es necesario para el
cierre estomatico inducido por MAMPs pero no por ABA (Zeng and He, 2010). La mutante npr1-
3 también mostro ser mas sensible a la infeccidon por patdgenos, teniendo alterada la expresion

de marcadores de defensa, como el gen PR1 (Cao et al., 1997).

El cierre de estomas inducido por ciertos MAMPs como quitina, yeast elicitor y por la hormona
SA, involucrada en la respuesta a patogenos, requiere la produccion de ERO mediado por
peroxidasas de pared celular. Esto se ha descubierto al demostrarse que la acciéon de estos
compuestos no esta afectada en mutantes de las NADPH oxidasas pero si es afectada por el
inhibidor de peroxidasas conocido como 4&cido salicilhidroxdmico (SHAM, del inglés
salicylhydroxamic acid) (Khokon et al., 2011; Khokon et al., 2010). A continuacién mostramos un
resumen simplificado de la red de sefalizacion en estomas en respuesta a ABA y a MAMPs

(Figura 9).
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Figura 9. Sehalizacion en células de la guarda en respuesta a ABA y MAMPs. La percepcién de los MAMPs por los
receptores PRR, inicia una cascada de sefalizaciéon que activa la proteina RBOHD, que induce la produccién de ERO,
ocasionando el cierre estomdtico. La percepcion de ABA por sus receptores provoca la activaciéon de la quinasa
SnRK2.6, lo que activa a las NADPH oxidasas RBOH y a los canales idnicos independientemente de Ca?t. Asimismo, el
ABA induce un aumento del pH infracelular y la activacién de los canales de salida de K*. Por su parte, el ABA también
activa a la quinasa OST1, la cual induce a las NADPH oxidasas para dar lugar a la produccién de ERO y también a la
activacion de los canales anidnicos SLACT, logrando la pérdida de turgencia de las células de la guarda. Esquema

modificado a partir de http://labs.biology.ucsd.edu/schroeder/clickablegc.htmi#figure1.

1.6.b. Toxinas que modulan la apertura estomatica

Pst DC 3000 es una bacteria patdogena que infecta tallos, hojas y frutos de una variedad de
especies de plantas y que desarrolla parte de su vida como un saprdfito en las superficies
foliares. Esta bacteria ingresa a través de estomas y crece de modo exitoso en hojas y una vez
que alcanza cierto umbral de crecimiento, causa lesiones hiimedas en hojas y frutos. Estas
lesiones eventualmente pueden volverse necroticas y estar rodeadas por halos cloréticos. Si bien
este patdgeno causa lesiones de cierto grado de severidad segun la cepa, no alcanza a matar a la
planta. Esta bacteria es facil de cultivar y posee gran capacidad de metabolizar un amplio rango

de sustratos.
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Figura 10. Estructura de la coronatina. A, coronatina, B, dcido coronafdcico (CFA), C dcido corondmico (CMA)(Strange,
2007).

Su genoma es de aproximadamente 6 mega pares de bases (6Mpb) y algunas cepas poseen uno o

mas plasmidos (Wang et al, 2015).

Pst DC 3000 produce al medio extracelular una toxina denominada coronatina (Figura 10A), la
cual imita estructuralmente la forma activa del JA, Ile-JA, hormona muy importante en la
defensa de la planta (Yan et al., 2009). Esta toxina acttia a nivel sistémico en la planta entera asi
como a nivel estomatico, interfiriendo con el cierre inducido por ABA, MAMPs y oscuridad
(Melotto et al., 2006; Mino et al., 1987), siendo muy importante durante el proceso de patogénesis
de la bacteria. Se ha demostrado que, ademas de suprimir sistémicamente la sintesis de SA, a
través de la activacion de la cascada de sefalizacion de JA en A. thaliana (Zheng et al., 2012) y en
tomate (Uppalapati et al., 2007), la coronatina promueve la produccién de ERO en cloroplastos,
asociada a muerte celular en la zona de infeccion pero inhibe la produccion de ERO en citosol, la
cual estd mas relacionada con la defensa en respuesta a MAMPs (Ishiga et al., 2009) en plantas de

tomate.

La coronatina, quimicamente un poliketido, es sintetizada a partir de dos clusters de genes: uno
llamado cfa que cifra las enzimas necesarias para la producciéon de uno de los precursores
bioquimicos de la toxina, dcido coronafacico (CFA) (Figura 10B), mientras que la sintesis del otro
precursor bioquimico, el dcido corondmico (CMA) (Figura 10C), es cifrado por los genes del
cluster cma (Wang et al, 2015). El cluster de genes que permite la sintesis de la coronatina se

encuentra en un plasmido de la bacteria (Bender et al., 1989; Bender et al., 1998).
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Estudios de infeccidon realizados con mutantes en la sintesis de CFA y CMA, ambos
intermediarios bioquimicos de la coronatina, mostraron que ninguno de estos precursores por si
solos son capaces revertir el cierre estomatico inducido por MAMPs, es decir que dichas cepas
mutantes resultaron menos exitosas que la cepa silvestre para colonizar el tejido a través de

estomas (Brooks et al., 2004).

El efecto inhibitorio de la coronatina en estomas depende de la presencia de su receptor COI1 y
de los factores de transcripcion que responden a JA, MYC2, ANAC019, ANAC055 y ANAC072
(Melotto et al., 2006; Zheng et al., 2012). Para las respuestas a nivel de la planta entera, la
coronatina, requiere la misma ruta de sefalizacion que el JA. Sin embargo, existen evidencias
contradictorias sobre el efecto del metil conjugado de JA, MeJA sobre los estomas. Existen
reportes que indican que el MeJA es capaz de inducir el cierre de estos poros y promover la
produccion ERO (Gehring et al., 1997; Hossain et al., 2011; Savchenko et al., 2014; Suhita et al.,
2004). Sin embargo, también ha sido reportado que el MeJA no tiene efecto alguno sobre el cierre
estomatico (Zhao ef al., 2008) y que ademas, si es capaz de revertir el cierre inducido por flg22
pero no por ABA, de un modo independiente del receptor COI1 (Montillet et al., 2013). Si bien en
estomas, tanto el JA como la coronatina parecen tener efectos distintos, en otros tejidos de la

planta, comparten efectos similares dependientes de COI1 (Wasternack and Hause, 2013).

Otra toxina capaz de prevenir el cierre estomatico inducido por ABA y MAMPs es producida
por Xcc. Nuestro grupo ha demostrado que la sintesis de este compuesto de estructura aun
desconocida depende del sistema de sefalizacion célula-célula bacteriano, el sistema rpf/DSF
(del inglés regulation of pathogenicity factors/difusible signal factor). Mutantes de Xcc
sobreproductoras y no productoras de la molécula sefial lipidica célula-célula, DSF, se ven

afectadas en la sintesis de esta toxina. Asimismo se ha establecido que, para que esta toxina
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ejerza su accion en los estomas previniendo el cierre de los mismos, requiere de presencia de la

proteina MPK3 en A. thaliana (Gudesblat et al., 2009).
1.7. Variacion natural en A. thaliana

El 4rea de distribucion natural de A. thaliana se sittia en Eurasia, region que abarca muy variados
climas y alturas, desde las altas montafias de Asia central hasta la costa atlantica europea asi

como desde el norte de Africa hasta el Circulo 4rtico (Kramer, 2015).

La distribucién actual de esta especie es muy amplia en el mundo y en los altimos 100 afos, A.
thaliana ha logrado una gran expansion y colonizacién en zonas de Norteamérica, asi como
lugares en el este de Asia. Esta expansion geografica de A. thaliana no se ha dado en esta
magnitud en sus parientes mas cercanos como Arabidopsis lyrata, Arabidopsis halleri y Arabidopsis
croatica, convirtiendo a A. thaliana una especie muy interesante para estudiar la variacion
genética natural que ha surgido durante su evolucién (Hohmann et al., 2014; Koch and

Matschinger, 2007).

Los genomas quedan determinados por la interacciéon de diversos procesos evolutivos: la
recombinacion, la conversidn genética, la mutacion, la selecciéon natural y la deriva génica, asi
como ciclos recurrentes de poliploidizacién y posterior diploidizacion, junto con la hibridacion y
procesos de introgresion asociados. Desentrafiar los efectos de estos procesos sobre la variacion
genética es esencial no solo para comprender como la diversidad es generada y mantenida sino
también para localizar variantes alélicas responsables de dichas variantes fenotipicas que
pueden ser adaptativas y por lo tanto de interés por diversas razones (Cao et al., 2011). Si bien
en los ultimos afos se ha avanzado enormemente en el desarrollo de herramientas que permitan
asociar regiones del genoma de interés a una funcion, a través de polimorfismos de un tnico
nucléotido (SNPs, del inglés single nucleotide polymorphism) (Atwell et al., 2010; Baxter et al., 2010;
Brachi et al,, 2010; Li et al,, 2010), dentro de la plataforma GWAS (del inglés genome wide
association), aun no resulta trivial poder unir los datos de los genotipos con los fenotipos

asociados (Cao et al., 2011).
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Desde el afio 2008, se comenzo a trabajar en un consorcio internacional compuesto por varios
institutos en todo el mundo con el proposito de secuenciar el genoma de aproximadamente 1000
variantes naturales (ecotipos) de A. thaliana. La informacion provista por estas secuenciaciones
abre un nuevo camino en la genética de poder identificar nuevas variantes alélicas responsables
de la diversidad fenotipica de esta especie en todo el mundo. En septiembre de 2014, se habian
completado las secuencias de cerca de 1100 accesiones (Cao et al., 2011; Long et al., 2013;

Ossowski et al., 2008; Schmitz et al., 2013; Schneeberger et al., 2011).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las semillas de A. thaliana ecotipo Columbia (Col-0) son parte de nuestro banco de semillas y las
mutantes lyk1, lyk2, lyk3 y lyk4 (Wan et al., 2012; Wan et al., 2008), todas en el fondo genético
Columbia, fueron enviadas por el Dr. Gary Stacey (Universidad de Missouri, USA). Las semillas
atrbohd, atrbohd/atrbohf (atrbohd/f) (Torres et al., 2002) y bikl (Veronese et al., 2006) fueron
provistas por el Dr. Cyril Zipfel (Laboratorio Sainsbury, UK), myc2 (Dombrecht et al., 2007) y la
triple mutante anac (Zheng et al., 2012) fueron provistas por el Dr. Xinnian Dong (Univerisdad
de Duke, USA), npr1-3 (Cao et al., 1997), fue provista por la Dra. Rita Ulloa (INGEBI, Argentina),
mpk3 (SALK_151594) y mpké (SALK_127507) (Alonso et al., 2003) fueron provistas por el Dr.
Fernando Pieckenstain (Universidad de San Martin, Argentina), coi 1-16 (Ellis and Turner, 2002)
fue provista por Alain Goosens (Universidad de Ghent, Bélgica), ost1-2 (en fondo genético
Landsberg erecta) (Mustilli et al., 2002) fue provista por la Dra. Irene Baroli (UBA, Argentina), y
lecrk-V1.2-1 (SALK_070801) (Singh et al., 2012) fue cedida por el Dr. Laurent Zimmerli
(Universidad Nacional de Taiwan, China). Las semillas fueron desinfectadas en una mezcla de
lavandina comercial, agua destilada y etanol (1:1:8) durante cinco minutos dentro de microtubos
de 1,5 ml. Posteriormente fueron lavadas tres veces con etanol 96% en condiciones de esterilidad
y sembradas en placas de Petri conteniendo medio MS (Murashige, 1962), 1% m/v de sacarosa,
0,5 g/L de MES pH 5,8 (Duchefa, Holanda) y 0,8% m/v de agar (Sigma, EUA). Las placas con las
semillas fueron estratificadas durante dos o tres dias en la oscuridad a 4°C y posteriormente
transferidas a una cdmara de cultivo a una temperatura de 22-23°C y un fotoperiodo de 12 hs de
luz y 12 hs de oscuridad (fluencia de fotones 90 pHE) durante siete dias. Al cabo de ese tiempo, las
plantulas se transfirieron a vasos plasticos de 110 ml con una mezcla de vermiculita, perlita y
turba (1:1:1) y fueron fertilizadas cada dos dias. Para preparar la solucion fertilizante, se

diluyeron las siguientes cantidades de stocks de sales en un litro de agua de la canilla: KNOs 1
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M: 5ml; KH2PO: IM (pH 5,6): 2,5 ml; MgSO41 M: 2ml; Ca(NOs)2 1 M: 2ml; Fe-EDTA 1 M: 2,5 ml;
micronutrientes: 1 ml. Para preparar 450 ml de la solucion de Fe-EDTA, es preciso disolver 2,5 g
de FeSOs 7H20 en 400 ml de agua, agregar luego 3,36 g de Na-EDTA, calentar a ebullicion y dejar
enfriar lentamente en agitacion mientras se lleva a volumen final de 450 ml. La solucion de

micronutrientes consta de las siguientes sales en estas concentraciones finales: HsBOs 70 mM;

MnCl: 14 mM; CuSOs: 0,5 mM; ZnSO: 1 mM; NaMoOs4 0,2 mM; CoCl2 0,01 mM.

2.2. Compuestos quimicos utilizados

En este estudio fueron utilizados los siguientes compuestos quimicos que se detallan a

continuacion:

e DPeroxidasa de rabanito, HRP (Sigma, EUA)

e Luminol (Sigma, EUA)

o Acido salicilico, SA (Sigma, EUA)

e Acido metil jasmonico, MeJA (Duchefa, Holanda)

e Flg22 (GL Biochem, China)

e Acido abscisico, ABA mezcla de isémeros (Sigma, EUA)
e 2',7-diclorodihidrofluoresceina diacetato, H-DCFDA (Sigma, EUA)
e Acido salicilhidroxdmico, SHAM (Sigma, EUA)

e Difeniliodonio, DPI (Sigma, EUA)

e Peroxido de hidrégeno, H20: (JT Baker, EUA)

e Silwet-L 77 (Momentive, EUA)

e Cristal Violeta (Hardy Diagnostics)
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2.3. Cepas bacterianas utilizadas

Las cepas bacterianas de Xcc y Pst utilizadas en este estudio se detallan en la siguiente tabla:

Caracteristicas Referencia
Cepas
Xcc 8004 Rifr Vojnov et al. 2001
Xce ndvB Rifr,Spectr Rigano et al a. 2007
Pst DC 3118 Rifr, Knr Ma et al. 1991
XcFC2 * Rifr derivado de la cepa silvestre NRRL B-14592 Katzen et al. 1998
Xc1231 * NRRL B-1459 Tc:Tn10 Agum Capage, et al. 1987
XeF * )7(;:5 7C)bZ F(gumF-lacZ-ancC1) sitio insercién: EcoRI (nucleotide Katzen et al. 1998
XeG * 1;9C623 )bF(gumG—laCZ-uuCCI) sitio insercion: BamHI (nucleotido Katzen et al. 1998
Xl * 1135720 8)Fb(gmﬂL—lch—uacCl) sitio insercién: PstI (nucleotido Katzen et al. 1998
el * 1135029 7;(guml-lac2-aacCl) sitio insercién: Stul (nucleotido Katzen et al. 1998
XcFC2 pBBR2-GFP XcFC2 portando pBBR2-GFP Este trabajo
Xc1231 pBBR2-GFP Xc1231 portando pBBR2-GFP Este trabajo
XcF pBBR2-GFP XcF portando pBBR2-GFP Este trabajo
XcG pBBR2-GFP XcG portando pBBR2-GFP Este trabajo
XcL pBBR2-GFP XcL portando pBBR2-GFP Este trabajo
Xcl pBBR2-GFP XcI portando pBBR2-GFP Este trabajo
XcFC2 pBBR2 XcFC2 portando pBBR2 Este trabajo
Xc1231 pBBR2 Xc1231 portando pBBR2 Este trabajo
XcF pBBR2 XcF portando pBBR2 Este trabajo
XcG pBBR2 XcG portando pBBR2 Este trabajo
XcL pBBR2 XcL portando pBBR2 Este trabajo
Xcl pBBR2 Xcl portando pBBR2 Este trabajo

Plasmidos




pBBR2 pBBR1-MCS derivado de LacZo+, Knr Kovach et al, 1995

pBBR2-GFP pBBR2 portando el gen de GFP (proteina verde fluorescente)  Posadas et al, 2012

Tablal. Descripcidn de las cepas utilizadas en este trabajo

®NRRL B-1459: Cepa salvaje de Xcc (Koplin et al., 1992)

Numero correspondiente a las posiciones en la secuencia nucleotidica de la regiéon gum (GenBank accession N°. U22511)

*Las cepas marcadas con asteriscos fueron cedidas gentilmente por le Dr.Luis lelpi

Las cepas de Xcc fueron crecidas en medio rico PYM (Cadmus et al., 1976) o en medio YMM
(Sherwood, 1970) segun el ensayo realizado, mientras que las cepas de Pst fueron crecidas en
medio LB (Bertani, 1952). Xcc y Pst fueron crecidas a 28°C en agitacion continua a 200 rpm. A

continuacion, se detalla la composicion de los medios de cultivo utilizados para Xcc.
Medio PYM (Para 1L de medio):

e 10 gde glucosa

5 g de extracto de peptona

3 g de extracto de malta

3 gramos de extracto de levadura

15 gramos de 4gar (opcional para medio s6lido)
Medio YMM (Para 1L de medio):

e 10 gde glucosa

1 ml de una solucién 10 g/L de MgSOa: 7H20

1 ml de una solucion 22 g/L de CaCl:

1 ml de una solucion 22 g/L. de KoHPOs

1 ml de una solucién 2 g/L de una solucion de FeCls (en 0,1 M de HCl)

e (Casaminoacidos 0,3% m/v

Solucion de glutamato de sodio 11% v/v

El glutamato de sodio debe ser agregado luego que el medio haya sido autoclavado
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2.4. Ensayos de produccion de xantano y determinacion de viscosidad

Para la produccion de xantano, las células de Xcc fueron crecidas en medio PYM a 28 °C y 200
rpm durante 5 dias. El xantano producido fue precipitado con dos volimenes de isopropanol y
recuperado por filtracion con un tamiz. Las fibras del xantano himedo fueron lavadas con
concentraciones crecientes de etanol (75% a 96% de etanol en agua), secado luego a 55 °C, y

finalmente pesado para determinar el rendimiento de produccion.

La viscosidad de los distintos xantanos fue determinada para soluciones de 0,45% de xantano en
un solucion (NaCl 16,2 mM, CaClz2 0,95 mM) a temperatura ambiente usando un viscosimetro
Brookfield (RVTD II) con un huso N°1 a una velocidad de agitacion de 3 rpm. La viscosidad
intrinseca de las soluciones de xantano (en NaCl 0,05 M) fue realizada usando un analizador de

viscosidad (Vilastic Scientific, Inc., Austin, TX).

2.5. Ensayo de adhesion de bacterias

Para este ensayo de determinacién de la adhesion de las distintas cepas productoras de
variantes de xantano a una superficie abidtica, fue utilizada la técnica de cristal violeta (O'Toole
and Kolter, 1998). Brevemente, las cepas bacterianas fueron crecidas toda la noche en medio
PYM e inoculadas a medio YMM hasta una DOew = 0,1. Alicuotas de 150 ul fueron usadas para
llenar diferentes pocillos de una placa multipocillo. La placa fue incubada a 28 °C por 24 horas.
Para confirmar que las cepas utilizadas hayan crecido de modo similar, la DOsw fue medida
antes de comenzar con el revelado del ensayo de adhesién. El medio de cultivo fue
delicadamente removido de los pocillos usando una pipeta; la placa fue lavada con una soluciéon
0,9% NaCl y tefiida luego con una solucion 0,1% (m/v) de cristal violeta. Luego de 30 minutos de
incubacion, la solucion de cristal violeta no unida fue removida y los pocillos lavados dos veces
con agua destilada. El cristal violeta de cada pocillo fue disuelto agregando 150 ul de etanol 70%

(v/v), y la absorbancia fue medida con un lector de placas a A =570 nm.

2.6. Analisis in vitro de la formacion de biofilm por Microscopia Confocal
Todas las cepas de Xcc utilizadas en esta parte del trabajo fueron transformadas por conjugacion

(Tesis doctoral M.V.Ielmini “Genética molecular y bioquimica de la sintesis de exopolisacaridos
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bacterianos”, UBA, 2007) con el pldasmido pBBR2-GFP (Posadas et al., 2012) (Tabla 1) que porta el
gen codificante de la proteina verde fluorescente (GFP) bajo la direccion de un promotor
constitutivo. Para los experimentos in vitro, estas cepas se crecieron a 28 °C en medio PYM
suplementadas con kanamicina. Alicuotas de 500 ul se transfirieron a cdmaras de vidrio de 1
mm de borosilicato (N°de catdlogo 155411; LabTek, Nunc, Penfield, NY, EUA), como fue
descripto previamente (Malamud et al., 2011). Los cultivos fueron diluidos 1:1000 en medio
YMM vy crecidos en cdmaras a 28°C por 72 horas. La formacién de biofilm fue monitoreada con
un Microscopio Confocal Olympus Fluo View 1000 (Center Valley, PA, EUA). Las imagenes
tridimensionales ~ fueron  generadas  utilizando el  software Image ] 141
(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.htmL). Para realizar un andlisis cuantitativo de los

parametros fisicos de estos biofilms, utilizamos el Software COMSTAT?2 (Heydorn et al., 2000).
2.7. Extraccion y purificacion de glucanos ciclicos periplasmaticos

2.7.a. Extraccion de glucanos ciclicos periplasmaticos

Los glucanos ciclicos de Xcc fueron extraidos de acuerdo a la metodologia publicada
anteriormente a partir de los pellets bacterianos (Rigano et al., 2007a). Las células de Xcc se
colectaron por centrifugacion a 10.000 g por 25 minutos y fueron lavadas por centrifugacion en
presencia de 30 mM de solucion tampon Tris-HCl (pH = 8). Los pellets de las células se
extrajeron, durante 1 hora a temperatura ambiente, con 1% v/v de acido tricloroacético (TCA)
para liberar los glucanos periplasmaticos. Las células rotas, luego de la incubacion con el TCA,
se centrifugaron y el sobrenadante se conservd para concentrarlo y neutralizarlo a pH =7 con
NH4OH puro. El sobrenadante concentrado y neutralizado fue liofilizado. El liofilizado fue
resuspendido en 500ul de una solucion de acido acético 5% v/v para su posterior analisis por

cromatografia en gel.
2.7.b. Técnicas cromatograficas para purificar glucanos ciclicos periplasmaticos

2.7.b.i. Cromatografia en gel
Los azucares obtenidos de la extraccion anterior se resuspendieron en una soluciéon de acido

acético 5% v/v y fueron sembrados en una columna (dimensiones 1,5 x 3 x 42cm) preparada con
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la matriz Bio-Gel P-4 fine (Biorad) y equilibrada con acido acético 5% v/v. Los voliimenes de
exclusion y de inclusion fueron determinados por los volimenes de elucion del azul dextrano (4
mg/ml) y de CoClL: (200 uM), respectivamente. El eluido se recolect6 en fracciones de 0,75 ml
mediante un colector de fracciones automatico (Modelo FRAC-100, Amersham Biosciences), con
un flujo de 30 gotas/minuto. Las fracciones que contenian glucanos ciclicos se determinaron por
el método de la antrona-sulfurico (ver protocolo mas abajo) y posteriormente se agruparon. Esta
fraccion de glucanos ciclicos se cuantificé a través del mismo método de antrona-sulfurico,

utilizando una curva estandar de glucosa.

2.7.b.ii Cromatografia en capa delgada

Para confirmar la identidad de los glucanos ciclicos extraidos y cuantificarlos, se utilizé la
cromatografia en capa delgada. Una alicuota de la muestra de glucanos ciclicos se resuspendid
en etanol 70% para posteriormente sembrarla en placas de Silica gel 60 (Merck). La cuba en la
que fue realizada la cromatografia fue saturada con una mezcla de butanol, etanol y agua (5:5:4),
y se llevaron a cabo tres desarrollos, es decir que fue corrida tres veces en tres dias consecutivos.
La placa se reveld con una solucién en spray de 5% de acido sulfurico en etanol y se transfirié a

una estufa a 180°C durante 1 minuto.

2.7.c. Cuantificacion de hidratos de carbono
La cantidad de hidratos de carbono fue determinada a través del método antrona-sulftirico cuyo

protocolo se describe a continuacion:

Reactivo de antrona: 0,4 g antrona (Biopack) en 20ml de acetato de etilo.

1. Mezclar 200 pl de muestra + 50 ul de reactivo de antrona

2. Agregar 500 ul de H2SOs. Mezclar y dejar enfriar, debido a que la reaccion es exotérmica.
3. Lectura de absorbancia a 630 nm.

2.8. Sintesis in vitro de [“C] glucano B-(1,2) ciclico
Se preparé [*“C]-glucano (-(1,2)-ciclico a través de sintesis enzimatica in vitro a partir de UDP-

glucosa usando membranas totales de Xcc. Las células de un cultivo de Xcc de 24 horas se
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cosecharon por centrifugacion durante 20 minutos, se trataron con lisozima (100 pg/ml) durante
30 minutos y posteriormente fueron lisadas utilizando una prensa francesa. Luego del
tratamiento con DNAsa (1 pg/ml), se procedié a remover las células no lisadas por
centrifugacion a 10.000 g durante 20 minutos. Las membranas totales fueron colectadas por
centrifugacion a 100.000 g durante 4 horas y resuspendidas en una solucion tampén Tris-HCI 30
mM (pH = 8). Estas preparaciones de membranas fueron utilizadas para la sintesis in vitro de
[“C]-glucano (-(1,2)-ciclico. Para ello, 4 uM de UDP-[*“C]-glucosa (actividad especifica 287
mCi/mmol) se incubaron con 200-300 mg de proteinas en 50 mM de solucion tampon Tris-HCl
(pH = 8), en un volumen total de 100 ml por un lapso de 2 horas a 28°C. La reaccién se detuvo
por calor durante 5 minutos y los glucanos ciclicos marcados se aislaron por cromatografia de
exclusion molecular como fue descrito anteriormente. La concentracion de glucanos ciclicos
marcados se determind por el ensayo de antrona-sulftrico y su relacion con la radiactividad fue
determinada en un contador de centelleo (Beckman LSC LS6500). Se utilizé para los ensayos una

solucion madre de 495 pg/ml, que fue diluida a las concentraciones indicadas.

2.9. Ensayos de infeccion con bacterias

Las inoculaciones de bacterias en plantas se realizaron por el método de spray (rociado) y la
cuantificacion de su crecimiento adentro del tejido vegetal se realizé segin Macho et al. (2012).
Para preparar el inoculo bacteriano, se centrifugaron cultivos de 24 horas en medio PYM y los
pellets bacterianos se resuspendieron en una solucién de MgCl> 10 mM a una ODewo = 0,1 (1,6.108
UFC/ml). Inmediatamente antes de rociar el cultivo bacteriano a dicha OD, se agrego6 a esta
solucidn el surfactante Silwet L-77 en una concentracion de 0,02% v/v. La solucién bacteriana fue
inoculada por rociado en todas las hojas de las plantas de A. thaliana de 4 semanas utilizando un
aspersor, tanto por su cara adaxial como por la abaxial. Para facilitar la infeccién, una vez
inoculadas las plantas fueron mantenidas hasta el final del experimento en una bandeja con una
tapa. Al cabo de 4 horas, y 4 dias después la infeccidn, se precedié a tomar 12 discos de hoja de
0,6 cm? con un sacabocado de hojas bien desarrolladas de cada planta infectada (usando dos
réplicas biologicas de dos plantas diferentes por tratamiento). Estos discos fueron esterilizados
superficialmente con etanol 70% por 30 segundos y luego secados rdpidamente para ser
colocados luego en un tubo conteniendo 500 pl de solucion estéril de MgCl> 10 mM. Estos discos
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fueron machacados y homegeneizados utilizando un palillo plastico con punta cénica. Una vez
homogeneizado el tejido, las muestras fueron diluidas de manera seriada 1:10 y sembradas en
placas de Petri con medio PYM, suplementado con los antibidticos correspondientes segun la
bacteria utilizada. Las placas fueron incubadas a 28°C por 48 hs, tiempo después del cual se

contaron las unidades formadoras de colonias (UFC).
2.10. Ensayos de medicion de ERO

2.10.a. Ensayos de ERO en discos de hoja

Estos experimentos fueron realizados utilizando el método de quimioluminiscencia basado en
luminol (Gimenez-Ibanez et al., 2009a). La produccién de ERO fue inducida en 12 discos de hoja
por tratamiento en plantas de 4-5 semanas de edad. Los discos de hoja (0,25cm?) fueron
incubados durante una noche en agua en una placa de 96 pocillos (Greiner Bio-One) (un disco
por pocillo), la cual fue reemplazada por 100ul de una solucién de Tris-HCI 10mM (pH =9,5), 10
ug/ml de peroxidasa de rabanito (HRP) y 20 uM de luminol. La producciéon de ERO fue
inducida por la adicién de 1 uM de flg22. Las mediciones de luminiscencia fueron llevadas a
cabo en un luminémetro de placas (PHERAstar Plus HTS, BGM LabTech) una vez por minuto

durante 40 minutos.

2.10.b. Ensayos de ERO en células de la guarda

La produccion de ERO en células de la guarda fue medida usando la sonda fluorescente
H>DCFDA (Murata et al., 2001). Las epidermis se incubaron 2,5 horas (en las condiciones de luz
mencionadas en Material Vegetal y condiciones de crecimiento) en la solucion tampon 10:10 (ver
composicion en la Seccién 2.14). Posteriormente, las epidermis fueron transferidas a una
soluciéon tampon de Tris-HCI 10mM (pH = 7,2), conteniendo H.DCFDA 10 uM por 15 minutos.
El exceso de sonda se elimind con tres lavados sucesivos con la solucion tampoén de Tris-HCI 10
mM (pH =7,2). Luego, las epidermis fueron incubadas nuevamente en la soluciéon tampén 10:10
y se agregd ABA (20 uM), flg22 (5 pM) o SA (10 uM). Los compuestos que interfieren con el
cierre estomatico (coronatina 1,56 uM y Xcc FV, 2 ul de una solucién preparada segun se
describe en la Seccion 2.15) fueron agregados 10 minutos antes de los inductores de cierre

estomatico. Los ensayos se hicieron en un volumen de 500 ul en placas de 24 pocillos.
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Transcurrido ese tiempo, se observé la fluorescencia de las epidermis en un microscopio de
epifluorescencia Nikon Eclipse E 600 (Aexc = 460-480 nm y Aemis = 495-540 nm) a 400X. Se
tomaron imdagenes con una camara Nikon N70 y se cuantificé la intensidad relativa dentro de
cada estoma con el Software Image ] 1.46. Los datos se presentan como el promedio de 80

mediciones por tratamiento, colectadas de dos experimentos independientes.

2.10.c. Medicion de capacidad antioxidante de la coronatina

La posible actividad de la coronatina como antioxidante del anién superédxido fue determinada
por inhibicién de la tasa de formacién de adenocromo a partir de epinefrina a 480 nm, como fue
decripto previamente (Misra and Fridovich, 1972). La mezcla de reaccién usada contenia 1 mM
de epinefrina (en HCl 0,1 M), 50 mM de solucién tampdn de carbonato de sodio (pH = 10,2) y
diferentes concentraciones de coronatina. El aumento en la absorbancia debido a la formacién de
adenocromo fue seguida durante 10 minutos y se calcul6 la actividad a partir de la zona lineal
de la curva en ausencia o presencia de coronatina. Se utiliz6 el acido ascérbico como control
positivo de la actividad antioxidante de anién superoxido. La absorbancia fue monitoreada en

un lector de ELISA multiplaca FlexStation 3 (Molecular Devices).

2.11. Ensayos de deposicion de calosa

La tincidén para observar la deposicion de calosa se realizdé de acuerdo a un protocolo ya
publicado (Clay et al., 2009). Plantulas de 10 dias crecidas en medio liquido MS ¥2X (medio MS
liquido diluido a la mitad de su concentracion original) con el agregado de MES (0,5 g/l) y
glucosa (0,5% m/v) en placas de 12 pocillos se trataron con flg22 (100 nM), 3-(1,2)-glucano ciclico
(50 pg/ml) o xantano (200 pg/ml), solos o en combinacién segun se indica, por 24 horas.
Posteriormente, se reemplaz6 el medio liquido por una solucién fijadora de etanol y acido
acético (3:1) por varias horas. Se reemplazd la solucion fijadora varias veces para asegurar una
buena diafanizacion del tejido. Luego, las plantulas fueron rehidratadas con etanol 70% por 2
horas, posteriormente con etanol 50% por 2 horas adicionales, luego de lo cual se las lav varias
veces con agua y se incubaron en agua toda la noche. Al dia siguiente, las plantulas se trataron
con una solucion de NaOH 10% a 37°C por 2 horas para mejorar la clarificacion del tejido. Luego

de 3 o0 4 lavados con agua, las plantulas fueron incubadas en una solucion de K2HPOs 150 mM
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(pH =9,5) y 0,01% (m/v) de azul de anilina como colorante (Sigma, EUA) por varias horas. Las
plantulas fueron montadas en portaobjetos en glicerol 50% y la deposicion de calosa (observada
como puntos brillantes) fue detectada usando el microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse
E 600 (Aexc =390nm y Aemis = 460nm) a 40X y 200X de magnificacion. Se tomaron imagenes con
una cdmara Nikon N70, y se cuantificé la cantidad de puntos brillantes dentro de cada campo

con el Software Image J 1.46.

2.12. Extraccion de ARN y PCR cuantitativa en tiempo real

Los experimentos de expresion de genes inicialmente se germinaron las semillas durante cinco
dias en medio MS &gar, y luego cinco plantulas fueron transferidas a medio liquido MS 1/2X con
el agregado de MES (0,5 g/l) y glucosa (0,5% m/v) en placas de 24 pocillos. Al cabo de cinco dias
adicionales se agregd al medio de cultivo flg22 (100 nM), glucano-p-(1,2) ciclico (50 pg/ml), SA (1
mM) o MeJA 0,1 mM, solos o en combinacion, durante los tiempos indicados. Al cabo de las
incubaciones, se congelaron 50 mg de material vegetal en nitrégeno liquido. E1 ARN total fue
extraido usando el reactivo Trizol Reagent (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Las muestras de ARN se cuantificaron espectrofotométricamente mediante un
Nanodrop (Biophotometer Plus, Eppendorf), y la integridad del ARN quedd confirmada por
electroforesis en gel de agarosa. Las muestras de ARN fueron tratadas con DNAsa RQ-1
(Promega) segun las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realiz6 la sintesis de la
hebra de ADN complementario al ARNm, usando la enzima transcriptasa reversa M-MLV
(Promega), seguin las instrucciones del fabricante. Todos los experimentos de PCR cuantitativa
en tiempo real se realizaron en el equipo StepOne Plus Real Time PCR System (Applied
Biosystems). A continuacién queda resumido el protocolo de Promega para la sintesis de cDNA

previo tratamiento con DNAsa:
Tratamiento con DNAsa:

2 pug de ARN (segun la muestra el volumen incubado oscila entre 5 y 10 pl)
1ul de solucién tampon RQ DN Asa

1ul solucion para detener la reaccion
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Completar con agua hasta volumen final de 12 pl

Retrotranscripcion PARTE I:

ARN tratado con DNAsa (no mas de 2ug totales en masa)

1 pl de oligodT (solucion madre 100 mM)

7 ul de agua estéril

Incubar la mezcla 5 minutos a 70°C y luego 5 minutos en hielo
Retrotranscripcion PARTE II: A cada tubo de la PARTE I, se le agrega:
5 ul de solucién tampoén MMLV

5 pl de solucion de DNTPs (10 mM)

1 pl de enzima MMLV

Se incuban los tubos por 1 hora a 43°C y luego, para cortar la actividad de la enzima, 15 minutos
a70°C.

Mezcla de reaccion de qRT-PCR

5 ul de Mix (FastStart Universal SYBR Green MasterMIX, Roche)

2,4 ul de agua estéril

0,6 pul de mezcla de cebadores (soluciéon mezcla: 10 uM de cebador FW y 10 uM cebador RV)
2 ul de cDNA dilucion 1:10

Volumen final de reaccién: 10 pl

Programa

1 ciclo de 10" a 95°C

15" 95°C

40 ciclos
1" 60°C
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El factor de elongacion 1 (EF1) fue usado como gen de referencia interna por su expresion

constitutiva. Los cebadores usados en estos ensayos se detallan a continuacion:

EF1 (At1g18070) AGCACGCICTICTTGCITIC GGGITGTATCCGACCTICTIC
PR1 (At2g14410) GICTCCGCCGIGAACATGT CGIGITCGCAGCGTAGTIGT

PDF1.2 (At5g44420)  TITGCTTICCATCATCACCCTTA GCGICGAAAGCAGCAAAGA

MPK3 (At39g45640) TCCCIGGTAAAGACCATGTTCA TCGGIGTIGCCAAGCAACTC

WRKY22 (At4g01250) GACTTICAGCCGACGAATTIGTT  TCAAGATCTCCCACCGCTAGA

BIK1 (At2g39660) GCGAGCGITGGATCATAACA  CGAGCCCAATCCACAAGGT

WRKY33 (At2g38470) TICGTATGGCTGCITICTITIC TGAGGTITAGGATGGITIGTIGG

Los datos de fluorescencia crudos se obtuvieron del ciclador StepOne Plus y las eficiencias de
amplificacion para cada gen fueron calculadas usando el software LinReg PCR (Ramakers et al.,
2003). El gen EF1 fue utilizado para estandarizar la expresion de los genes blanco; luego se
calcul6 una relacion entre tratamientos usando el algoritmo desarrollado por Pfaffl (2001). La
determinacion del grado de induccion de un gen y el andlisis estadistico se realizaron mediante
el Software FgStatistics (J.A. Di Renzo, comunicacién personal). Se consideraron significativas

las diferencias con un valor p @ 0,05 de acuerdo al andlisis provisto por el Software.

2.13. Ensayos de union ligando-receptor

Los ensayos de unién de ligando-receptor fueron realizados segun el protocolo de Zipfel et al.,
(2006). Se pulverizaron 100 mg de tejido proveniente de hojas de 4-5 semanas en nitrégeno
liquido y se resuspendieron en 500 pl una solucién tampén (MES 25 mM pH= 6, NaCl 50 mM,
KCI 2 mM, KI 5 mM, DTT 1 mM, MgCl.10mM). Ese pulverizado resuspendido fue centrifugado
a 14.000 rpm por 25 minutos a 4°C. El sobrenadante se descartd y el pellet resuspendido en 500
ul de la misma solucién tampdn se conservo para ser usado en los experimentos de unién. Las
membranas totales se incubaron en la mencionada solucién tampdn en presencia de [*“C]-
glucanos [3-(1,2)-ciclicos (4,76x106 cpm/umol) en un volumen final de 100 pl. Esta incubacion se
realizo por el término de 1 hora a 28°C. La reaccion fue detenida por enfriamiento de las
muestras en un bafio de hielo e inmediatamente el contenido de la reaccion fue filtrado en vacio

utilizando papel de nitrocelulosa (GE Healthcare Life Sciences) y lavado por 10 segundos con 15
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ml de la solucion reguladora. La radiactividad retenida en los filtros se determind en un
contador de centelleo (Beckman LSC LS6500). El ensayo de desplazamiento de radioactividad
por accion de glucano (3-(1,2)-ciclico sin marcar, fue realizado con concentraciones crecientes de
glucano 3-(1,2)-ciclico no radiactivo en las mismas condiciones de incubacion antes descriptas.

Luego, las muestras fueron colectadas y filtradas segtin el mismo procedimiento antes descripto.

2.14. Medicion de aperturas estomaticas

Las aperturas estomaticas fueron medidas de acuerdo al protocolo publicado previamente por
nuestro grupo (Gudesblat et al., 2009). Se utilizaron epidermis de hojas de plantas de cuatro
semanas (no florecidas). Dichas epidermis fueron colocadas en una solucion tampdn 10:10 (KC1
10 mM y MES-KOH 10mM, pH = 6,15) bajo las condiciones normales de cultivo de las plantas
por 2, 5 horas. Luego, se agregaron al medio los distintos tratamientos: ABA (20 uM), SA (10
uM), flg22 (5 uM), DPI (20 uM), SHAM (2 mM) o Pst DC3118 (10° UFC/mL) y se incubaron las
epidermis durante 1,5 horas mas. La coronatina (1,56 pM), el Xcc FV (2 pl de la preparacion
descripta en la Seccion 2.15) y el MeJA en las concentraciones indicadas fueron agregados 10
minutos previo a los otros tratamientos. Los ensayos se hicieron en un volumen de 500 pl en
placas de 24 pocillos. Para los ensayos de cierre estomatico inducido por oscuridad, después de
la apertura inicial en la soluciéon tampoén 10:10 en condiciones de luz, las epidermis fueron
incubadas en la misma solucion por 2 horas en total oscuridad en presencia o ausencia de los
compuestos quimicos indicados. La promocion del cierre por H2O: fue realizada segun Pei et al.
(2000). La incubacion inicial para abrir los estomas se realizé en presencia de EGTA 0,1 mM y
luego se agreg6 H20: (100 pM) junto con CaCl: (0,2 mM). La coronatina (1,56uM) y el Xcc FV (2
ul de la preparacion descripta en la Seccion 2.15) fueron afiadidos 10 minutos antes de la adicion
de H2Oz. Para los ensayos de inhibicion de la apertura estomatica, las epidermis se incubaron en
la oscuridad en la solucién tampoén 10:10 por 2 horas para promover el cierre. Luego, se
transfirieron las epidermis conteniendo los compuestos descriptos anteriormente a la luz por 2
horas. Se midi6 la apertura de 40 estomas a 400 aumentos para cada tratamiento. Los datos se
presentan como el promedio de entre 80 y 120 medidas de apertura, colectados de 2 o 3

experimentos independientes, segtin se indica en cada figura.
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2.15. Preparacion de extractos para purificar el Xcc FV

La extraccién utilizada para purificar el Xcc FV fue publicada previamente por nuestro grupo
(Gudesblat et al., 2009). Esta metodologia consiste en la extraccion de este compuesto con un
tercio de volumen de acetato de etilo por cada volumen de sobrenadante del cultivo bacteriano
crecido en medio YMM durante 48 hs. Esta extraccion es repetida tres veces y todo el volumen
de acetato de etilo es evaporado, dejando que el residuo seco sea resuspendido en una mezcla de
metanol: agua (20:80) para su posterior utilizacion en ensayos de apertura estomatica o posterior
purificacion. Para purificar la fraccion con actividad bioldgica a partir de los extractos de acetato
de etilo, se utilizo una columna de exclusion molecular Biogel P2. Para correr la muestra en la
columna, utilizamos una mezcla de solventes metanol: agua (20:80). Esta columna fue conectada
a un colector de fracciones automatico que fue tomando el eluido saliente. Una vez obtenidas las
fracciones provenientes de la columna, las secamos en un evaporador rotatorio (Modelo 5301,
Eppendorf) y realizamos un ensayo de actividad bioldgica para evaluar su capacidad de inhibir
el cierre estomatico inducido por ABA (20 uM). Las fracciones de eluido se agregaron 10
minutos antes que el ABA. Para simplificar el ensayo, inicialmente realizamos grupos de
fracciones tomando de a 5 tubos para hacer un grupo, de modo de ensayar grupos y no
fracciones individuales. Mezclamos entonces volimenes iguales de cada tubo individual para
dar un grupo y asi sucesivamente. Del grupo que tuviera actividad bioldgica, se tomaban los
tubos individuales correspondientes y se ensayaban nuevamente para determinar el tubo que
poseia actividad. Luego de este paso, la fraccion activa proveniente de la cromatografia en gel se
corria por HPLC (Serie 1200, Agilent Technologies; columna utilizada: ZORBAX C-18, largo y
ancho de columna, 25 x 4,6 mm, tamano de particula 5um, tamano de poro 300 A). El eluido se
colectaba nuevamente con el colector de fracciones y esos tubos eran nuevamente ensayados

para determinar presencia de actividad bioldgica.

El programa de corrida utilizado en el HPLC es el que se detalla a continuacion.
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Tiempo (minutos) | O 30 35 40 42

ACN (TFA 0,1%) 0 80 | 100 100 0
H,0 (TFA 0,1%) 80 |0 0 0 80
METANOL 20 |20 o 0 20

Tabla 2. Esquema de programa de corrida de HPLC.

Tanto al Acetonitrilo (ACN) como al Hz0, se le agregd, para mejorar la resoluciéon de los picos,
0,1% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA). La duracion total de la corrida es de 42 minutos.En
los ensayos de medicién de aperturas estomaticas para determinar la actividad bioldgica del
compuesto durante el proceso de purificacion (Seccion 3.1.a) se utilizaron 6 ul de extracto
proveniente de las extracciones con acetato de etilo en las distintas condiciones de extraccion:
acetato de etilo, acetato de etilo (pH = 3) y acetato de etilo (pH = 3, NaCl 35 g/100 ml). Los
volimenes de medio de cultivo PYM o YMM de partida para realizar las extracciones fueron de
200 ml. En todos los ensayos de medicion de aperturas estomaticas de las Secciones 3.1,b,c,d y e,
el volumen de Xcc FV utilizado fue de 2 pl, proveniente de una purificacion de 10 L de medio de
cultivo en medio YMM, el cual fue purificado por una cromatografia de exclusién molecular

Biogel P2 y posterior HPLC.

2.16. Mediciones de largo de raiz

Para realizar estos ensayos, se sembraron semillas estériles de A. thaliana en placas verticales de
medio MS (segun esta descripto en la Seccidon 2.1) por el término de 6 dias. Luego estas plantulas
fueron transferidas a nuevas placas verticales de medio MS suplementadas con ABA (50 uM),
coronatina (5 pM) o 6 ul de Xcc FV (Ver Seccion 2.15) y se dejaron creciendo 3 dias mas (Jiao et
al., 2013). La longitud de 10 raices fue medida utilizando el software Image ]. Los resultados se
presentan como el promedio de 20 raices por tratamiento, colectadas de dos experimentos

independientes.

En el caso de la mediciéon del largo de raiz de plantulas tratadas con glucano (3-(1,2)-ciclico y
flg22, el protocolo que se siguio fue ligeramente diferente. En este caso, semillas estériles de A.

thaliana fueron crecidas en placas de medio MS por el término de 2 dias. Luego, dichas plantulas
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pequenas (10 por tratamiento) fueron transferidas a placas multipocillo conteniendo 2 ml de MS
1/2X liquido suplementado con MES (0,5 g/l) y glucosa (0,5% m/v) y conteniendo flg22 (100 nM),
glucano {3-(1,2)-ciclico (50 pg/ml) o la combinacién de ambos, y se las cultivd por 5 dias
adicionales. Para el ensayo de sensibilidad de raiz al MeJA, se procedioé de la misma manera y
las plantulas de 2 dias se transfirieron al medio liquido en presencia de MeJA (50 uM). La
longitud de 10 raices fue medida utilizando el software Image J. Los resultados se presentan

como el promedio de 20 raices por tratamiento, colectadas de dos experimentos independientes.

2.17. Analisis de la variacion natural en A. thaliana

Para la parte experimental del andlisis de la variabilidad, seleccionamos 7 ecotipos de los que
poseiamos en nuestro banco de semillas, usando de referencia el ecotipo Columbia (Col-0). Estos
ecotipos fueron: Mv-0, ICE-75, Cvi-0, Bur-0, Kas-2 y Kondara. Para la parte evolutiva, decidimos
aumentar el niumero de ecotipos utilizados para el andlisis, totalizando un n=152 que se detallan

en el ANEXO I de este trabajo y que fueron obtenidos del sitio web de los 1001 genomas

(http://signal.salk.edu/atg1001/3.0/gebrowser.php). Dentro de estos 152 ecotipos se encontraban
los ecotipos analizados experimentalmente. La variabilidad del gen y la region promotora de
COI1 (AT2G39940) fue analizada wutilizando el Software DNASP 5.10 (DNA sequence
polymorphism), version 5.10.01 (Librado and Rozas, 2009). En el ANEXO II, se detallan las
secuencias nucleotidicas de los ecotipos Col-0, Mv-0 y ICE-75 con los nucleoétidos polimoérficos

marcados.

A continuacion se esquematiza la representacion del locus COI1, sus intrones, exones y region

promotora (http://signal.salk.edu/atg1001/3.0/gebrowser.php)

Exdn 3 Exdn 2 Exon 1
) A£2230040 ., 30050
Locus: [AT2G30040 |73 — Regién promotora CO/1 T

1. At2g39940[ 1] %]
(%]
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OBJETIVOS DE ESTA TESIS

Objetivo general

Estudiar de manera integral las estrategias de Xcc para suprimir la respuesta del sistema de
defensa vegetal ejercido tanto en primera instancia por los estomas, como aquél que se
desencadena una vez que la bacteria se encuentra dentro de la planta.

Objetivos especificos

1. Determinar la estructura molecular del factor sintetizado por Xcc capaz de modular la
apertura estomdtica y el mecanismo de accién del mismo. Para llevar adelante este objetivo
utilizamos en paralelo otro compuesto de identidad conocida sintetizado por P. syringae, cuyo

mecanismo también estudiamos.

2. Profundizar en el conocimiento del mecanismo de accion del glucano ciclico de Xcc en la
supresion de la defensa vegetal.
3. Determinar qué componentes estructurales del xantano de Xcc son cruciales para su rol como

supresor de la inmunidad vegetal.
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3. RESULTADOQOS

3.1. PARTE I. Mecanismo de inhibicion del cierre estomatico por Xccy Pst DC 3000

3.1.a. Purificacion preliminar del factor de virulencia de Xcc a partir de sobrenadantes de
cultivo

Nos propusimos como objetivo de este trabajo purificar el Xcc FV, un compuesto capaz de
interferir con el cierre estomatico secretado por esta bacteria, cuya existencia y actividad
bioldgica habian sido previamente descripta por nuestro laboratorio (Gudesblat et al., 2009). En
primer lugar intentamos mejorar el rendimiento de Xcc FV extraido de los sobrenadantes de

cultivo de la bacteria.

Por estudios previos, sabiamos que el Xcc FV era un compuesto extraible en acetato de etilo
(Gudesblat et al., 2009). Asimismo, cuando calentdbamos a hervor durante algunos minutos el
extracto con dicho compuesto, su actividad se mantenia intacta, lo cual nos condujo a pensar
que se trataba de un metabolito no proteico. Por ultimo, mediante ensayos de cromatografia de
exclusion molecular en una matriz con un limite de peso de 2 kDa, observamos que este
compuesto quedaba incluido, por lo cual teniamos una estimacién de su peso de menos de 2

kDa.

Dado que la cepa silvestre de Xcc 8004 produce xantano en enormes cantidades, y eso suele
complicar el proceso extractivo, decidimos utilizar una cepa mutada deficiente en la produccién
de este EPS (Xcc gumB), para simplificar el proceso de purificacion, ya que previamente vimos
que esta mutacion no afectaba en absoluto su capacidad para producir nuestro compuesto de
interés. Comenzamos por evaluar si alguna condicién de acidez, basicidad o la fuerza idnica
podrian afectar el rendimiento en la extracciéon orgéanica. Se evaluaron tres condiciones
diferentes de extraccion del Xcc FV. Al pH del sobrenadante de la bacteria, que es
aproximadamente 6-7, muchos metabolitos de naturaleza no polar o medianamente no polar,
que presenten grupos cargados eléctricamente pueden estar desprotonados, y en esas
condiciones podrian permanecer en la fase acuosa durante el proceso de extraccion organica,

pudiendo perderse asi parte del compuesto. Por su parte, un aumento de fuerza ionica o salting
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out (aumento de la concentracion salina) fomenta las interacciones hidrofdbicas entre solutos y
eso puede dar por resultado una precipitacion de proteinas u otros polimeros que no son de
interés, facilitando la purificacion. Por ello, evaluamos tres condiciones de extraccion organica:
la condicién control, sélo con acetato de etilo, una segunda, llevando el pH del sobrenadante a 3
previamente a la extraccidon con acetato de etilo y la tercera, similar a la segunda pero con el
agregado de NaCl (35g /100 ml), para provocar un salting out. Partiendo de iguales volimenes
de sobrenadante en cada caso (200 ml), llevamos adelante las extracciones organicas, como se
indica en la Seccion 2.15. De la publicacion previa del grupo (Gudesblat et al., 2009) sabemos que
Xcc FV inhibe el cierre mediado por ABA. Realizamos diluciones seriadas al tercio de cada
extracto y medimos las aperturas estomaticas en cada caso para evaluar la dilucion limite a la
cual se perdia la actividad bioldgica del compuesto, en presencia de ABA. Asi vimos que,
mientras que en la condicion 1 y 2, la actividad se perdia en la dilucion 1/81 y 1/27
respectivamente, en la condicion 3, la actividad se perdia en la diluciéon 1/243, sugiriendo que el

agregado de sal al sobrenadante del cultivo, mejoraba la eficiencia de la extraccion (Figura 11A).
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Figura 11. Puesta a punto de condiciones para extraer el FV de Xcc. A, El método de extraccién de Xcc FV que mayor
rendimiento dio fue aquel redlizado a pH = 3 en presencia de NaCl (35 g/100ml). Los ensayos de promocion de cierre
estomdtico por ABA se llevaron a cabo en presencia de diluciones seriadas al tercio (TC, tal cual, 3, 9, 27, 81y 243) de los
extractos en las tres condiciones. Las aperturas estomdticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicacién de los
compuestos. B, La extraccién de Xcc FV a partir de bacterias cultivadas medio minimo (MM) dio mayor rendimiento que
aquel realizado de bacterias cultivadas en medio rico (MR). Los ensayos de promocién de cierre estomdtico por ABA se
llevaron a cabo en presencia de diluciones seriadas al tercio (TC, tal cual, 3, 9, 27, 81y 243) de los extractos en los dos
medios. Las aperturas estomdticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicacién de los compuestos. En A y B, el
extracto de Xcc FV fue anadido 10 minutos antes que el ABA. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p
< 0,05 (ANOVA 2 factores) en Ay B. (A, B) Las barras de error representan el ES de dos experimentos independientes,
n=40 por ensayo en las dos figuras.
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Dado que el medio rico en el que crece normalmente Xcc (PYM, ver Seccion 2.3) es un medio
complejo, indefinido, que aporta enorme cantidad de compuestos extras al sobrenadante del
cultivo, pudiendo hacer més dificultosa la purificacion, decidimos examinar si, en un medio
minimo YMM, Xcc FV se producia en cantidades similares que en medio rico. Observamos que,
del andlisis de las diluciones seriadas, las bacterias producen similares cantidades de Xcc FV en
ambos medios (Figura 11B), por lo que optamos por trabajar con el medio minimo (YMM), dado
que nos permite partir de una muestra mucho mas limpia y pura que el medio rico (PYM),
decidimos continuar el trabajo utilizando YMM en condiciones de pH =3 y utilizando NaCl para
aumentar la fuerza iénica. A continuacién, con el Xcc FV extraido a partir de medio minimo en
las condiciones anteriormente descriptas, procedimos a intentar la separacion del Xcc FV
haciendo uso de la cromatografia de exclusion molecular, utilizando como matriz una columna
de Biogel P2, la cual permite resolver compuestos de hasta 2kDa de peso molecular. Al ensayar
los grupos, como se ve en la Figura 12, observamos que la actividad biologica aparece entre las
fracciones 16-25. De acuerdo al namero total de tubos que obtuvimos de la columna y el lugar
de elucion de los marcadores de volumen muerto (Vo) (azul dextrano) y volumen final (V)
(CoClz), el compuesto eluia en la mitad del volumen total de la misma, sugiriendo que su peso

seria de alrededor 1 kDa.
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Figura 12. Separacién de Xcc FV por medio de cromatografia de exclusidon molecular. La promocidén de cierre
estomdtico por ABA fue realizada en grupos fracciones correspondientes a 5 tubos contiguos cada uno colectados a
partir de la columna. C-, control sin tratar, ABA (20 uM) como estimulo de cierre. Las aperturas estomdticas fueron
medidas 1,5 horas luego de la aplicacion de los respectivos tratamientos+ABA (20 uM). El extracto de Xcc FV fue
anadido 10 minutos antes que el ABA. El asterisco indica diferencias significativas con p < 0,01 respecto del control ABA.
Las barras de error representan ES de un experimento, n=40 por ensayo en todos los experimentos.
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Con estos grupos de tubos eluidos de la columna de exclusion molecular, realizamos la puesta a

punto de un protocolo de separaciéon de HPLC para poder identificar posibles picos con

actividad bioldgica (Ver Seccion 2.15). Utilizando el programa de corrida detallado previamente,

obtuvimos los siguientes cromatogramas a tres longitudes de onda distintas, como se muestra

en la Figura 13.
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Figura 13. Cromatogramas obtenidos de la corrida de la fraccion activa de Xcc FV proveniente de la columna Biogel. Se
esquematiza las miliunidades de Absorbancia (m AU) en funcién de tiempo de corrida (minutos). El primer panel (azul)
muestra la absorbancia a A=220 nm. El segundo panel (verde) muestra la absorbancia a A=254 nm. El tercer panel (rojo)
muestra la absorbancia a A=280 nm. Equipo utilizado: Agilent 1200 Series. Detector: arreglo de diodos (DAD).

En esta corrida se muestran los cromotogramas a A = 220, 254 y 280 nm, siendo A = 220 la

longuitud de onda a la cual aparecen mas picos. Se colectaron fracciones cada minuto para

poder ensayar su actividad bioldgica. Procedimos para ello segin se indica en la Seccién 2.15.

Como se observa en la Figura 14A, al ensayar la actividad bioldgica de lo grupos de las

fracciones obtenidas del HPLC, observamos que la actividad de inhibicién del cierre estomatico

por ABA eluia entre los 11 y 15 minutos. El andlisis de las fracciones individuales de este grupo
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permitié acotar el tiempo de retenciéon de nuestro compuesto al minuto 14 (Figura 14C). Al
observar los cromatogramas (Figura 13), notamos que a Tr=14 minutos so6lo se advierte un

pequeno pico a A =220nm.

Cuantificamos la actividad de esta fraccion mediante el método de la diluciéon limite y
observamos actividad hasta la dilucion 1/64 (Figura 14B). Esta informacion nos permitid
cuantificar la actividad especifica de nuestro compuesto en relacion a la cantidad de
sobrenadante de cultivo de la cual se partié para hacer la purificacion. Teniendo en cuenta el
volumen de sobrenadante de partida utilizado (10 L), nuestros célculos indican que la minima
cantidad de sobrenadante que permite detectar la actividad biologica es de 0,465 ml. Podriamos
decir que “1 unidad minima arbitraria de actividad” de nuestro Xcc FV se encuentra por cada

0,465 ml de medio minimo de cultivo.
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Figura 14. Separacion de Xcc FV por medio de HPLC. A, La medicién de la promocién de cierre estomdatico por ABA fue
realizada como se detalla en la seccién 2.17 de Materiales y Métodos. C-, control sin fratar, ABA (20 uM) como estimulo
de cierre. Las aperturas estomdticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicacidon del los respectivos tratamientos
(fracciones se indican el eje X de la Figura. B, los ensayos de inhibicidon del cierre estomdtico por ABA se llevaron a cabo
haciendo diluciones seriadas al medio (TC, tal cual, 2, 4, 8, 16, 64 y 128) de la fraccién activa de A. Las aperturas
estomdticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicacién de los compuestos. C, Medicién de inhibicidon de la
promocion de cierre estomdtico por ABA por parte de fracciones contenidas en tubos individuales correspondientes a
la fraccién 11-15 minutos de A, con actividad bioldgica. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas con p < 0,01
respecto del control ABA, segun Test de Student. Las barras de error representan ES de un experimento, n = 40 por
ensayo en fodas las figuras.

A partir de esta informacién y teniendo en cuenta el buen grado de purificacién alcanzado,
decidimos continuar produciendo mds cantidad de compuesto ya que era probable que, ain
siendo muy activo bioldgicamente, se encontrara en trazas y por eso no pudiéramos detectarlo
en un estudio de espectrometria de masas. Por el tamafio tan pequefio del tinico pico candidato
observado en el cromatograma a Tr = 14 minutos, sumado a que el compuesto tenia bajas
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chances de estar puro, decidimos cultivar mayores cantidades de Xcc gumB en fermentadores
hasta alcanzar cerca de 15 L, para obtener mayor cantidad de nuestro compuesto de interés y asi
poder determinar su estructura. Con este fin, establecimos una colaboracién con el Laboratorio
del Dr. Heribert Hirt, en la Universidad de Ciencia y Tecnologia Rey Abdald, en Arabia Saudita.
Pese a contar con mayor cantidad de extractos de sobrenadantes bacterianos, la cantidad no fue
suficiente para poder determinar sin lugar a dudas su masa por espectrometria, lo cual
constituye el primer paso para poder averiguar la estructura molecular del compuesto. Esta
cantidad pequenia de compuesto, en relacién a la cantidad de impurezas (relacion senal: ruido),

seguia siendo baja, imposibilitando su elucidacion.

3.1.b. Efecto del Xcc FV y de la coronatina en la produccion de ERO en células de la guarda

Entre los objetivos de esta primera parte de este trabajo de tesis, nos propusimos investigar el
mecanismo de accion del Xcc FV sobre los estomas. Con este fin decidimos abordar el estudio de
dicho mecanismo comparandolo con el de una toxina de efecto similar producida por Pst DC
3000 llamada coronatina. En la literatura se encontraba descripto que tanto el Xcc FV como la
coronatina reducian el cierre estomatico inducido por ABA y MAMPs (flg22 y lipopolisacarido
en el caso de la coronatina, y lipopolisacarido en el de Xcc FV) (Gudesblat et al., 2009; Melotto et
al., 2006). Sin embargo, no se conocia cémo se comportaban estas toxinas en presencia de otro
inductor del cierre estomatico, la hormona involucrada en la defensa contra patégenos SA. Es
por ello que comenzamos midiendo la apertura estomatica en respuesta a ABA, flg22 y SA, en

presencia o no de estas toxinas (Figura 15A).
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Figura 15. El Xcc FV y la coronatina afectan el cierre estomdtico y la produccién de ERO por ABA y flg22 pero no por SA.
A, Xcc FV (2ul) y la coronatina (COR, 1,56 uM) inhiben el cierre estomdtico inducido por ABA (20 uM) o fIg22 (5 uM) pero
no por SA (10 pM). Las aperturas estomdticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicacion de los respectivos
tratamientos. B, El Xcc FV y la coronatina (COR, 1,56 uM) impiden la produccién de ERO en respuesta a ABA (20 uM) o
flg22 (5 uM) pero no a SA (10 uM). Las ERO fueron detectadas mediante la sonda fluorescente H.DCFDA en células de la
guarda 20 minutos luego de cada fratamiento. En A y B tanto Xcc FV como la coronatina fueron anadidos 10 minutos
antes que el resto de los tratamientos. Letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05 (ANOVA de 1
factor, test de Tukey) en Ay p < 0,05 (ANOVA de 2 factores) en B. Las barras de error representan ES de dos (B) o tres (A)
experimentos independientes, n=40 por ensayo en todas las figuras.

Observamos que, tanto el Xcc FV como la coronatina, son incapaces de inhibir el cierre
estomatico mediado por SA, a diferencia de su ya conocido efecto sobre las respuestas a ABA o
flg22. A la luz de este resultado, medimos la produccion de ERO en células de la guarda, frente a
los mismos estimulos de cierre (ABA, flg22 y SA), en presencia o ausencia de estas toxinas.
Notamos que estos compuestos tienen la capacidad de disminuir la produccién de ERO
inducida por ABA y flg22 (Figura 15B), pero no ejercen este efecto en estomas cuya producciéon
de ERO es inducida por SA. Esta hormona induce la sintesis de estos segundos mensajeros a
través de peroxidasas de pared celular mientras que la flg22 y ABA gatillan la produccion de
ERO a través de NADPH oxidadas (Kadota et al., 2015; Khokon et al., 2011; Kwak et al., 2003;
Mustilli et al., 2002). Estos resultados sugieren que el Xcc FV y la coronatina interfieren con el
cierre estomatico a través de la inhibicién de la produccién de ERO cuya produccion esta
mediada por NADPH oxidasas. De manera consistente con reportes previos (Khokon et al., 2011)
que muestran que la produccién de ERO por SA es mediada por peroxidasas, y como control de
nuestros experimentos, utilizamos el inhibidor de peroxidasas SHAM, observandose que este

pudo inhibir el cierre estomatico inducido por SA pero no por flg22, mientras que el SA fue
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capaz de producir el cierre estomatico normalmente en la mutante atrbohd, afectada en la

percepcion de flg22 (Figura 16A,B).
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Figura 16. El Xcc FV y la coronatina no afectan la produccién de ERO inducida por peroxidasas.. A, SHAM (2 mM) inhibe
el cierre estomdtico inducido por SA (10 uM) pero no por fig22 (5 uM). B, la mutante atrbohd es insensible a flg22 (5 uM)
pero no a SA (10 uM) para la promocién de cierre. En (A), letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05
(ANOVA de 1 factor, Test de Tukey) y ANOVA de 2 factores en (B). Las barras de error representan el ES de dos
experimentos independientes, n=40 por fratamiento.

Ha sido publicado que la flg22 induce la produccién de ERO en discos de hoja (Gomez-Gomez
et al., 2001; Macho et al., 2012). Es por ello que quisimos explorar si el Xcc FV y/o la coronatina
poseian efecto sobre este comportamiento inducido por flg22. Observamos que ninguno de los
compuestos es capaz de alterar la producciéon de ERO inducida por flg22 en discos de hoja
(Figura 17A,B), mostrando que el efecto de estas toxinas en la produccion de ERO en estomas no

ocurre en otros tejidos de hoja.
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Figura 17. El Xcc FV y la coronatina no afectan la produccién de ERO en discos de hoja. A, Xcc FV y la coronatina (COR,
1,56 uM) no impiden la produccién de ERO inducida por flg22 (1 uM) en discos de hoja. Las ERO fueron medidas por el
método de quimioluminiscencia de peroxidasa-luminol y los resultados expresados como unidades relativas de luz (URL).
B, Cuantificacién de los fotones totales de cada tratamiento descripto en A. En (A), letras diferentes indican diferencias
significativas con p < 0,05 (ANOVA de 1 factor, Test de Tukey). Las barras de error representan el ES de dos experimentos
independientes, n=40 por fratamiento. En (B), los valores indicados representan los promedios del conteo total de
fotones de cada tfratamiento. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,01 (ANOVA de 1 factor, Test
de Tukey). Las barras de error representan el ES de tres experimentos independientes, n=12 por tratamiento.

3.1.c. El efecto inhibitorio de Xcc VF y de la coronatina en los estomas requiere NADPH
oxidasas

En concordancia con los resultados mostrados anteriormente, encontramos que ni el Xcc FV ni la
coronatina son capaces de impedir el cierre estomatico inducido por H:0: aplicado

exogenamente (Figura 18A). Esta molécula es producida por superdxido dismutasas, a partir de

aniones superoxido generados por accion de las NADPH oxidasas.
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Figura 18. Xcc FV ni la coronatina pueden inhibir el cierre estomatico inducido por H20: y la coronatina no posee
actividad de scavenger in vitro. A, Xcc FV (2ul) y la coronatina (COR, 1,56 uM) no pueden inhibir el cierre estomdtico
inducido por H.02 (100 pM) exdgeno. Las aperturas estomdticas fueron medidas luego de 1,5 horas de incubacién. B, La
actividad antioxidante del anion superoxido fue determinada por inhibicion de la formacion de adenocromo a 480 nm.
La coronatina fue evaluada en dos concentraciones diferentes: 1,56 uM (1,56 COR) y 5uM (5 COR). El dcido ascoérbico
fue utilizado como control positivo de la actividad antioxidante del anién superoxido a una concentraciéon de 5 UM.
Letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05 (ANOVA de 1 factor, Test de Tukey). Las barras de error
representan ES de dos experimentos independientes.

Quisimos saber si alguno de estos compuestos era capaz de actuar como scavenger del anidén
superdxido. Para ello, estudiamos el efecto de la coronatina sobre la autooxidacion de la
epinefrina (no utilizamos el Xcc FV para este experimento ya que desconociamos su
concentracion molar y su grado de pureza). En un ensayo in vitro en el cual testeamos la
coronatina en dos concentraciones, observamos que este compuesto era incapaz de prevenir la
autooxidacién de la epinefrina, indicando que no acttia como scavenger de aniones superdxido
(Figura 18B) ni tampoco de H202, al no poder impedir el cierre estomatico inducido por esta
molécula (Figura 18A). Para poner a prueba la hipotesis de que estas toxinas pueden inhibir
ERO producidas por NADPH oxidasas, investigamos su efecto en la promocion del cierre
inducido por oscuridad, el cual requiere NADPH oxidasas (Desikan et al., 2004). Observamos
que el cierre estomatico mediado por oscuridad se ve disminuido por el tratamiento con Xcc FV
y coronatina en plantas Col-0 mientras que este efecto se pierde en mutantes atrbohd y atrbohd/f
(Figura 19A); mientras que el inhibidor de NADPH oxidasas difenileniodonio (DPI) revierte el
cierre inducido por oscuridad, dicho cierre se produce normalmente atn en presencia de

SHAM, el inhibidor de peroxidasas (Figura 19B). El agregado de estas toxinas permite revertir el
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cierre estomatico inducido por oscuridad sélo en presencia de SHAM pero no de DPI (Figura
19B). Estos resultados sugieren que estas toxinas requieren de las NADPH oxidasas para inhibir

el cierre inducido por ABA, flg22 y oscuridad.
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Figura

19. El efecto de Xcc FV y la coronatina en el cierre estomdtico requiere la produccién de ERO mediado por NADPH
oxidasas. A, las mutantes atrbohd y atrbohd/f estdn parcialmente afectadas en el cierre estomdtico inducido por
oscuridad y tanto el Xcc FV como la coronatina (COR, 1,56 uM) son incapaces de revertirlo. B, Xcc FV, la coronatina
(COR, 1,56 uM), el DPI (20 uM) pero no SHAM (2 mM) inhiben el cierre estomdtico inducido por osucridad. C, Xcc FV y la
coronatina (COR, 1,56 uM) no logran inhibir el cierre inducido por ABA (20 uM) en las mutantes atrbohd y atrbohd/f. En
(B) el Xcc FV, la coronatina, DPl'y SHAM fueron agregados al inicio de la incubacion en una solucién tampdn 10/10 por 2
horas. En Ay C, tanto el Xcc FV como la coronatina fueron agregados al medio 10 minutos previo a los tratamientos
respectivos. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05 en Ay C (ANOVA de 2 factores) y B
(ANOVA de 1 factor, Test de Tukey). Las barras de error representan ES de dos experimentos en A, B y C, n=40 por
fratamiento en todos los ensayos.

De manera consistente con la hipdtesis del rol inhibitorio del Xcc FV y de la coronatina sobre las
NADPH oxidasas, estos compuestos no tuvieron efecto sobre el cierre inducido por oscuridad
en estas mutantes o en plantas Col-0 tratadas con el inhibidor DPI (Figura 19B). Se observé un
fenomeno similar al evaluar la promocion del cierre por ABA, ya que encontramos que la doble
mutante atrbohd/f, que es solo parcialmente insensible al ABA en el cierre estomatico debido a la
redundancia existente en la senalizacion de esta hormona (Kwak et al., 2003), cierra sus estomas
en una manera muy similar, en presencia o en ausencia de Xcc FV o coronatina (Figura 19C), lo
cual también apoya la hipotesis de que estos compuestos ejercen un efecto inhibitorio sobre las
NADPH oxidasas. Sin embargo, la mutante simple atrbohd, la cual exhibe una respuesta normal
a ABA pero es totalmente insensible a flg22 (Kwak et al., 2003; Macho et al., 2012), también
resulto insensible a Xcc FV y a coronatina para la promocion de cierre estomatico mediada por

ABA (Figura 19C). Este resultado no fue el esperado, dado que hipotetizdbamos que estos
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compuestos probablemente inhibieran AtRBOHF y que, por ello, atin en ausencia de AtRBOHD,

podrian inhibir el cierre estomatico inducido por ABA.

Quisimos evaluar si la posible regulacion de la coronatina y el Xcc FV sobre las NADPH
oxidasas era a través de proteinas quinasa que se sabe regulan por fosforilacion a estas enzimas.
OST1 fosforila y activa a AtRBOHEF (Sirichandra et al., 2009a), mientras que BIK1 hace lo mismo
con AtRBOHD (Kadota et al., 2014; Li et al., 2014). En consecuencia el fenotipo de la mutante
ostl-2 es de insensibilidad a ABA mientras que el bik] es de insensibilidad a flg22 para el cierre
estomatico. Para estos experimentos solo utilizamos coronatina. En ensayos de promociéon de
cierre estomatico observamos que mutaciones que afectan a OST1 y BIKI1, no afectan su
sensibilidad a coronatina para el cierre estomatico inducido por flg22 en el caso de 0st1-2, y por

ABA en el caso de bik1 (Figura 20A, B).
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Figura 20. La coronatina no depende de BIK1 ni de OST1 para revertir el cierre estomatico inducido por ABA y flg22. A, la
mutante bik1 es sensible a coronatina (COR, 1,56 uM) para el cierre inducido por ABA. B, la mutante ost1-2 es sensible a
coronatina (COR, 1,56 uM) para el cierre inducido por flg22. En (A) y (B), la coronatina fue agregada 10 minutos antes
de la aplicacion de los tratamientos indicados. Las lefras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05
(ANOVA de 2 factores).Los datos marcados con asteriscos son significativamente diferentes segin el test de ANOVA *, p
< 0,05. Las barras de error representan ES de dos experimentos, n=40 por fratamiento en todos los ensayos.

3.1.d. La coronatina revela una posible regulacion de ERO sobre componentes de la via de
sefializacion de ABA en estomas
Debido a la insensibilidad de la mutante atrbohd a coronatina, hipotetizamos que una sintesis

anormal de ERO en esta mutante podia estar provocando alteraciones en la red de sefalizacién
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de ABA. Para investigar esta posibilidad, testeamos la capacidad de la coronatina para inhibir el
cierre de estomas inducido por ABA en otras mutantes que, como atrbohd, son también
insensibles a flg22 pero no a ABA para la promocién de cierre estomatico. Con este fin
utilizamos las mutantes mpk6, mpk3 (Montillet et al., 2013), npr1-3 (Zeng and He, 2010) y
lecrkV1.2-1 (Singh et al., 2012). Observamos que en estas mutantes, al igual que en atrbohd, la

toxina era incapaz de inhibir el cierre estomatico mediado por ABA (Figura 21A).
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Figura 21. Las mutantes mpk3, mpké, npr1-3 y lecrkVI-2.1 exhiben insensibilidad a coronatina en respuesta a ABA y a
DPI. A, La coronatina (COR, 1,56 uM) es incapaz de inhibir el cierre estomdtico inducido por ABA (20 uM) en las mutantes
mpk3, mpké, npri-,3lecrkVI-2.1y coil-16. B, la coronatina (COR, 1,56 uM) inhibe la produccién de ERO mediada por ABA
en células de la guarda en las mutantes mpk3, mpké, npri-3 y lecrkVI-2-1. C, la coronatina (COR, 1,56 uM) revierte la
inhibicién de la apertura estomdtica dependiente de luz y mediada por ABA (20 uM) en las mutantes mpk3, mpké, nprl-
3y lecrkVI-2-1. D, El fratamiento con DPI (20 uM) es incapaz de interferir con el cierre estomdtico inducido por ABA (20
UM) en mutantes npri-3, mpk3, mpké y lecrkVI-2-1 pero no en plantas de genotipo silvestre, Col. En (D) DPI fue agregado
a la solucién tampdn de incubacién 10 minutos antes del agregado de ABA (20 uM). En (A), (B) v (C) la coronatina fue
agregada 10 minutos antes que el ABA. En (A), (C) y (D) las aperturas de estomas fueron medidas 1,5 h luego de los
tratamientos. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05 en AB, Cy D (ANOVA de 2 factores). Las
barras de error representan ES de dos experimentos independientes, n=40 por tratamiento (A,B, C y D).
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Como la coronatina inhibe la producciéon de ERO inducida por ABA en plantas Col-0, pensamos
que en las mutantes insensibles a coronatina, dicha produccién no se veria afectada por el efecto
de la coronatina. Sin embargo, observamos que esta toxina si inhibe la produccion de ERO en las
mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI1.2-1 en una manera muy similar a lo que ocurre en plantas
Col-0 (Figura 21B), indicando que estas mutantes estan afectadas rio abajo o de modo
independiente respecto de la produccion de ERO dependiente de NADPH oxidasas. Estos
resultados sugieren que las mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI.2-1 poseen la capacidad de
cerrar los estomas en respuesta a ABA del mismo modo que las plantas Col-0, pero sin requerir
la sintesis de ERO. Es por ello que luego evaluamos el efecto del DPI en el cierre estomatico
mediado por ABA en estas mutantes y encontramos que, de modo similar a lo observado para la
coronatina, este inhibidor impide el cierre de estomas inducido por ABA en plantas Col-0 pero
no en las mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 and lecrkV1.2-1 (Figura 21D), apoyando la hipdtesis de que
estas mutantes pueden cerrar sus estomas en respuesta a ABA, sin depender de la sintesis de
ERO mediada por NADPH oxidasas. Como podria esperarse dada la aparente alteracion que
presentan en la sefalizacion de ERO, encontramos que estas mutantes también poseen
sensibilidad reducida a H20O: aplicado exégenamente (Figura 22). En forma consistente con el rol
de COI1 como el receptor de la coronatina, no observamos un efecto inhibitorio de la coronatina
ni en el cierre estomatico ni en la produccion de ERO en la mutante del receptor, coil-16 (Figura
21A,B). Sin embargo, resultd inesperado que el DPI no lograra inhibir en cierre estomatico
inducido por ABA en esta mutante, lo cual sugiere que la sefializacion de ROS también podria

estar afectada en ella.
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Figura 22. La sensibilidad estomdatica de las mutantes mpk3, mpké, npr1-3 y lecrkVI-2.1 frente a H20; estd disminuida. Las
mutantes mpk3, mpké, npri-3 y lecrkVI-2.1 estdn parcialmente afectadas en la sensibilidad a HxO2 (100 uM). Las
aperturas estomdticas fueron medidas 1,5 h luego de la aplicacién del tratamiento. Las lefras diferentes indican
diferencias significativas con p < 0,05 (ANOVA de 2 factores). Las barras de error representan ES de dos experimentos
independientes, n=40 por tratamiento.

Estos resultados sugieren que las ERO podrian regular negativamente algunos componentes en
la sefializacion de ABA y por ello logran compensar la anormal sefializacion de ERO en las
mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI.2-1, y posiblemente en algunas mutantes de las NADPH

oxidasas.

La coronatina interfiere también con la inhibicién por flg22 de la apertura estomatica inducida
por luz, aliviando el efecto inhibitorio de la flg22 sobre las corrientes de entrada de K* (Zhang et
al., 2008). Dado que existe fuerte evidencia de que la red de sefializacion de ABA difiere entre la
inhibicion de apertura estomatica y en la promocion de cierre (Yin et al., 2013), evaluamos si las
mutantes mpk3, mpké6, npr1-3 y lecrkVI.2-1 estan similarmente afectadas en la sensibilidad a
coronatina en ensayos de inhibiciéon de apertura luminica por ABA. Tal como se observo en los
experimentos de promocion de cierre, la coronatina tampoco pudo impedir la inhibicion de
apertura por ABA en las mutantes nprl-3 y lecrkVI.2-1 (Figura 21C). Como fue reportado
previamente, la mutante mpk3 (Gudesblat et al., 2007), exhibe parcial insensibilidad a la
inhibicion de apertura luminica por ABA. Tanto la mutante mpk3 como la mpké, resultaron sélo
parcialmente insensibles a coronatina. Como era esperado, la mutante coi1-16 resulté también

insensible a coronatina por lo que respondieron normalmente a ABA tanto en presencia como en
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ausencia de este compuesto. Estos resultados indican que los componentes de sefalizacion
afectados por la coronatina, los cuales son requeridos para la sintesis de ERO, estan activos tanto

para la promocion de cierre como la inhibicion de apertura mediadas por ABA.

3.1.e. El MeJA y la coronatina inhiben el cierre de estomas inducido por flg22 a través de
mecanismos diferentes

La coronatina y los jasmonatos activan una cascada de sefalizacion similar, aunque sus efectos
sobre los estomas son diferentes. Debido a la existencia de evidencia conflictiva en la literatura
acerca del efecto que el MeJA posee en estomas (Gehring et al., 1997; Hossain et al., 2011;
Montillet et al., 2013; Savchenko et al., 2014; Suhita et al., 2004; Zhao et al., 2008), que incluyen
resultados que sugieren que la razén de la variabilidad observada de su efecto sobre el cierre
estomatico es debido a las dosis utilizadas (Speth et al., 2009), decidimos primero realizar una
curva dosis respuesta con esta hormona sola y en presencia de flg22. Observamos que el MeJA
por si solo es incapaz de cerrar los estomas en concentraciones que oscilan entre 0,1 nM y 10 uM,
como fue previamente publicado (Montillet ef al., 2013) y que ademas inhibe el cierre mediado

por flg22 en un amplio rango de concentraciones (Figura 23A).
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Figura 23. El MelA previene el cierre estomdtico mediado por fig22 y bacterias de modo independiente de COI1. A, El
MeJA no induce el cierre estomdtico pero si inhibe el cierre inducido por fl22. El MelA fue agregado a las
concentraciones indicadas 10 minutos antes que flg22 (5 uM). B, MeJA (1 uM) pero no la coronatina (COR 1,56 uM)
puede inhibir parcialmente el cierre estomdatico inducido por una cepa deficiente en la produccién de coronatina, Pst
DC 3118, en la mutante insensible a coronafina coil-16. En (A) y (B) el MeJA o la coronatina fueron agregados 10
minutos previo a ofros fratamientos. En (A) y (B) las letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05
(ANOVA de 2 factores). Las barras de error representan ES de dos experimentos independientes, n=40 por tratamiento
en (A.B).
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Aunque en nuestras manos el MeJA no logré promover el cierre de estomas, si pudo inhibir el
crecimiento de la raiz en plantulas, como era de esperar (Figura 24A), lo cual muestra la
actividad bioldgica del MeJA utilizado para los ensayos estomaticos. Mientras que la coronatina
modula la defensa estomatica de forma dependiente de COI1 (Melotto et al. 2006), el MeJA
inhibe el cierre estomatico inducido por flg22 independientemente de su receptor (Montillet et
al., 2013). Consistentemente con este hallazgo, encontramos que el MeJA también es capaz de
inhibir el cierre estomatico inducido por la bacteria mutante en la produccion de coronatina Pst
DCB3118, tanto en plantas silvestres como en la mutante coil-16 (Figura 23B); y que la mutante
myc2, afectada en la sefializacion de JA rio abajo del receptor COIl, exhibié una sensibilidad
normal a la inhibicién de MeJA para el cierre estomatico inducido por flg22 (Figura 24B).
Conociamos que la coronatina mediaba la prevencion del cierre estomatico de modo
dependiente de COI1 y que esta toxina inhibia el crecimiento del largo de raiz (Feys et al., 1994);
sin embargo no sabiamos si estos fenotipos eran también causados por Xcc FV. Como vemos en
la Figura 24C, el Xcc FV no es capaz de inhibir el crecimiento de la raiz, como si lo hace la
coronatina, pero sin embargo, si depende de COI1 para la reapertura estomatica (Figura 24 D),
sugiriendo que es probable que no se trate de una molécula muy similar a la coronatina o a sus
analogos, los jasmonatos. La coronatina es capaz de interferir con el cierre estomatico, activando
los factores de transcripcion MYC2 y éste a su vez a los factores ANAC019, ANACO055 y
ANACOQ72 (Zheng et al., 2012). Para saber si Xcc FV también los requeria, realizamos el ensayo
de apetura estomatica en las mutantes myc2 y triple anac (triple mutante de ANACO19,
ANACO055 y ANACO072) y observamos que este compuesto también es incapaz de reabrir los
estomas en ausencia de estas proteinas, indicando que, por lo visto, estas dos toxinas comparten

mecanismos de accion sobre la sehalizacion estomatica (Figura 24D).
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Figura 24. El efecto del MeJA y Xcc FV en el crecimiento de la raiz y en la promocién del cierre estomatico mediado por
flg22 en la mutante myc2 y triple anac. A, Curva dosis respuesta de MeJA en raices de A. thaliana. B, El MeJA (1 uM)
inhibe el cierre estomatico inducido por flg22 (5 uM) en la mutante myc2. C, El Xcc FV no inhibe el crecimiento de la raiz
a diferencia de la coronatina. D, El Xcc FV no es capaz de revertir el cierre estomdtico inducido por ABA (20 uM) en las
mutantes myc2 ni triple anac. En (A) y (C), los resultados estdn presentados como el promedio del largo de 30 de raices
de pldntulas de 7 dias por tratamiento, colectados de dos experimentos independientes. En (A), los datos marcados con
asteriscos son significativamente diferentes del control no tratado segun el Test de Student, p < 0,05. Letras diferentes
indican diferencias significativas con p < 0,05 (ANOVA de 2 factores) en (B) y (D) y p < 0,05 (ANOVA de 1 factor) en (C).
Las barras de error representan ES de dos experimentos independientes, n=40 por fratamiento en (B) y (D)

Estos resultados concuerdan con hallazgos previos que demuestran un efecto del MeJA sobre los
estomas independiente del receptor COI1, y sugieren que esta hormona ejerce su efecto en los

estomas en forma independiente también de otros componentes de la sefializacion de JA.

3.1.f. El bacteriofitocromo de Xcc, XccBphP, modula la respuesta immune de las plantas

Con el fin de explorar si la mutante de Xcc en el bacteriofitocromo, XccBphP, posee algun rol
bioldgico durante el proceso de colonizacion, realizamos un ensayo de infeccién en plantas de A.

thaliana. Nuestros resultados muestran que, tres dias post-infeccion, la cepa mutante XccBphP
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alcanza un mayor nivel de crecimiento que la cepa silvestre (Figura 25A), mientras que la cepa
complementada con el gen completo (pXccBphP) que expresa dicho fitocromo, muestra un nivel
de infeccién atenuado, similar al de la cepa silvestre. A la luz de este resultado, decidimos
continuar con el estudio de este fenotipo mas virulento, observando qué sucedia con el cierre y
apertura de estomas inducido por esta cepa. Quisimos investigar si la mayor virulencia de la
cepa mutante, durante la infeccidn, se debia a una mayor capacidad de penetrar por los estomas.
Es por ello que medimos la capacidad de promover el cierre estomatico y luego su capacidad de
reabrir los estomas, habida cuenta que Xcc es capaz de producir Xcc FV como ya fue

mencionado anteriormente.
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Figura 25. La mutante del fitocromo, XccbphP, posee caracteristicas mds virulentas que la cepa silvestre. A, Curva de
infeccién a 1, 2 y 3 dias post infeccion de plantas de A. thaliana con las cepas Xcc 8004, XccbphP y la complementada
pXccbphP. Las plantas fueron infectadas por spray a una ODgwo = 0,1. B, Apertura estomdtica de epidermis incubadas a
1y 3 horas con las cepas Xcc 8004, XccbphP y la complementada pXccbphP. C, Aperturas estomdaticas de epidermis
inicialmente incubadas en oscuridad (salvo control con luz) e incubadas en presencia de las cepas Xcc 8004, XccbphP
y la complementada pXccbphP para evaluar su capacidad de reapertura estomdtica luego de 3 horas de incubacién.
D, Medicién de deposicidon de calosa en hojas de pldntulas de A. thaliana 24 horas post incubacién con las cepas Xcc
8004, XccbphP y la complementada pXccbphP y ndvB como control. MgClarepresenta el control con sin tratar. En (A) y
(B) los asteriscos indican diferencias significativas con p < 0,05 en (ANOVA de 2 factores). En (C) y (D) los asteriscos
indican diferencias significativas con p< 0,05 (ANOVA de 1 factor). Las barras de error representan ES de fres
experimentos independientes, n=40 por tratamiento, en todos los experimentos.

Sorprendentemente, los estomas de las epidermis incubadas con XccbphP, permanecian mas

abiertos respecto de aquellas epidermis incubadas con la cepa silvestre (Figura 25B). Vimos
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también que, al igual que en el ensayo de infeccién, la cepa complementada, pXccBphP,
recuperaba el fenotipo de la cepa silvestre. A las 3 horas de incubacién, vemos que Xcc 8004
revierte el cierre estomatico, como la cepa complementada, mientras que XccbphP no presenta
diferencias en apertura respecto de 1 hora post-incubacion (Figura 25B). En este sentido,
quisimos explorar si ese fenotipo de no induccién del cierre de estomas a 1 hora, se debe a un
exceso en la producciéon de Xcc FV. Por ello, realizamos un ensayo de inhibicién de cierre
estomatico inducido por oscuridad. Colocamos a todas las epidermis en condiciones de
oscuridad (salvo el control con luz) solas o en presencia de las distintas cepas de Xcc, con el fin
de ver la capacidad de éstas, de interferir con el cierre estomatico inducido por oscuridad, en un
intento por recrear las condiciones naturales de cierre de estomas nocturno (aunque el cierre
estomatico nocturno también se debe al reloj bioldgico y no sélo a la oscuridad). En la Figura
25C, vemos que la cepa XccbphP interfiere con el cierre en mayor grado que la cepa silvestre y la
complementada, sugiriendo que tal vez esta mutacion desreprime algunos genes involucrados
en la sintesis de este Xcc FV, haciendo que produzca mayor cantidad de esta toxina, lo cual
pudiera enmascarar el cierre estomatico inducido por sus MAMPs a 1 hora post-incubacion.
Dado que esta estimacion de cantidad de Xcc FV no es del todo rigurosa porque no podemos
cuantificar su masa y por ende no podemos estar seguros de que el fenotipo observado se deba a
cantidad de toxina producida, otra explicacidon posible es que esta mutante pueda producir en
mayores cantidades la proteasa de flagelina, AprA, que pudiera estar degradando al flagelo y
asi enmascarar la flg22. También vimos que, al incubar las epidermis en presencia de XccbphP y
flg22, los estomas se cierran a 1 y 3 horas (no mostrado), lo que sugiere que quizas sea mas
factible que XccbphP esté produciendo alguna proteasa y no produciendo mas Xcc FV.
Complementando estas observaciones, evaluamos la capacidad de esta cepa mutante mds
virulenta de suprimir la deposicion de calosa, como otra estrategia de patogenicidad. Como
controles utilizamos la cepa silvestre y la cepa ndvB, la cual ya ha sido descripta y se ha
reportado su incapacidad para suprimir la deposicion de calosa (Rigano et al., 2007a). XccbphP
exhibe un fenotipo de supresion de calosa mayor al detectado para la cepa silvestre, lo que

refuerza sus caracteristicas mas virulentas (Figura 25D).
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3.1.g. Sensibilidad diferencial a coronatina en variantes naturales de A. thaliana

A. thaliana es una especie nativa de Eurasia pero hoy dispersa por todo el mundo. Su habilidad
para propagarse facilmente y su alta variabilidad fenotipica vuelve a esta especie un modelo
ideal para estudios evolutivos funcionales y genéticos (Horton et al., 2012). A la fecha, existen
mas de 1300 variantes naturales de A. thaliana secuenciadas gracias al proyecto “1001 genomas”
llevado adelante en consorcio entre varios laboratorios del mundo (Cao et al., 2011). La
secuenciacion de todos estos genomas de A. thaliana se convierte en una herramienta muy
poderosa para analizar los patrones de variabilidad genética y posibles blancos de seleccion

natural (Horton ef al., 2012).

En este contexto, quisimos estudiar si la sensibilidad a coronatina en diferentes variantes
naturales (ecotipos) poseia una base adaptativa. Si hubiera habido presiéon de seleccion, seria
esperable encontrar variabilidad natural. Dado que coi1-16 es sensible a flg22 y ABA en estomas
(Melotto et al., 2006), no queda del todo claro, a priori, cudl seria la ventaja adaptativa de
expresar COI1 en estomas para la planta, percibiendo a la coronatina producida por Pst DC 3000
que permite un mayor grado de colonizacién del tejido a través de estomas. Por lo tanto
hipotetizamos que durante la evolucién podrian haberse seleccionado variantes alélicas de
COIl(o quizas también de otros elementos de sefializacion de JA) que reduzcan la sensibilidad
estomatica a la coronatina sin disminuir la respuesta contra patdgenos necroétrofos o herbivoros
en otros tejidos. Para examinar esta posibilidad, examinamos el gen COI1 (At2G39940) y su
region promotora en diferentes variantes naturales. Para ello, decidimos hacer una pre-seleccion
de variantes naturales que presentaran variaciéon con respecto a Col-0 (dentro de las que
teniamos en el banco de semillas propio). Elegimos 7 ecotipos (incluido Col-0, de referencia, ver

Seccion 2.17).

Con el grupo integrado por 7 ecotipos, decidimos realizar experimentos de apertura estomatica,
utilizando como control de sensibilidad a coronatina a nuestro ecotipo Col-0 para analizar
sensibilidad diferencial a estas toxinas. A ese grupo de 7 ecotipos le sumamos un conjunto de
145 ecotipos, elegidos al azar dentro de la base de datos, para posteriores analisis evolutivos,

totalizando un n=152 variantes naturales.
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Como ya fue descripto, Pst DC 3000 y Xcc 8004 son capaces de interferir con el cierre estomatico
inducido por MAMPs (Gudesblat et al., 2009; Melotto et al., 2006) ya que producen coronatina y
Xcc FV respectivamente. Para evaluar si alguna de las variantes naturales elegidas era menos
sensible a la coronatina o al Xcc FV, realizamos un ensayo de promocién de cierre estomatico en
las distintas variantes por Pst DC 3000 y Xcc 8004 y durante 1y 3 horas. Como puede verse en la
Figura 26, las variantes naturales evaluadas cierran los estomas de manera similar a Col-0 en
respuesta a Pst DC 3000 y Xcc 8004 al cabo de 1 hora, sin embargo a las 3 horas post incubacion
con las bacterias, las accesiones Mv-0 y ICE-75 mostraron ser insensibles a la coronatina y al Xcc
FV, ya que no pudieron reabrir sus estomas, al revés del resto de los ecotipos (Figura 26A). Sin
embargo, al mirar los experimentos con cada bacteria por separado (Figura 26 A,B), notamos
que hay mucha variabilidad en la sensibilidad a Pst Dc 3000 con respecto a Xcc 8004 en todos los

ecotipos analizados a las 3 horas post-incubacion, salvo Mv-0 y ICE-75.

Para asegurarnos que la incapacidad de reapertura de los estomas de estas dos variantes
naturales se deba efectivamente a la insensibilidad a coronatina y/o al Xcc FV, decidimos evaluar
la respuesta estomatica de estos ecotipos en respuesta a ABA, en presencia de coronatina pura.
Observamos que, a diferencia de lo visto en presencia de las bacterias, los ecotipos Kondara,
Bur-0, Kas-2, también resultaron insensibles a la coronatina, ademas de Mv-0 y ICE-75 (Figura

26C).
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Figura 26. Insensibilidad estomdtica de diferentes ecotipos en A. thaliana a Pst DC 3000, Xcc 8004 y coronatina. A, Las
accesiones Mv-0 y ICE-75 son insensibles a la modulacion estomdtica por Pst DC 3000 (108 UFC/ml) luego de tres horas
de incubacion. B, Los ecotipos Mv-0 y ICE-75 son insensibles a la modulacion estomdtica por Xcc 8004 (108 UFC/ml) luego
de tres horas de incubacién. C, La coronatina (COR, 1,56 uM) es incapaz de inhibir el cierre estomatico inducido por
ABA (20 uM) en los ecoftipos Kondara, Kas-2, Bur-0, Mv-0 y ICE-75. En (C) la COR fue agregada a la solucién tampdn de
incubacién 10 minutos antes del agregado de ABA (20 uM). En (A) y (B) las aperturas estomdticas fueron medidasa 1y 3
h post-incubacién con las bacterias respectivas. En (C) las aperturas de estomas fueron medidas 1,5 h luego de los
fratamientos. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,01 en C (ANOVA de 2 factores). Los
asteriscos indican diferencias significativas segin p < 0,01 en A y B (ANOVA de 2 factores). Las barras de error
representan ES de dos experimentos independientes, n=40 por tfratamiento (A 'y B) y un solo experimento en (C).

Dado que los ecotipos que mostraron variabilidad en la sensibilidad a Pst DC 3000, Xcc 8004 y
coronatina de forma consistente en los experimentos fueron Mv-0 y ICE-75, decidimos

quedarnos con dichos ecotipos como candidatos para futuros experimentos.

A la vista de estos resultados, quisimos examinar si estas variantes naturales de A. thaliana eran
todas igualmente sensibles a MeJA, hormona vegetal cuyo receptor es COIl, en ensayos de
inhibicion de crecimiento de la raiz. Para poder realizar este ensayo, crecimos plantulas de A.
thaliana en medio liquido en presencia y ausencia de MeJA y evaluamos el crecimiento de la raiz

7 dias post tratamiento.
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Figura 27. Ensayo de largo de raiz en plantulas de distintas accesiones de A. thaliana en respuesta a MelJA. El ecofipo
ICE-75 presenta insensibilidad a MeJA (50 uM). Semillas estériles de A. thaliana fueron germinadas en medio MS dgar.
Dos dias post germinacion, fueron seleccionadas aquellas pldntulas que se mostraron parejas en su crecimiento y se
traspasaron en esterilidad a medio liquido MS'a2x durante 5 dias en presencia o ausencia de MelJA (50 uM). A la semana
de comenzado el experimento, las raices de las pldntulas fueron medidas utilizando el software Image J. Los resultados
muestran el promedio de dos ensayos independientes donde el n = 10 en cada tratamiento. Dos asteriscos indican
diferencias significativas con p < 0,01 (ANOVA de 2 factores). NS, no significativo.
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Como puede verse en la Figura 27, el tinico ecotipo insensible al agregado de MeJA fue ICE-75,
que a su vez, fue una de las dos variantes naturales que siempre mostraron insensibilidad tanto
a bacterias como a coronatina en su respuesta estomatica. Dado que ICE-75 parece ser insensible
también a MeJA, pareceria que esta variante natural puede poseer algin problema en la
percepcion tanto de MeJA como de coronatina a través de su receptor COI1, o en su sefializacion
rio abajo. Estos resultados sugieren que el receptor COI1 de este ecotipo, podria estar afectado
en general y no de modo especifico en la percepcion de coronatina, como hubiéramos esperado.
No sucede lo mismo con el ecotipo Mv-0 que muestra normal sensibilidad a MeJA pero
insensibilidad a coronatina a nivel estomatico. Por lo tanto la o las mutaciones responsables de
la insensibilidad a coronatina de Mv-0 serian de potencial utilidad para transferirlas a especies

de interés agrondmicos de manera de hacerlas resistentes a Pst DC3000.

Habiendo encontrado variabilidad en la sensibilidad a coronatina en algunos ecotipos de A.
thaliana, hipotetizamos que la causa de este fenotipo podia deberse a alguna presién de
seleccion, durante la evolucion, del gen COI1 ejercidas por bacterias productoras de coronatina o

de toxinas de modo de accidon similar.

Para poner a prueba esta hipotesis, decidimos realizar tests evolutivos para evaluar si la
variacion presente en el gen COI1 de distintos ecotipos, comparadas con Col-0, se podia atribuir
al efecto de la selecciéon natural. Dado que nuestro analisis estd circunscripto a variantes
naturales dentro de una misma especie, elegimos una prueba que nos brinde informacion acerca
de la neutralidad o no de los polimorfismos encontrados: Test de Tajima (Simonsen et al., 1995;
Tajima, 1989). La prueba de Tajima consiste en un test estadistico que analiza si la variacion
nucleotidica que se observa en un conjunto de secuencias de ADN puede explicarse por una
evolucion neutral, es decir por un equilibrio entre la mutacion y la deriva génica. Si la hipotesis
nula de la prueba es rechazada, pueden plantearse diferentes escenarios para explicar los
patrones de variacion tales como la seleccion natural, ya sea positiva, equilibradora o negativa y
aspectos relacionados con la demografia de las poblaciones naturales. Para realizar esta prueba
se necesitan, al menos, 3 secuencias homologas de ADN a comparar. El estadistico de Tajima

computa la relaciéon entre el nimero total de polimorfismos de todas las muestras a evaluar
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(estimador O, que es independiente de las frecuencias alélicas y del tamafio de la muestra) y el
numero promedio de mutaciones entre pares de secuencias dentro del total de la muestra
(estimador ). El resultado permite apoyar o no la hipdtesis de que la secuencia de interés

evaluada ha sufrido algtin proceso de seleccion.

Decidimos entonces realizar el test de Tajima en una muestra conteniendo la secuencia del gen
COlI1, incluyendo sus intrones y exones y su regién promotora. Utilizamos las secuencias de
COI1 de 152 accesiones, utilizando Col-0 como nuestra referencia e incluyendo en el analisis las
accesiones ensayadas experimentalmente. Todas las secuencias fueron obtenidas de la base de
datos de secuenciacion del proyecto “1001 genomas”. El Software utilizado en este andlisis se

detalla en la Seccion 2.17.

La salida del programa, al analizar las secuencias de COI1 en los mencionados ecotipos, se

muestra en la Figura 28.

Taiima's Test

|
Input Data File: C:%x.__\FASTA archivosilaila_fas
Population used: thaliana
Humber of sequences used: 152
Selected region: 1-5000 MNumber of sites: 5000
Total number of sites [excluding sites with gaps / missing data): 4927

sites. 5: 110

of i
Total number of mutations. Eta: 110

A g ber of leotide di . k: 19.26847
Nucleotide diversity. Pi: 0.00391

Theta (per sequence] from Eta: 19.65057
Theta [per site) from Eta: 000399

Tajima's D: -0.06181  Statistical signifi - Mot signifi . P> 010

Sliding Window Dption

Sites with alignment gaps were not counted in the window length [and slide]
window length: 100 Step size: 25
n_d__ not determined: # P<0.10: = P<0.05; == P<0.01; === P<0.001

1z and N

Total number of sites in coding regions: 1778

Total ber of sites or codons with gaps: 1779
Total number of sites in noncoding regions: 3221
Total ber of sites in di i ing gaps/missing data: 3148

Coding region: Tajima’s D: 0.07282 Mot significant. P > 0.10
Total number of polpmorphic sites:

Synonymous sites: Tajima’s D(Syn): -0.61210 Mot significant. P > 0,10
Total number of polpmorphic sites: 5

HonSynonymous sites: Tajima’s D[NonSyn): 0.33296  Not significant. P > 0.10
Total number of polpmorphic sites: 1

Silent sites: Tajima’s D(Sil): -0.14420 _ Not significant, P > 0.10
Total number of polymorphic sites: 93

Taiima's D [NonSyn/Syn]) ratio: -0.54396

Figura 28. Tabla de salida de la ejecuciéon de la prueba Tajima. El valor del estadistico Tajima D es -0,06181 y en
consecuencia la prueba no permite rechazar la hipétesis nula de modelo neutro o al azar.

Viendo el valor del estadistico (Tajima D: -0,06181), muy cercano a cero y no significativo (NS)
(Figura 28), podriamos decir que la variacion total observada en estas secuencias de COI1 no se
desvia de lo esperado bajo un modelo de evolucién neutral. A continuaciéon mostramos la
distribucion del estadistico D de Tajima a lo largo de toda la secuencia nucleotidica analizada de

COI1.
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En la Figura 29 se muestra la distribucion del estadistico D de Tajima en toda la secuencia

nucleotidica analizada de COI1.

3° exon 2° exon 1° exdén Regién promotora

Figura 29. Distribucion de estadistico D en funcién de la posicion nucleotidica. Distribucidn del estadistico D (en rojo) a lo
largo del locus COI1. Las barras verticales negras indican la separaciéon entre exones, intrones (11 e 12) y la regién
promotora del gen.

Al observar la distribucion del estadistico D, vemos que existen zonas del locus con valores de D
maximos por encima de cero (en el 1° exdn, en la region promotora) y valores minimos
negativos en el intrén 1. Estos resultados nos condujeron a estrechar las porciones del locus a
analizar, si bien la prueba no es significativa para el locus completo. Analizamos cada posicion
nucleotidica y su valor de D en las zonas en las cuales hay mayores diferencias respecto de 0, y
vimos que la prueba de Tajima es significativa (p < 0,01 **) en las zonas 2485-2584 pb, 2510-2609
pb, correspondientes al 1°exdn y a las regiones 3339-4038 pb, 3130-4080 pb, correspondientes a la
region promotora, todos con valores maximos de D. Una posible interpretacion de este resultado
es que este valor positivo de D en esas regiones esté indicando seleccion equilibradora. Este
tipo de seleccion favorece que se mantengan los polimorfismos dentro de cada poblacion y
existen diferentes modelos tales como el de ventaja del heterocigota, la selecciéon dependiente de
las frecuencias y la seleccién episddica. Otra posibilidad es que esto refleje la estructuracion

poblacional de las muestras (dado que las mismas provienen de distintas poblaciones) o un
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cuello de botella reciente. Sin embargo estas tltimas opciones parecen menos probables porque
la estructuracion y demografia afectan por igual a todas las regiones génicas y aqui vemos un

efecto sobre un exdn y la regiéon promotora.

Finalmente, aplicamos otra prueba estadistica para ver si la variacién observada en el gen COI1
podria explicarse por seleccién natural. Para ello realizamos la prueba de Mc Donald and
Kreitman, que tiene en cuenta sélo las regiones codificantes del locus y utiliza una especie
cercanamente emparentada con nuestro taxon de interés, preferentemente la especie hermana.
En este caso utilizamos a A. lyrata. Esta prueba permite comparar el polimorfismo dentro de una
especie y divergencia entre especies (sustituciones) que bien pueden ser sindnimas o no
sindnimas. Las sustituciones sindnimas son aquellas que en las cuales una mutaciéon puntual en
una posicion en el ADN, no cambia el aminoacido codificado por el codén, de modo que la
mutacion es silenciosa y el fenotipo es el mismo, mientras que una sustitucion no sinéonima es
aquella en la cual un cambio en un nucleétido en el ADN da por resultado un cambio de
aminodcido y el fenotipo puede ser diferente. La prueba se basa en estudiar si la proporcién de
variacion no sinénima a sindnima es igual dentro y entre especies mediante una tabla de 2x2. La
hipotesis nula de esta prueba es que la relacion entre sustituciones no sinénimas y sindénimas
dentro de la misma especie y la relacién de la variacion no sinénima y sinénima entre especies

es la misma. Esto es lo que se espera si la evolucion para este locus es neutral.

============== McDonald and Kreitman T able =—=============
Silent Subshitutions:

Fixed differences between species: 2680 Polymorphic sites: 93
Honsynonymous Substitutions:

Fixed differencez between speciez: 938 Polymorphic sites: 17

Neutrality Index. MI: 0,522
Alfa value: 0478

Fizher's exact test. P-value [two tailed): 0010900~

G test. G value: 6,818 P-value: 0,00902==

G value with Williams" correction: 6. 775
P-value: 0.00925==

G walue with Yates" comrection: 6,187
P-value: 001287~

*0.01<P<0.05; == 0.001<P<0.01; === P<0.001

Figura 30. Tabla de salida de la prueba de McDonald and Kreitman. La tabla muestra las sustituiciones sindnimas y no
sinbnimas entre las especies A. thaliana y A. lyrata. El resultado de la prueba es significativo con 0,01<p<0,05.

Como vemos en la Figura 30, esta prueba arroja un resultado significativo, es decir que se

rechaza la hipdtesis nula de neutralidad.
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Una forma sencilla de ver hacia donde se produce el desvio es mediante el indice de neutralidad

(IN). Este se calcula como:

Polimorfismo no sinénimo
Polimorfismo sinénimo
Sustituciones no sinénimas
Sustituciones sinanimas

IN =

El IN cuantifica el grado de desvio respecto de la neutralidad, en el cual se asume que las
sustituciones sindonimas son neutrales, ya que no tienen un efecto sobre el fenotipo. Un IN >1
indica un exceso de polimorfismo no sinénimo y, por lo tanto, seleccién negativa. Un NI < 1
muestra un exceso de divergencia no sinénima, indicando que las mutaciones no sinénimas se
han fijado mas rapido que lo esperado por deriva génica y, por lo tanto, un efecto de la seleccion

positiva.

Nuestros resultados muestran que el IN para el gen COI1 es de 0,522 sugiriendo que a lo largo
de la historia evolutiva de este gen han ocurrido fijaciones adaptativas de variantes

aminoacidicas.

3.2. PARTE II Estudio de los mecanismos de accion del glucano p-(1,2) ciclico como

supresor de la respuesta inmune vegetal.

3.2.a. El glucano B-(1,2)-ciclico interfiere en la respuesta inmune inducida por flg22

Previamente en la literatura habia sido reportado por nuestro grupo, que hojas de N.
benthamiana y A. thaliana, pre-infiltradas con glucano (-(1,2)-ciclico 24 horas antes de la infeccion,
recuperaban sintomas severos de enfermedad en respuesta a Xcc ndvB, cepa defectiva en la
produccion de glucano B-(1,2)-ciclico y muy poco infectiva per se (Rigano et al., 2007a). Sin
embargo, el rol del glucano 3-(1,2)-ciclico en la respuesta inmune inducida por flg22 no habia
sido hasta aqui estudiado. Ha sido descripto que el pre-tratamiento de hojas de A. thaliana con
flg22, induce la defensa de la planta frente a la infeccién con Pst DC 3000 (Zipfel et al., 2004). Con
el propdsito de determinar si el glucano (-(1,2)-ciclico interfiere con la defensa estimulada
debido al tratamiento con flg22, llevamos adelante un ensayo de infeccidon en plantas de A.

thaliana de 4 semanas (Figura 31). Pre-infiltramos las hojas con una solucién de flg22 (100nM),
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glucano B-(1,2)-ciclico (50ug/ml), solas o en combinacién, 24 horas antes de llevar a cabo la
inoculacion con la mutante Xcc ndvB, comprometida en la produccion de glucano 3-(1,2)-ciclico.
Utilizamos esta cepa mutante en las infecciones ya que desedbamos examinar el rol del glucano
[3-(1,2)-ciclico purificado. Como controles, utilizamos la cepa silvestre Xcc 8004, que sintetiza
glucano (-(1,2)-ciclico normalmente, pre-tratada con agua o con una solucién de flg22. Como
esperdbamos, el pre-tratamiento con flg22, redujo significativamente los niveles de infeccion de
Xcc ndvB y de Xcc 8004 (Figura 31 A, B). Asimismo, el pre-tratamiento de glucano (3-(1,2)-ciclico,
restaurd los sintomas de infeccién y colonizacidon dentro de la planta infectada con Xcc ndvB.
Interesantemente, la co-infiltracion de flg22 y glucano (3-(1,2)-ciclico en las hojas, inhibid este
nivel de proteccion conferido por el tratamiento con flg22, dando por resultado una colonizacion
bacteriana mds extensa y sintomas severos de infeccion (Figura 31 A,B) y sugiriendo una

interferencia del glucano ciclico sobre el efecto inductivo de la respuesta inmune vegetal por

parte de la flg22.
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Figura 31. El glucano B-(1,2) ciclico interfiere con la defensa inducida por flg22. A, Crecimiento de Xcc 8004 y Xcc ndvB
(ODsoo =0,1) en plantas Col-0 inoculadas por spray a 0y 4 dias post infeccién (dpi). H20, flg22 (100nM) y glucano B-(1,2)-
ciclico (50pg/ml) fueron infiltrados 24 horas previo a la infeccidon bacteriana. Los valores mostrados corresponden a
valores + ES (n = 2). Las letras diferentes indican diferencias significativas con un p < 0,05 (ANOVA 2 factores). Las barras
de error representan el ES de dos experimentos independientes. UFC, unidades formadoras de colonias. B, Sintomas 5
dias post-infeccién con Xcc 8004, Xcc ndvB vy los tratamientos indicados, en hojas de A. thaliana. C, Inhibicién del
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crecimiento de raiz en pldntulas de 7 dias tratadas con H20, flg22 (100nM), glucano B-(1,2)-ciclico(50pug/ml) o una
combinacién de compuestos. La longitude de la raiz fue medida utilizando el software Image J. Las letras diferentes
indican diferencias significativas con un p < 0,01 (ANOVA 1 factor).

Otro de los fenotipos de la flg22 muy estudiados es la inhibiciéon del crecimiento de la raiz
(Boller and Felix, 2009; Gomez-Gomez et al., 1999). Dado que el glucano (-(1,2)-ciclico altera la
proteccion a la infeccion que ejerce la flg22, quisimos examinar si también este compuesto
evitaba la inhibicidn del crecimiento de la raiz, mediado por flg22, en plantulas de A. thaliana. En
la Figura 31 C, podemos observar que, tanto las plantulas control sin tratar como aquellas
tratadas con glucano [(-(1,2)-ciclico purificado, son indistinguibles, indicando que este
compuesto no posee ningun efecto téxico per se. En presencia de flg22, el glucano 3-(1,2)-ciclico
tampoco tuvo efecto sobre la inhibicion del crecimiento mediada por flg22. Estos resultados
indican que el glucano (3-(1,2)-ciclico es capaz de suprimir la defensa inducida por flg22 en A.

thaliana pero no contraresta el efecto inhibitorio en el crecimiento de raiz mediado por flg22.

3.2.b. El glucano p-(1,2)-ciclico suprime la deposicion de calosa inducida por flg22 y
disminuye la expresion de PR1 estimulada por flg22 y SA

Hojas de N. benthamiana infectadas con Xcc ndvB, exhiben niveles considerablemente mayores de
deposiciéon de calosa que aquellas infectadas con la cepa silvestre Xcc 8004 o con Xcc ndvB pre-
tratadas con glucano [-(1,2)-ciclico (Rigano et al., 2007a). La flg22 dispara una cascada de
sefializacion que incluye la deposicion de calosa (Clay et al., 2009) y la expresién de genes
relacionados con la defensa (Navarro et al., 2004), como PR1. Para profundizar en el estudio del
efecto del glucano (3-(1,2)-ciclico sobre las respuestas mediadas por la flg22, decidimos testear la
capacidad del glucano -(1,2)-ciclico de inhibir la deposicién de calosa y la expresion de PRI,
ambos procesos mediados por flg22. Encontramos que el glucano [(-(1,2)-ciclico reduce
fuertemente la deposicion de calosa inducida por flg22 y nuevamente vemos que no tiene efecto

por si solo (Figura 32 A, B).
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Figura 32. El glucano ciclico suprime la deposicién de calosa inducida por flg22 y disminuye la expresién de PR1
promovida por flg22 y SA. A, NUmero promedio de depdsitos de calosa/mma2. La tincién de calosa fue llevada a cabo 24
horas post-incubaciéon de las pldntulas con flg22 100nM vy glucano B-(1,2)-ciclico (50ug/ml). Las barras de error
representan valores de ES de dos experimentos independientes. Las letras diferentes indican diferencias significativas
con un p < 0,01 (ANOVA 1 factor). B, Imdgenes representativas de hojas de A. thaliana se muestran en la figura. Los
depdsitos de calosa (puntos blancos brillantes) fueron observados utilizando microscopia de fluorescencia. Escala=
20um. C, Los niveles de expresidon de PR1 fueron determinados por gRT-PCR. Se exhiben los niveles relativos de expresidon
de PR1 a diferentes tiempos (0, 4, 12 y 24 h) luego del agregado de flg22 (100nM) y glucano B-(1,2)-ciclico (50ug/ml). D,
gRT-PCR para monitorear la expresion de PR1 y PDF1.2 a 24 horas post-incubacién con TmM SA, 0,TmM MeJA, glucano
B-(1,2)-ciclico (50ug/ml) o una combinacién de los compuestos detallada en la figura. En (C) y (D), los valores de
expresion obtenidos estdn relativizados al gen de referencia enddégena EFl1a (At1g18070) y normalizados a plantas no
tratadas. Se muestran valores + ES (n = 4). Los asteriscos indican diferencias significativas (* = p valor < 0,05).

Al estudiar si el glucano (3-(1,2)-ciclico modulaba, en plantulas de A. thaliana, la expresion de
PR1, inducida por flg22 a diferentes tiempos post-inoculacion con los compuestos, observamos
que, luego de 12 y 24 horas post co-incubaciéon de flg22 y glucano (3-(1,2)-ciclico, éste ultimo
redujo los niveles de expresion de PR1 inducidos por flg22, de modo significativo (Figura 32 C).
Nuevamente, y de modo consistente con los ensayos previos, el glucano (3-(1,2)-ciclico no tuvo
efecto alguno sobre la expresion de PRI. En un reporte previo, se mostr6 evidencia del efecto
supresor de SA, a través de la modulacion de PRI, sobre la expresion de PDF1.2, un gen
inducido por MeJA, antagonizando de este modo la sehalizacion de la via hormonal del JA (Van

der Does et al., 2013). Dado que el glucano -(1,2)-ciclico inhibe algunas respuestas mediadas por
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flg22, incluyendo la expresiéon de PRI, nos preguntamos si este compuesto era capaz de
interferir con la expresion de este gen, cuya induccién fuera mediada por SA esta vez. Con este
objetivo, monitoreamos la expresion de PR1 y PDF1.2 luego de 24 horas de tratamiento con SA,
glucano -(1,2)-ciclico o una combinacién de ambos. Como controles usamos MeJA y MeJA en
combinacion con SA. Observamos que el glucano 3-(1,2)-ciclico suprime significativamente la
expresion de PR1 mediada por SA, 24 horas post-incubaciéon con ambos compuestos (Figura 32
D), pero no tiene efecto por si solo en la expresion de PDF1.2. Estos resultados sugieren que la
supresion ejercida por el glucano -(1,2)-ciclico sobre los niveles de PR1, inducidos por SA, no se
debe, en principio, al establecimiento de un antagonismo entre el SA y el JA sino que el glucano
-(1,2)-ciclico es capaz de suprimir la induccién de PR1 mediada por SA, y con ello, la defensa

asociada a esta respuesta hormonal, sin activar la via del JA.

3.2.c. El glucano B-(1,2)-ciclico modula la expresion de genes de respuesta temprana y la
produccion de ERO inducida por flg22

La percepcion de flg22 por parte de la planta activa rapidamente la cascada de sefializacion de
defensa, que incluye la produccion de ERO (Torres et al., 2005), activacion de MAPK (Asai et al.,
2002) y expresion temprana y tardia de genes (Denoux et al., 2008). Tanto la supresion de la
deposicion de calosa como la expresion de PR1 por accién del glucano (3-(1,2)-ciclico, nos llevé a
investigar si este compuesto era capaz de interferir con la produccion de ERO y/o modular la
expresion temprana de genes inducidos por flg22. Con este objetivo, realizamos un ensayo de
luminiscencia para testear el efecto de glucano 3-(1,2)-ciclico en la produccion de ERO inducida
por flg22 en discos de hoja de A. thaliana. Como puede observarse en la figura 33 A, cuando se
los aplica de manera simultanea el glucano -(1,2)-ciclico reduce significativamente la induccion
de ERO, gatillada por flg22, en un lapso de 40 minutos post-incubacion mientras que por si solo,

el glucano (3-(1,2)-ciclico no induce su acumulacion.
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Figur
a 33. El glucano B-(1,2)-ciclico modula la producciéon de ERO y suprime la expresion temprana de WRKY22, WRKY33,
MPK3 y BIK1, todas respuestas inducidas por flg22. A, La produccion de ERO fue inducida con TuM flg22 y el glucano p-
(1.2)-ciclico fue anadido simultdneamente con flg22. La produccién de ERO fue medida por el método de
quimiolumiscnecia basado en el dUo peroxidasa (HRP) y luminol y los resultados estdn expresados como unidades
relativas de luz (URL). Los valores presentados son promedios + ES (n = 24). Las barras de error representan ES de dos
experimentos independientes, n=12 por ensayo. Las letras diferentes indican diferencias significativas con un p < 0,05
(ANOVA 1 factor). B, La expresidn relativa de los genes WRKY22, WRKY33, MPK3 vy BIK1 fue determinada por gRT-PCR.
Expresion relativa de los niveles de WRKY22, WRKY33 y BIK1 a diferentes tiempos (0, 30 and 60 min para WRKY22; 1 and 4 h
para WRKY33, MPK3 y BIK1) luego del agregado de flg22 100nM y glucano p-(1,2)-ciclico (50ug/ml). La expresién de
estos genes es relativa al gen de referencia enddgeno EF1a y normalizados respecto de plantas no fratadas. Los valores
mostrados son valores promedio + ES (n = 4). Los asteriscos indican diferencias significativas (* = p valor <0,05).

Decidimos investigar si el glucano B-(1,2)-ciclico inhibe la expresion de los genes WRKY22,
WRKY33, MPK3 y BIKI1, que se sabe son inducidos en respuesta a flg22 como parte de la
inmunidad inducida por MAMPs/patdgenos (PTI). Encontramos que el glucano (3-(1,2)-ciclico
contrarresta, en todos los casos, la expresion temprana de estos genes, inducida por flg22 (Figura
33 B), sugiriendo que este compuesto tienen la capacidad de suprimir de modo temprano y

tardio varios de los eventos que tienen lugar durante la respuesta inmune PTL

3.2.d. La virulencia de Xcc mediada por el glucano p-(1,2)-ciclico requiere dos proteinas
quinasas con dominio LysM en A. thaliana, LYK3 y LYK4

Recientemente, se ha reportado que la proteina de membrana con dominio LysM, LYKS3, esta
involucrada en la supresiéon por accion de los factores NOD sobre la produccion de ERO vy la

fosforilacion de MAPK, inducida por flg22 (Liang et al., 2013). Dado que el glucano B-(1,2)-
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ciclico, como los factores NOD, afectan varias respuestas tempranas durante la respuesta PTIL,
particularmente en respuesta a flg22, y dada la naturaleza parcialmente glucosidica de estos
factores, quisimos estudiar si el glucano 3-(1,2)-ciclico requeria de alguno de los miembros de la
familia de las proteinas con dominio LysM (LYK) para ejercer su accion supresora. Para
contestar esta pregunta, utilizamos un abordaje de genética reversa, aprovechando la existencia
de mutantes [yk de pérdida de funcion, involucradas en la percepcién/ sefializacion de los
factores NOD. Para testear si el glucano [-(1,2)-ciclico requiere alguno de estos elementos
genéticos para lograr que Xcc colonice exitosamente el tejido vegetal, realizamos un ensayo de
infeccion utilizando la cepa silvestre Xcc 8004 y la cepa Xcc ndvB. La infeccion fue llevada a cabo
en los genotipos silvestre de A. thaliana (Col-0) y en las mutantes lyk1, lyk2, lyk3 y lyk4. Dado que
las mutantes Iyk exhiben una normal percepcion y respuesta a flg22, ya que poseen intacto el
complejo FLS2-BAK1, es posible evaluar el rol del glucano B-(1,2)-ciclico en las respuestas a
flg22 en estas mutantes. Observamos que, 4 dias post-infeccién, mientras Xcc 8004 alcanzd
niveles altos de colonizacidn en la planta salvaje y en las mutantes lyk1 y Iyk2, las mutantes Iyk3
y lyk4 exhibieron resistencia a la infeccion con Xcc 8004, mostrando que el efecto supresor de la
respuesta inmune ejercido por el glucano p-(1,2)-ciclico requiere de las proteinas LYL3 y LYK4

(Figura 34 A).
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Figura 34. El glucano B-(1,2)-ciclico require los elementos LYK3 y LYK4 para ejercer la virulencia de Xcc 8004 y para
suprimir la produccién de ERO inducida por flg22. A, Crecimiento de Xcc 8004 y Xcc ndvB (ODewo =0,1) en plantas Col-0 y
en las mutantes IykT, lyk2, lyk3 y lyk4 4 d post-inoculacién (dpi). Los valores mostrados corresponden a promedios + ES (n
= 2). Letras diferentes indicant diferencias significativas con un p < 0,05 (ANOVA 2 factores). Las barras de error
representan ES de dos experimentos independientes. UFC, unidades formadoras de colonias. B, Producciéon de ERO
inducida por 1 uM flg22. El glucano-(1,2)-ciclico fue afadido simultdneamente con la flg22 en Col, y mutantes lykl, lyk2,
lyk3 y lyk4. La produccién de ERO fue medida utilizando el método de quimioluminiscencia basado en el duo de
peroxidasa (HRP) y luminol y los resultados se expresan en unidades relativas de luz (URL). Los valores se expresan como
promedios + ES (n = 24). Las barras de error representan ES de dos experimentos independientes, n=12 por ensayo. Letras
diferentes indican diferencias significativas con un p < 0,05 (ANOVA 2 factores).

Como esperabamos, Xcc ndvB, exhibié menores niveles de infeccion en plantas Col y también
este fenotipo fue observado en todas las mutantes Iyk. A la luz de este resultado, decidimos ver
si el glucano -(1,2)-ciclico también requiere de estos genes para suprimir la produccion de ERO

inducida por flg22. Para ello, medimos, mediante un ensayo de luminiscencia, la producciéon de
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ERO en presencia de flg22 y glucano (3-(1,2)-ciclico, en las mutantes Iyk y en Col-0, como control.
Encontramos que, aunque lyk1 y Iyk2 fueron tan sensibles como Col-0 al efecto del glucano 3-
(1,2)-ciclico sobre la produccién de ERO mediada por flg22, Iyk3 y lyk4 fueron insensibles a este
compuesto en su rol supresor de ERO sobre la flg22. (Figura 34 B). Estos resultados sugieren
que, tanto LYK3 como LYK4 podrian estar actuando como componentes genéticos capaces de

percibir al glucano (-(1,2)-ciclico o como participes de la cascada de senalizacion que este

compuesto desencadena para ejercer su accion.

3.2.e. Las membranas de A. thaliana poseen sitios de union especificos a glucano B-(1,2)-
ciclico

Dada la evidencia de la afinidad del glucano 3-(1,2)-ciclico de B. japonicum a membranas de soja
(G. max) (Bhagwat et al., 1999) y, en concordancia con la evidencia de que el glucano (3-(1,2)-
ciclico de Xcc cumple un rol en la modulacién de las respuestas tempranas inducidas por flg22,
decidimos investigar si el glucano 3-(1,2)-ciclico de Xcc se une a membranas de A. thaliana, lo
cual implicaria que seria percibido a través de un receptor especifico. En estos ensayos,
utilizamos el glucano B-(1,2)-ciclico marcado radiactivamente con el isétopo *C. Para poner a
prueba esta hipotesis, realizamos, en primer lugar, un ensayo de cinética para evaluar la posible
union de este compuesto a las membranas durante un periodo de tiempo. La incubacion de
membranas de A. thaliana en presencia de [“C] glucano (-(1,2)-ciclico a diferentes tiempos
durante 90 minutos mostré6 que la unién de este compuesto a las membranas ocurre
rapidamente (Figura 35A), alcanzando un plateau dentro los primeros 20 minutos, en

concordancia con la posibilidad de uniones especificas ligando-receptor.
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Figura 35. Extractos de plantas de A. thaliana tienen sitios de afinidad por glucano-(1,2)-ciclico. A, Cinética de unién de
['4C] glucano-(1,2)-ciclico (4.76.10¢ com/umol) a membranas de A. thaliana por 90 minutos. B, Curva de binding (curva
de saturacion) de ['“C] glucano-(1,2)-ciclico a membranas de A. thaliana. Los extractos fueron incubados con diferentes
concenfraciones de de [14C] glucano-(1,2)-ciclico (4.76.10¢ com/umol) como se indica en la figura, por 1 hora a 28°C.
La radiactividad retenida en los extractos fue medida en un contador de centelleo, luego del lavado de los extractos
en filtros. Los valores de binding fueron ajustados de acuerdo a la ecuacién de una hipérbola rectangular, obteniendo
una Kd de 2.397 uM (software GraphPad Prism). Los resultados mostrados son el promedio de cuatro experimentos
independientes. C, Ensayo de desplazamiento de una concentracion constante y saturante de [14C] glucano-(1,2)-
ciclico (4.76.10¢ com/umol) en presencia de diferentes concentraciones de glucano-(1,2)-ciclico no marcado (frio). Los
resultados se expresan como el promedio de dos experimentos independientes.

Luego, realizamos una curva de saturacion, con concentraciones crecientes de ['“C] glucano 3-
(1,2)-ciclico, a un tiempo fijo (60 minutos), correspondiente al tiempo de saturacion obtenido de
la Figura 35 A. Los valores obtenidos de union especifica ajustan bien a una hipérbola
rectangular, resultando una constante de afinidad Ku de 2,397uM (Figura 35 B). Finalmente,
llevamos adelante un ensayo de desplazamiento de la marca radioactiva, usando glucano f3-
(1,2)-ciclico frio en concentraciones crecientes. Trabajamos con una concentracion saturante [*C]
glucano (-(1,2)-ciclico para asegurarnos que todos los presuntos sitios de union estén ocupados
por el compuesto de interés y fuimos desplazando con concentraciones crecientes de glucano (3-
(1,2)-ciclico frio. Encontramos en este ensayo que el 50% de la marca radiactiva fue desplazada
por una concentraciéon de, aproximadamente, 7uM de glucano (-(1,2)-ciclico frio (Figura 35 C),
sugiriendo que el glucano (-(1,2)-ciclico se uniria a membranas de A. thaliana con relativa

afinidad.

3.3. PARTE III Rol de los componentes estructurales del xantano en la virulencia de

Xcc

3.3.a. Caracterizacion preliminar de cepas de Xcc productoras de distintas variantes
estructurales de xantano

Para estudiar qué componentes de la molécula de xantano son esenciales para que este EPS
pueda actuar como factor de virulencia, analizamos cuatro cepas de Xcc defectivas en proteinas
involucradas en la biosintesis de las unidades repetitivas del xantano, utilizando como controles

la cepa salvaje y una cepa no productora de xantano, como se detalla en la Tabla N°3.

Cepa Deficiente en: Caracteristicas

XcFC2 - Cepa silvestre. Control positivo.
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Xc1231 Operén gum No produce xantano. Control negativo.

Sintetiza un polisacarido compuesto por unidades repetitivas
Xl I tretrasacaridicas o poli-tretra-sacarido. La cantidad de poli-tetrasacarido
c um
8 producida por esta cepa es de aproximadamente un 10-15% comparada con la

produccién de xantano por la cepa silvestre.

Sintetiza un xantano carente de sustitucion por grupos acetilo en la manosa
XcF gumF interna de la unidad repetitiva. La cantidad de xantano producido por esta

cepa respecto a sintetizado por la cepa silvestre se ve afectado.

Sintetiza un xantano carente de sustitucién por grupos acetilo en la manosa
XcG gumG externa de la unidad repetitiva. La cantidad de xantano producido por esta

cepa respecto a sintetizado por la cepa silvestre se ve afectado.

Sintetiza un xantano carente de sustitucién por grupos cetal-piruvato en la
XcL gumL manosa externa de la unidad repetitiva. La cantidad de xantano producido

por esta cepa respecto a sintetizado por la cepa silvestre se ve afectado.

Tabla N° 3. Resumen de las caracteristicas de las cepas mutantes de xantano

En primer lugar, quisimos examinar si alteraciones o modificaciones de la estructura molecular
del xantano afectan la produccién de este EPS o bien algunas de sus propiedades como la
viscosidad. En primera instancia, analizamos la cantidad de EPS producida por cada una de las
mutantes de Xcc, respecto de la cepa salvaje. Asimismo, evaluamos cdmo se ve afectada la
viscosidad de este polisacarido cuando las unidades repetitivas que lo componen carecen de

algtin componente.

Observamos que, con respecto a la produccion de EPS de cada cepa, XcF, XcG y XcL producen
menor cantidad de EPS que la cepa silvestre, en un porcentaje cercano al 80% respecto de dicha
cepa control, mientras que la cantidad del EPS producido por la cepa XcI, es aproxiamdamente
del 10% respecto a la cantidad de xantano producida por XcFC2, indicando que esta cepa es la
mas comprometida en la produccién de EPS (Figura 36A). Como ya ha sido descripto, el
xantano posee una alta viscosidad, propiedad que lo caracteriza y que estd estrechamente
relacionada con su estrucura. Para determinar en qué grado la ausencia de alguno de los
componentes de la molécula de xantano afecta la viscosidad, analizamos cada uno de los EPS

producidos por las distintas mutantes.
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Figura 36. Las cepas de Xcc productoras de distintos EPS poseen diferencias en la produccién de xantano y la
viscosidad. A, Produccién de xantano. Las mutantes de Xcc fueron crecidas en medio MC durante 5 dias y el EPS fue
agislado por precipitacion con isopropanol. Los datos se expresan como el peso seco por cada 100 ml de medio de
cultivo y este valor estd relativizado respecto de la cepa silvestre (XcFC2). Las barras de error representan un promedio
de 3 ensayos independientes, cada uno con tres réplicas. Las letras diferentes indican diferencias significativas con un p
< 0,01(ANOVA 1 factor). B, Viscosidad de los distintos EPS. La viscosidad de los distintos EPS fue determinada como un
cociente de viscosidad (LRSV) de soluciones de 0,45% (m/v) usando un viscosimetro de Brookfield. Los datos fueron
relativizados a la viscosidad del xantano nativo. Cada barra de error representa la media y ES de tres experimentos
independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas con un p <0,01 (ANOVA 1 factor).

Observamos que los EPS sintetizados por las cepas XcF, XcG y XcL presentan un a viscosidad
entre un 40% y un 50% (Figura 36B) menor que el xantano producido por la cepa silvestre. En
tanto, el EPS proveniente de la cepa XcI sdlo presenta una viscosidad del 15% respecto a la
acusada por el xantano nativo. Estos resultados confirman que cambios en la composicion del

EPS afectan de modo importante su viscosidad.

3.3.b. Adhesion bacteriana de las distintas variantes de EPS

Con el objetivo de estudiar la capacidad de las distintas mutantes de adherirse a una superficie
abidtica, realizamos ensayos en microplacas de poliestireno, utilizando el método de tincién de

cristal violeta.

Para estos experimentos las distintas cepas fueron crecidas toda la noche en medio PYM y luego
diluidas en medio minimo. Registramos el crecimiento y la adhesion a las 24, 48 y 72 h post-

incubacion. La comparacidon entre las distintas cepas se realizd a las 72 h post-incubacion.
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Observamos que la mutante XcI, que sintetiza un politetrasacarido en vez de un
polipentasacarido como la cepa silvestre, asi como aquella mutante incapaz de producir xantano
(Xc1231), presentan un nimero muy bajo de bacterias adheridas respecto de la cepa silvestre
(XcFC2) (Figura 37 A). Por su parte, la ausencia de grupos cetal-piruvatos (XcL) o grupos

acetilos (XcF y XcG) afectaron la adhesion en menor grado y no tan drasticamente (Figura 37 A).
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Figura 37. Las cepas de Xcc productoras de distintos EPS poseen diferencias en la adhesién y los distintos EPS
comprometen la recuperacion de la adhesién de la cepa Xc1231. A, Adhesidén de las distintas cepas a las 24 horas de
incubacién con las distintas cepas. B, Adhesion de la cepa Xc 1231 en presencia de 200 ug/ml de los distintos EPS de
cada cepa mutante, luego de 24 horas de incubacién. Las barras de error (ES) representan un promedio de 6 ensayos
independientes, cada uno con 10 réplicas. Las letras diferentes indican diferencias significativas con un p < 0,01(ANOVA
1 factor). Los valores estan expresados como la relacion entre la absorbancia de Cristal Violeta (CV) y el crecimiento de

la bacteria a ODsoonm.

De todos modos, puede verse que las cepas mutantes presentaron menor adhesion que la cepa
silvestre. Con el fin de analizar qué efecto sobre la adhesidon bacteriana poseen las distintas
variantes del xantano, decidimos evaluar la adhesion de la cepa Xc1231, incapaz de producir
EPS, en presencia del xantano nativo y de las distintas variantes estructurales del xantano. En la
Figura 37B, vemos que el xantano le permite a Xc1231 recuperar parte de su adhesion al sustrato
(aunque no a los niveles de la cepa XcFC2 de la Figura 37 A), mientras que los xantanos
provenientes de las cepas XcF, XcL y Xcl son los mas comprometidos para restaurar la adhesion
de la cepa Xc1231 (Figura 37 B), indicando que la integridad del xantano es importante para que
la bacteria se adhiera correctamente al sustrato. Para la evaluacion de la adhesion de las distintas

cepas mutantes, mostramos los valores a las 72 h post-incubacion ya que, como puede verse en
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la Figura 38, si bien existen diferencias en las curvas de crecimientos de las bacterias, a las 72 h,

todas han ingresado en la fase estacionaria, momento en donde la adhesion es analizada.
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Figura 38. Curvas de crecimiento de las distintas cepas de Xcc. Las barras de error corresponden a la media y al desvio
estdndar de fres experimentos independientes.

3.3.c. Formacion de biofilm de las distintas cepas

Para analizar la fomacion de biofilm de las distintas cepas de Xcc, utilizamos un microscopio
confocal invertido mediante el cual registramos durante 72 h la formacion de biofilm en camaras
de cultivo de borosilicato. Para observar la formacién de biofilm, utilizamos en estos ensayos, las
cepas de Xcc marcadas con la proteina verde fluorescente (GFP). Es importante mencionar que
las curvas de crecimiento de las cepas de Xcc, marcadas con GFP, no se alteraron respecto de las
mostradas en la Figura 38 (datos no mostrados). Analizamos la habilidad de desarrollar
microcolonias, agregados celulares y la formacion de biofilm tridimensional. Luego de 72 h,
observamos que la cepa silvestre habia sido capaz de desarrollar un biofilm maduro (Figura 39),
que exhibe una estructura caracteristica con canales de agua conectando los agregados celulares.
En la vista en Z pueden verse dichos canales y la altura que alcanza el biofim maduro. Esto
contrasta a simple vista con las imagenes de la cepa Xc1231, la cual no forma microcolonias ni
agregados celulares mas complejos, la altura de la estructura que forma es muy menor respecto

de la cepa silvestre y no se observan canales de agua en forma organizada.
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Figura 39. Formacién de biofilm de las distintas cepas productoras de variantes de xantano, a 72 horas del inicio de la
incubacién. Las imdgenes corresponden a planos XY y Z de estas estructuras. Andlisis de imdgenes realizado con el
software Image J.

Al evaluar las distintas cepas mutantes, notamos que la cepa XcF, que no posee las manosas
internas acetiladas, exhibe un biofilm con una arquitectura muy distinta a la que presenta el
biofilm producido por la cepa silvestre, no se observan canales definidos, asi como tampoco los
agregados celulares caracteristicos de un biofilm maduro. Debido a que 90% de las manosas
internas pueden estar acetiladas en la cepa silvestre, lo cual confiere orden a la hebra de
xantano, es de esperar que la estructura de ese biofilm, sin manosas acetiladas, muestre una
estructura distinta, que se asemeja mas a un césped bacteriano que a un biofilm caracteristico. En
el caso de XcG, mutante carente de acetilacion de las manosas externas, vemos que su biofilm se
parece al biofilm formado por la cepa silvestre, aunque posee una estructura algo mas
desordenada, con mayor agrupamiento celular en colonias que parecen ser mas grandes y con

menor cantidad de canales de agua. En este caso, la ausencia de los grupos acetilo en las
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manosas externas del xantano, parece no afectar demasiado la estructura del biofilm formado por
XcG. Por otra parte, la cepa XcL, deficiente en grupos cetal piruvato en las manosas externas del
xantano, presenta un biofilm con una arquitectura mas “apretada” o compacta que el biofilm de la
cepa silvestre. En este caso, puede observarse menor cantidad de canales de agua y mayor
superficie cubierta por aglomerados bacterianos que cubren casi toda la superficie. Finalmente,
la cepa XcI, que forma un politetrasacarido sin la manosa externa, exhibe un biofilm “liso”con un
bajo grado de rugosidad, con ausencia de canales y formacion microcolonias. Estos resultados
sugieren que la composicion y, por ende, la estructura del xantano es esencial para el desarrollo
de un biofilm maduro, con una arquitectura caracteristica, capaz de permitir la formacién de
microcolonias y aglomerados celulares, con canales que permitan la difusién de nutrientes y

otros componentes.

Para confirmar estas observaciones, realizamos un andlisis cuantitativo de algunas propiedades
del biofilm, utilizando el programa de andlisis de imagenes COMSTAT. Como puede observarse
en la Tabla N°4, se evaluaron cuatro variables (espesor promedio, biomasa, coeficiente de

rugosidad y distancia promedio de difusion) para evaluar la arquitectura del biofilm.

Cepa Espesor promedio Biomasa (um3/um?2) Coeficiente de Distancia promedio
(um) rugosidad (unidades de difusion (um)
arbitrarias)

XcFC2 11,025 + 0,29 (ab) 8,590 + 0,156 (ab) 0,560 + 0,014 (a) 2,850 0,212 (c)

XcF 8,660 + 0,933 (b) 7,985 + 0,690 (b) 0,125 0,007 (c) 5,100 + 0,424 (b)
XcG 13,705 £ 0,997 (a) 10,885 + 0,884 (a) 0,265 + 0,007 (b) 3,320 + 0,453 (bc)
Xcl 10,535 + 1,082 (ab) 10,210 + 0,976 (ab) 0,084 = 0,002 (c) 7,765 0,898 (a)

XcL 9,465 + 0,403 (b) 8,755 + 0,134 (ab) 0,240 + 0,057 (b) 4,250 + 0,495 (bc)

Tabla N°4. Evaluacion de las propiedades del biofilm de las distintas cepas de xantano (Software COMSTAT). Las

mediciones de espesor promedio, biomasa, coeficiente de rugosidad y distancia promedio de difusion corresponde a
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un biofilm de 4 dias. Todos los datos son presentados como el promedio y el desvio estdndar. Las letras diferentes

representan diferencias significativas (p <0,05) basado en el test de Tukey.

Los valores de espesor promedio y biomasa de los biofilms producidos por las diferentes cepas
no difieren significativamente de aquellos exhibidos por la cepa XcFC2. Sin embargo, las cepas
mutantes muestran diferencias significativas al evaluar tanto el coeficiente de rugosidad como la

distancia promedio de difusién, comparadas con la cepa XcFC2.

El coeficiente de rugosidad es un indicador de la heteogeneidad del biofilm, valores bajos
sugieren menor heterogeneidad, consistente con biofilms mas compactos, chatos y uniformes
(Murga et al., 1995). Todas las mutantes presentaron un coeficiente de rugosidad menor, siendo
mucho mds bajo en el caso de las mutantes Xcl y XcF, dando lugar a biofilms mas homogéneos
que los que exhibe la cepa silvestre. Es asi como mutantes con muy bajos valores de rugosidad
presentaron una baja tendencia a formar micro-colonias (XcF, XcG, XcL y Xcl). Por otra parte, la
distancia promedio de difusion, definida como la minima distancia entre un pixel que contiene
biomasa y un pixel en el cual hay un espacio vacio, que podria ser la distancia que un nutriente
requiere para alcanzar el centro de la microcolonia. Altos valores de este pardmetro indican
mayores agregados de biomasa, clusters celulares mas cercanos y, por ende, un biofilm mas
compacto, menos poroso y menos heterogéneo. Esto se observo en las cepas XcF y XcI, las cuales
presentaron valores de distancia promedio de difusion significativamente mayores que los de la
cepa silvestre, mientras que las cepas XcG y XcL, si bien mostraron valores mayores en este
parametro respecto de la cepa XcFC2, no resultaron significativas, lo cual se ve claramente en la
Figura 39, donde puede apreciarse lo homogéneo y compacto de dichos biofilms en el caso de

XcF y Xcl, algo que no es tan pronunciado en XcG y XcL.

3.3. d. La composicion del xantano y la virulencia de Xcc

A continuacién, decidimos estudiar si la composicion del xantano y, por ende, su estructura,
afectan la virulencia de Xcc durante la infeccion de plantas de A. thaliana. Para ello, primero
realizamos una infeccion de plantas de A. thaliana de 4 semanas de edad con las distintas cepas
de Xcc, productoras de distintas variantes de EPS. En la figura 40A, vemos que, a los 4 dias post

infeccion, la cepa no productora de xantano tiene enormes dificultades para colonizar el tejido
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foliar, respecto de la cepa silvestre, lo cual coincide con resultados previamente publicados
(Aslam et al., 2008; Yun et al., 2006). Cuando las plantas fueron infectadas por las cepas XcF y
XcG, observamos que las lesiones exhibidas son mayormente clorosis (Figura 40D); sin embargo,
el crecimiento bacteriano en el interior de la planta no da diferencias significativas respecto de la
cepa silvestre (Figura 40A). Por su parte, las cepas mas afectadas en la colonizacién endofitica
del tejido foliar fueron XcL y Xcl, las cuales tuvieron un comportamiento muy similar al de la
cepa no productora de xantano, siendo las mas comprometidas para evadir la respuesta de la
planta (Figura 40A). Consistentemente, estas cepas no alcanzaron a desarrollar sintomas de gran

importancia (Figura 40D).

Previamente, se ha descripto que el xantano posee la capacidad de suprimir la respuesta inmune
de la planta (Yun et al., 2006) y que, este compuesto, cuando es pre-inoculado en hojas, es capaz
de revertir el fenotipo poco infectivo de la cepa no productora de xantano. Es por ello que, a
partir de estos resultados, decidimos examinar si la menor habilidad de infeccion de las cepas
productoras de variantes de EPS eran capaces de recuperar su patogenicidad debido al pre-
tratamiento de hojas de A. thaliana con xantano silvestre. Observamos que, tanto la cepa Xc1231
como las cepas XcF, XcG, XcL y Xcl recuperaron la infectividad y virulencia debido al pre-
tratamiento con el xantano proveniente de la cepa silvestre (Figura 40B, E). Sin embargo, la
recuperacion de la infectividad por parte de las cepas mutantes de Xcc no alcanzé los mismos
valores que la cepa salvaje pre-tratada con xantano nativo. Como se desprende de estos
resultados, el xantano en su estructura nativa, es capaz de recuperar un fenotipo menos
infectivo de estas cepas e incluso incrementar el fenotipo de la cepa silvestre, siendo el

responsable del retorno de los sintomas de infecciéon como puede observarse en la Figura 40E.
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Figura 40. Crecimiento de distintas cepas de Xcc en plantas de A. thaliana. A, Crecimiento de las distintas cepas de
Xcc (ODgwo = 0,1) en plantas Col-0, 0y 4 d post-inoculacién (dpi). Los valores mostrados corresponden a promedios + ES
(n =2). UFC, unidades formadoras de colonias. B, Crecimiento de las distintas cepas de Xcc (ODeswo = 0,1) en plantas Col-
0, 0 y 4 d post-inoculacién (dpi), previo tratamiento de infiliracion con xantano nativo (200 pug/ml) 24 hs antes de la
infeccién. Los valores mostrados corresponden a promedios * ES (n = 2). . C, Crecimiento de Xc1231 (ODe¢w = 0,1) en
plantas Col-0, 0y 4 d post-inoculacién (dpi), previo tratamiento de infiltracion con los distintos EPS de cada cepa de Xcc
(200 pg/mil) 24 hs antes de la infeccion. Los valores mostrados corresponden a promedios + SE (n = 2). Las barras de error
representan SE de dos experimentos independientes Las lefras diferentes indican diferencias significativas con un p <
0.05 (ANOVA 2 factores) en (A), (C) y (E). D, Imdgenes representativas de hojas de A. thaliana infectadas segun A, 5 dpi.
E, Im&genes representativas de hojas de A. thaliana infectadas segun B, 5 dpi. F, Imdgenes representativas de hojas de
A. thaliana infectadas segun C, 5 dpi.

A continuacidn, decidimos investigar si los distintos xantanos producidos por las distintas cepas
de Xcc eran capaces de revertir el fenotipo no infectivo de la cepa Xc1231, la cual no produce
xantano. Para ello, realizamos un pre-tratamiento con los distintos EPS 24 h antes de la infeccion
con la cepa Xc1231 y observamos el crecimiento endofitico a los 0 y 4 dias post-infeccion. Como

control negativo utilizamos un pre-tratamiento con H20 y como control positivo el pre-
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tratamiento con xantano nativo. Mientras que la cepa Xc1231 recuper6 parcialmente la
virulencia en respuesta al tratamiento con xantano nativo, el pre-tratamiento con EPS de las
cepas XcF y XcG, si bien parece inducir mayor capacidad de infeccién, no alcanza a ser
significativa la diferencia con respecto al dia 0 post-infeccion (Figura 40C, F). Los EPS
producidos por las cepas XcL e Xcl fueron incapaces de recuperar el fenotipo de XcFC2, siendo
éste bastante parecido al registrado en el tratamiento de H20 en la cepa Xc 1231. Este resultado
puede observarse también en los sintomas de las plantas (Figura 40F), donde puede verse como
los EPS de las cepas silvestre, XcF y XcG promueven el desarrollo de sintomas cloroticos
mientras que el EPS de XcL, y ain mas la cepa Xcl, casi no alteran los sintomas de la infeccion
causada por Xc1231. Estos resultados sugieren, en conjunto, que la ausencia de los grupos cetal-
piruvatos asi como de la manosa externa (y por ende, del grupo cetal piruvato) en la unidad
repetitiva afectan drasticamente el rol del xantano como factor de virulencia de Xcc durante el

proceso infectivo.

3.3.e. Los grupos cetal piruvato y la manosa externa de la unidad repetitiva del xantano son
necesarios para la deposicion de calosa mediada por xantano

Como fue anteriormente mencionado, la deposicion de calosa es una de las respuestas gatilladas
por las plantas durante su defensa contra patégenos, como barrera de ingreso para atenuar la
infeccion. Esta respuesta puede ser iniciada por la percepcion, por parte de la planta, de MAMPs
(Adam and Somerville, 1996; Bestwick et al., 1995; Clay et al., 2009; Hann and Rathjen, 2007).
Asimismo, se ha reportado la supresidon de la respuesta inmune de la planta por accion del

xantano, impidiendo la deposicion de este glucano lineal (Yun et al., 2006).

Con el fin de examinar la habilidad de las variantes estructurales del xantano para interferir con
la deposicion de calosa, realizamos un ensayo mediante el cual evaluamos la capacidad de estos
distintos EPS de suprimir la deposiciéon de calosa inducida por flg22 en plantulas de A. thaliana.
Observamos que, mientras el xantano nativo y los EPS provenientes de las cepas XcF y G
lograban suprimir la induccién de la deposicion de calosa, los EPS de las cepas XcL y Xcl no
fueron capaces de ejercer dicho efector supresor (Figura 41). Para descartar algun posible efecto

de cada EPS sobre las plantulas solas, realizamos los controles con todos los EPS y observamos
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que en ningun caso hay diferencias con el control tratado con H:0, lo que indicaria que este
polisacarido por si solo ni es tdxico ni tampoco altera esta respuesta en la planta. De estos
resultados, podemos decir que la ausencia de los grupos cetal piruvatos y/o de una manosa de la
unidad repetitiva, la cual lleva grupos cetal piruvatos importantes en la quelacion de cationes
Ca?* (debido a que aportan carga negativa a la molécula de xantano), altera la capacidad del
xantano de suprimir la deposicion de calosa. Como vemos en la Figura 41, las cargas negativas
aportadas por el acido glucurdnico no parecen ser suficientes para inhibir la actividad de la

calosa sintasa.

Xantano nativo Xantano nativo # Flg22
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Figura 41. Los EPS que no portan los grupos piruvato y la manosa externa de la unidad repetitiva no pueden suprimir la
deposicion de calosa inducida por fig22. Pldntulas de A. thaliana de 9 dias en medio liquido fueron pre-fratadas con los
distintos EPS de las distintas cepas de Xcc (200ug/ml). 24 horas después, fue agregada la flg22 (1uM). El revelado de los
depdsitos de calosa fue llevado a cabo 24 horas post-incubaciéon de la flg22. El experimento fue realizado dos veces de
modo independiente. Se muestran imagenes representativas de hojas de A. thaliana. Los depdsitos de calosa (puntos
blancos brillantes) fueron observados utilizando microscopia de fluorescencia. Escala= 20um.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1. PARTE I. Mecanismo de inhibicion del cierre estomatico por Xccy Pst DC 3000

4.1.a. Purificacion del factor de virulencia estomatico Xcc FV

Uno de los objetivos del presente trabajo fue lograr purificar a homogeneidad el Xcc FV con el
propdsito de caracterizarlo quimicamente y conocer su estructura. Si bien logramos desarrollar
una metodologia de purificacion del compuesto, habiendo probado distintas condiciones de
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medio de cultivo, pH y fuerza idnica en la extraccion organica, y también seguir su actividad en
ensayos biologicos a medida que obteniamos fracciones parcialmente purificadas de
cromatografias de exclusion molecular y a través de HPLC, no logramos que esa fraccion activa
nos brinde informacién de su féormula molecular ya que la cantidad de la fraccion activa no fue
suficiente para realizar la espectrometria de masas. Luego de consultas con especialistas en
elucidacion estructural de compuestos naturales, concluimos que el escollo que normalmente
obstruye el objetivo es que este tipo de compuestos a menudo estdn en trazas y por ello, aun con
grandes volimenes de cultivo, es dificil obtener cantidades suficientes como para alcanzar una
buena relacion sefial : ruido. En el futuro, esperamos poder conocer su estructura quimica y eso
seguramente permitird conocer mas acerca de los mecanismos moleculares de su accién como
modulador estomatico. Sin embargo, de los experimentos realizados, pudimos estimar su peso
en valores alrededor de 1KDa, ya que este compuesto eluia en un volumen (y tiempo)
intermedio en una cromatografia de exclusion molecular cuyo corte era de 2kDa. Asimismo,
debido a una mayor eficiencia en la extraccion 4cida de los sobrenadantes de cultivo, podemos
estimar que dicho compuesto, a pH neutro, es probable que posea cargas negativas y que, por la
mezcla de solventes utilizados durante la extraccion organica, el compuesto es medianamente
polar. Asimismo, es importante destacar que el Tr al cual eluye del HPLC el compuesto de
nuestro interés coincide, dentro del programa de corrida, con un porcentaje de 40% de
acetonitrilo, 40% H20 y 10% de metanol, lo que también nos sugiere que el compuesto es

bastante polar.

4.1. b. Efecto de Xcc FV y coronatina en la produccion de ERO en células de la guarda

En el presente trabajo mostramos un mecanismo a través del cual tanto el Xcc FV como la
coronatina, una fitotoxina producida por la bacteria patogénica Pst DC3000, inhiben la
inmunidad estomatica, a través de la inhibiciéon de la produccion de ERO dependiente de las
enzimas NADPH oxidasas. Tanto el Xcc FV como la coronatina inhiben el cierre estomatico
inducido por flg22, ABA y oscuridad (cuya producciéon de ERO es mediado por NADPH
oxidasas) pero no por SA, hormona que induce peroxidasas de pared celular para gatillar ERO.
Si bien su efecto sobre la inhibicion de ERO en células de la guarda es muy claro, observamos

que estas toxinas no afectan el estallido oxidativo inducido por flg22 en discos de hoja. Por estas
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evidencias, es razonable pensar que estas toxinas inhiban especificamente a algun regulador
estomatico de la actividad de las NADPH oxidasas. Por otra parte, dado que estas toxinas no
fueron capaces de evitar el cierre estomatico inducido por H20;, y que la coronatina no pudo
impedir la autooxidacion de la epinefrina por radicales superdxido, no pareciera que dichos
compuestos pudieran actuar como scavengers del anion superdxido ni del H202. La coronatina
tampoco actuaria por inhibiciéon de la superdxido dismutasa, que oxida aniones superdxido
generados por la NADPH oxidasa a H:0: Estos resultados contribuyen a comprender el
mecanismo de accion del Xcc FV, el cual sirve de herramienta a la bacteria para mejorar su tasa
de ingreso a través de estomas y asi colonizar con mayor éxito a sus plantas hospedadoras segin
ha sido reportado previamente por nuestro grupo (Gudesblat et al., 2009). Por su parte la
coronatina también facilita la invasion de Pst DC3000 a través de estomas (Melotto ef al., 2006),
inhibiendo la inmunidad estomatica, y de otras maneras previamente descriptas como la
promocién, multiplicacion y persistencia de la bacteria dentro de la planta, inducciéon de
sintomas de enfermedad, aumento de la susceptibilidad a la enfermedad en partes no infectadas
de la planta y un retraso en la respuesta hipersensible (Lee et al., 2013; Xin and He, 2013). Sin
embargo, y, aqui lo novedoso, ninguno de estos efectos de la coronatina han sido relacionados
con la inhibicién de la sintesis de ERO dependiente de NADPH oxidasas. De hecho, plantas
tratadas con coronatina mostraron un aumento en la produccién de ERO luego de 24 horas tanto
en tomate (Ishiga et al., 2009) como en A. thaliana (Camanes et al., 2012). También es interesante
destacar que el rol inhibitorio de Xcc FV sobre las NADPH oxidasas requiere, al igual que la
coronatina, del receptor COI1, y de los factores de transcripcion MYC2 y ANACO019, ANACO055 y
ANACO072 para impedir el cierre estomatico, lo cual sugiere que podria existir entre estos dos

compuestos alguna similitud estructural.

Las ERO actiian como importantes nodos en la sefializacion estomdtica (Baxter et al., 2013;
Kollist et al., 2014), y es por ello que su concentracion dentro de la célula estd finamente
regulada. Se ha demostrado que las NADPH oxidasas AtRBOHD y AtRBOHF son reguladas de
multiples maneras, incluyendo la uniéon directa de Ca* (Ogasawara et al., 2008) y acido
fosfatidico (Zhang and Du, 2009), por fosforilacion mediada por las quinasas OST1/SnRK2.6

(Sirichandra et al., 2009a), CIPK26 (interactora de la proteina calcineurina tipo B) (Drerup et al.,
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2013), CDPKS5 (Dubiella et al., 2013) y BIK1, la cual es parte del complejo receptor de varios
MAMPs (Kadota et al., 2014; Li et al., 2014). Seria, en este contexto, razonable pensar que tanto
Xcc FV como la coronatina podrian interferir con algunos de estos mecanismos regulatorios
sobre la actividad de la NADPH oxidasa en células de la guarda. Sin embargo, nuestro hallazgo
de una sensibilidad normal de mutantes en BIK1 y OST1 a coronatina, parece descartar la
posibilidad de que el efecto de esta toxina sea mediada al menos por estas quinasas. De modo
consistente con lo mostrado en este trabajo, se ha reportado que la coronatina revierte el efecto
inhibitorio de la flg22 sobre los canales rectificadores de entrada de K* en estomas (Zhang et al.,

2008), que a su vez son regulados negativamente por HO: (Kohler et al., 2003).

4.1.c. Efecto de la coronatina en la regulacion de componentes de la sefializacion de ABA en
estomas a través de ERO

De manera consistente con el efecto inhibitorio de la coronatina sobre la producciéon de ERO
mediada por NADPH oxidasas, la doble mutante afectada en la sintesis de ERO, atrbohd/f es
insensible a coronatina para el cierre inducido por ABA y por oscuridad. Sin embargo, el hecho
de que la simple mutante atrbohd, afectada en la respuesta estomatica a flg22 y oscuridad pero
no a ABA, sea también insensible a coronatina para la promocién de cierre mediada por ABA,
nos sorprendid y nos hizo sospechar de anormalidades en la sefializacion de ABA en esta
mutante dado que esperabamos que la coronatina pudiera actuar sobre la AtRBOHF vy, de ser
asi, la coronatina deberia haber mostrado un efecto de inhibicién parcial del cierre inducido por
ABA. Esta mutante posee otros fenotipos inesperados, ya que exhibe activacion constitutiva o
sobre-activacion de la inmunidad (Kadota ef al., 2015), aun cuando su incapacidad de sintetizar
ERO en respuesta a MAMPs haria predecir el fenotipo opuesto. Las mutantes mpk3 mpk6, npr1-3
y lecrkVI.2-1 que, como atrbohd, estan afectadas en la sensibilidad a flg22 pero no a ABA, también
mostraron insensibilidad a coronatina para la promocion de cierre por ABA, indicando que la
disrupcion de la sefializacion de MAMPs de algin modo afecta la sefializacion de ABA. De
modo interesante, a pesar de cerrar los estomas de dichas mutantes de manera normal en
presencia de coronatina, este compuesto fue capaz de inhibir la sintesis ERO en sus estomas. El
cierre estomatico inducido por ABA también ocurrié normalmente en estas mutantes en

presencia del inhibidor de NADPH oxidasas DPI, el cual bloquea la inducciéon estomatica de
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ERO e impide el cierre de estos poros (Kwak et al., 2003). Ademads, estas cuatro mutantes
también exhibieron sensibilidad reducida al cierre inducido por H:0O:, sugiriendo que estos
elementos genéticos cumplirian en la sefalizacion del ABA rio abajo de la sintesis de ERO.
Pareciera, a la luz de estos resultados, que algunos componentes de la sefializacion de ABA en
células de la guarda independientes de ERO pueden compensar defectos en la produccion de

ERO o su senalizacion (Figura 42).
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Figura 42 Modelo propuesto de la inhibicién de ROS mediada por coronatina y Xcc FV en el contexto de la sefalizaciéon
del ABA. La coronatina y el Xcc FV inhiben la cierre estomdtico mediado por ABA y flg22 a través de la inhibicidn de la
sinfesis de ERO catalizada por las NADPH oxidasas AtRBOHD y AtRBOHF. Estas toxinas no afectan la promocion de cierre
inducida por SA, hormona que induce la sintesis de EROs a través de peroxidasas. En las mutantes atrbohd, mpk3, mpké,
npri-3 y lecrkVI-2.1 la sensibilidad a ABA no seria afectada por coronating, y posiblemente tampoco por Xcc FV. Esto
podria deberse a la regulaciéon negativa de ERO por parte de otros componentes de la sefalizacién de ABA, los cuales
podrian estar mds activos en estas mutantes. En consecuencia en estas mutantes el cierre estomdtico en respuesta a
ABA seria normal aun en ausencia de la senalizacién de ERO.

La sintesis de tales componentes de sefializacion podria ser regulada negativamente por ERO a
plazos largos y por lo tanto estaria potenciada en las mutantes mpk3 mpk6, npr1-3 and lecrkV1.2-1
y posiblemente también en atrbohd. Asimismo, la mutante coil-16, al igual que el resto, es
insensible al inhibidor DPI, lo que indicaria que este gen estaria involucrado en la regulaciéon de
ERO inducido por ABA. Previamente, habia sido reportado que mutantes antisentido MPK3
especificas de estomas eran insensibles al Xcc FV en el cierre de estomas mediado por ABA, con
un efecto similar a la coronatina (Gudesblat et al., 2009). Esta similitud entre ambas toxinas
podria estar relacionada con la dependencia de COIl por parte de ambas para ejercer su efecto
inhibitorio. La coronatina inhibe tanto la promocién de cierre como la inhibicién de apertura

mediada por flg22 (Melotto et al., 2006; Zhang et al., 2008). Observamos que esto también es
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valido en el caso del ABA, incluso cuando existe clara evidencia de que la sefializacion de esta
hormona difiere entre los dos procesos (Yin et al., 2013). Mientras npr1-3 y lecrkV1.2-1 exhiben
una sensibilidad similar a ABA, como las plantas silvestres, para la inhibiciéon de apertura, las
mutantes mpk3 y mpk6 son parcialmente insensibles a esta hormona, un fenotipo previamente
reportado en mutantes antisentido MPK3 especificas de estomas (Gudesblat et al., 2007). En
ambas mutantes la coronatina puede reducir atin mas la sensibilidad a ABA, sugiriendo que la
menor sensibilidad de mpk3 y mpk6é a ABA seria en parte independiente de las NADPH

oxidasas, posible blanco de la coronatina.

Previamente, ha sido postulado que el SA vy, por ello, NPR1, un factor de transcripcion
esencial en la sefializacion de SA en defensa, acttia genéticamente rio arriba de ABA, dado que la
biosintesis de ABA es necesaria para el cierre estomatico mediado por SA (Zeng and He, 2010).
También se ha propuesto que la coronatina impide el cierre estomatico a través de la inhibicién
de la sintesis de SA a nivel de la planta entera (Zheng et al., 2012). Sin embargo, nuestros
resultados no apoyan esta hipdtesis, dado que la coronatina en nuestros ensayos es capaz de
inhibir la induccién de ERO inducida por ABA aun cuando la sefializacion de SA estd
interrumpida en mutantes nprl-3 en células de la guarda. Como mencionamos en la
introduccion, LECRK-VI.2 es un receptor quinasa tipo L de lectinas requerido para la activaciéon
de las MPK3 y MPK6 inducidas por flg22 y para la resistencia de la planta frente a patégenos
(Singh et al., 2012). Como LECRKVI.2 podria actuar precisamente en la sefializacion rio debajo
de ERO es una pregunta que aun requiere mas estudios para poder ser respondida. Las
mutantes de pérdida de funcion, lecrk-V.5, afectadas en un gen que codifica otro receptor de la
misma familia, son menos sensibles a coronatina. Esto podria deberse a su fenotipo de
produccion de ERO constitutivamente aumentada (Desclos-Theveniau et al., 2012), la cual puede
compensar la inhibicion de la producciéon de ERO causada por esta toxina en estomas.
Recientemente, ha sido demostrado que tanto la sobreexpresion del receptor de ABA, RCAR3,
como la mutacién del gen que cifra la fosfatasa interactora PP2CA causa una sensibilidad
aumentada a ABA y pérdida de sensibilidad a coronatina para el cierre estomatico mediado por

ABA (Lim et al., 2014). Es tentador especular con que las manipulaciones en la sefializacion del
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ABA reportadas en este trabajo causen un efecto similar sobre la sefializacion del ERO que las

causadas por las mutantes mpk3 mpk6, npr1-3 and lecrkV1.2-1.

4.1.d. MeJA y coronatina: diferentes mecanismos de inhibicion del cierre estomatico inducido
por flg22

La capacidad de antagonizar el cierre estomatico mediado por MAMPs a través de la
estimulacion de la sefalizacion de JA no es privativa de la coronatina o del Xcc FV. El efector de
Pseudomonas syringae pv. tabaci HopX1, inhibe el cierre estomatico a través de la activaciéon de la
sefializacion de JA, promoviendo la degradacién de las proteinas represoras JAZ y puede
complementar a una cepa de Pst deficiente en la produccidon de coronatina (Gimenez-Ibanez et
al., 2014). Recientemente, se ha demostrado también que la proteina efectora AvrB de Pst puede
rescatar la capacidad de reabrir los estomas en la cepa de Pst deficiente en la produccion de
coronatina de una manera dependiente del receptor COI1 (Zhou et al., 2015). Sin embargo,
aunque es evidente que la coronatina inhibe el cierre estomatico inducido por ABA vy flg22, la
evidencia con respecto al efecto de otros jasmonatos sobre los estomas es conflictiva. Mientras
algunos reportes muestran que el MeJA promueve el cierre estomatico (Gehring et al., 1997;
Hossain et al., 2011; Savchenko et al., 2014; Suhita et al., 2004), nuestros resultados concuerdan
con reportes previos que muestran que esta hormona no tiene efecto alguno sobre el cierre
estomatico y, en cambio, si posee un efecto inhibitorio del cierre inducido por flg22 y en
bacterias y de un modo independiente de COI1 (Montillet et al., 2013; Zhao et al., 2008). Aunque
existen diferentes formas de jasmonatos en plantas, solo el conjugado JA-Ile es bioldgicamente
activo (Wasternack and Hause, 2013). Tanto JA-Ile como su analogo estructural coronatina, pero
no la mezcla racémica (+) JA, son capaces de promover la apertura de los estomas de Ipomoea
tricolor previamente cerrados por oscuridad (Okada et al., 2009). No es facil explicar como el
MeJA causa efectos distintos a los de la coronatina en estomas, cuando ambos inducen
respuestas similares en otros tejidos. Una explicaciéon posible seria que, bajo condiciones
medioambientales diferentes, el MeJA sea conjugado de modo diferente dentro de la célula,
dando compuestos con diferentes actividades, algunos de los cuales actuarian de modo
independiente de COIl. Es interesante que la coronatina misma es capaz de causar efectos

independientes de COI1 (Geng et al., 2012). El estudio del efecto de otros jasmonatos sobre los
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estomas podria ayudar a clarificar la evidencia conflictiva en este punto. Durante los ensayos
realizados, también consideramos la posibilidad de que el MeJA comercial utilizado pudiera
estar contaminado. Por ello, este compuesto fue purificado por HPLC segtin una técnica ya
descripta (Segarra et al., 2006). La purificacién no elimind la capacidad de reapertura del MeJA
con lo cual, que el MeJA no posea verdaderamente esa actividad bioldgica de reapertura del

cierre mediado por flg22 parece remota.

4.1.e. Variantes naturales de A. thaliana con sensibilidad diferencial a coronatina

Con doble el fin de comprender mejor el mecanismo de accién de la coronatina y del Xcc FV, y
de lograr plantas con mayor resistencia a las bacterias que los producen a través de reducir la
sensibilidad estomatica a dichas toxinas, investigamos si existe variacién natural en A. thaliana
en la sensibilidad a estas toxinas. De los ensayos de apertura estomatica realizados en algunas
variantes naturales de A. thaliana, surge que algunas de ellas presentan insensibilidad a la
modulacién estomatica ejercida por Pst o Xcc a través de sus toxinas. Asimismo, en un ensayo
de sensibilidad a coronatina, en presencia de ABA, observamos que el fenotipo de insensibilidad
se confirmaba para dos variantes: Mv-0 y ICE-75. Sin embargo, pese que hipotetizdbamos que
dichas variantes podian tener una sensibilidad diferencial debido a la presion de selecciéon sobre
el receptor de JA y coronatina, COI1, no encontramos evidencia estadistica mediante la prueba
de Tajima que indicara que este gen y su region promotora pudiera haber sido sometido a
presion de seleccion. Sin embargo, si bien la prueba global de Tajima arroj6 un resultado que no
permite rechazar la hipotesis de modelo neutro, examinando el valor del estadistico a lo largo de
toda la secuencia del gen y su promotor, notamos que, tanto en la regiéon promotora como en el
primer exon, era posible encontrar variaciones significativas que sugirieran que podia haberse
producido alguna seleccion positiva sobre dicho locus. Mas alla del andlisis de la variabilidad
dentro un set de ecotipos, evaluamos también la variabilidad de este grupo de ecotipos respecto
de la especie hermana A. lyrata, mediante la prueba de Mc Donald and Kreitman. El resultado
del andlisis de las regiones codificantes de COI1, arrojo un resultado significativo que indicaria
que ha habido alguna presion de seleccion. En cualquier caso, si bien las pruebas estadisticas
permiten apoyar con mayor o menos fuerza algunas hipdtesis, no es concluyente ni tampoco

exclusivo de otras posibilidades que pudieran haber tenido lugar en la evolucion. Respecto del
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andlisis de la sensibilidad a MeJA de estos ecotipos en raiz, es interesante que Mv-0 mostrd
variacion en la sensibilidad a coronatina en estomas pero normal sensibilidad a MeJA en raiz, a
diferencia de ICE-75, ecotipo que resulto ser insensible tanto para coronatina en estomas como
para MeJA en raiz. El fenotipo exhibido por Mv-0 resulta interesante ya que, si bien no es capaz
de percibir a la coronatina y por ende, esperariamos que se infecte menos con Pst DC 3000,
percibe normalmente al MeJA, lo cual indicaria que a nivel de la planta entera podria gatillar
normalmente la respuesta a necrotrofos. Si esto, fuera asi, la planta tendria una ventaja respecto
de otros ecotipos ya que no estaria afectada en la defensa a necrétrofos pero si frenaria de modo
mas eficiente la entrada de patogenos por estomas. Tan interesante es este fenotipo en términos
agrondmicos que recientemente se report6 la modificacion del receptor COI1 en plantas de A.
thaliana de modo que perciba al JA normalmente pero que sea incapaz de unir coronatina
(Zhang et al., 2015). Es por ello que el fenotipo de Mv-0 amerita un estudio mas exhaustivo en
términos experimentales y evolutivos, ya que de identificarse la mutacién responsable podria

ser transferida a especies de interés agronomico mediante ingenieria genética.

4.2. PARTE II. Estudios de los mecanismos de accion del glucano B-(1,2) ciclico como

supresor de la respuesta inmune vegetal

4.2.a. El glucano B-(1,2) ciclico interfiere con la respuesta inmune inducida por flg22

Este trabajo muestra varios aspectos del rol del glucano (3-(1,2) ciclico en la modulacién de la
inmunidad de las plantas. El pre-tratamiento con glucano 3-(1,2) ciclico en hojas de A. thaliana
da por resultado la supresién de la respuesta de defensa inducida por flg22 contra Xcc,
aumentando los sintomas de enfermedad y mejorando la colonizacion del tejido vegetal por
parte de la bacteria. Los MAMPs como la flg22, Ef-Tu, quitina, peptidoglicano entre otros, son
percibidos por PRRs y, entre otras respuestas de defensa, disparan la deposicion de calosa con el
propdsito de fortalecer las paredes celulares (Boller and Felix, 2009; Tateda ef al., 2014). La
supresion de la deposicion de calosa es un mecanismo muy extendido en el quiebre de la capa
de inmunidad por parte de los patogenos de plantas. El xantano, el mas abundante EPS
secretado por Xanthomonas, induce la susceptibilidad de la planta suprimiendo la deposiciéon de

calosa (Yun et al., 2006) por un mecanismo de quelacion de calcio a través de las cargas negativas
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del polisacarido (Aslam et al., 2008). Sin embargo, el glucano (3-(1,2) ciclico de Xcc es neutro, de
modo que la inhibicion de la deposicion de calosa debe deberse a otro mecanismo.
Adicionalmente, el efector proteico de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Xop], también
inhibe la deposicion de calosa en la pared celular como estrategia de colonizacién (Bartetzko et
al., 2009). El glucano 3-(1,2) ciclico también disminuye dramaticamente la deposicién de calosa
en plantulas luego de 24 horas de tratamiento con flg22, indicando que el compuesto
activamente interfiere con las repuestas tardias de la flg22, lo que facilitaria la entrada del
patégeno. Este resultado se encuentra de acuerdo con hallazgos previos en N. benthamiana
(Rigano et al., 2007a). Vale la pena mencionar que el glucano (-(1,2) ciclico de Sinorizobium
meliloti (que difiere del de Xcc en el nimero de residuos de glucosa) también exhibe el mismo
comportamiento en la supresion de la deposicidon de calosa inducida por flg22 (no mostrado).
Este resultado echa luz sobre el mecanismo de infeccion de la bacteria, mostrando como el
glucano -(1,2) ciclico actia sobre respuestas de flg22. El tratamiento con flg22 conduce a la
acumulacion de la fitohormona y molécula sefial SA (Mishina and Zeier, 2007; Tsuda et al.,
2008b). SA aumenta la acumulaciéon de ERO inducida por flg22 (Sato et al., 2010; Tateda et al.,
2014; Xu et al., 2014). Sumado a esto, la flg22 induce la expresién de PR1, un gen dependiente de
la via hormonal de SA a 12 y 24 horas post-induccién con este MAMP (Denoux et al., 2008).
Nuestros resultados muestran que el glucano -(1,2) ciclico inhibe la inducciéon del gen PRI
inducido por flg22 y por SA, indicando que el glucano (3-(1,2) ciclico modula genes relacionados
con SA, dejando a la planta mas vulnerable a la infeccion. Este resultado sugiere que el glucano
(-(1,2) ciclico, probablemente, pueda antagonizar la sefializacion de SA, a través de la
modulacién de PR1, como parte de la respuesta tardia. Aun resta determinar si el glucano 3-(1,2)
ciclico es capaz de modular directamente los niveles de SA en la planta o si regula al menos la
sensibilidad de la planta a dicha hormona. A la luz de este resultado, hipotetizamos que tal vez
el glucano -(1,2) ciclico pudiera antagonizar la sehalizacion dependiente de SA debido a una
estimulacion del antagonismo SA-JA (Van der Does et al., 2013). Sin embargo, aunque el glucano
B-(1,2) ciclico antagoniza SA a través del expresion de PRI, este compuesto no tiene efecto
alguno en la expresion de un gen de respuesta a JA, PDF1.2. Estos resultados sugieren que el

glucano (-(1,2) ciclico no modularia la defensa de la planta a través de la sefalizacion de JA.
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Estos hallazgos difieren del modelo de accién propuesto para otro supresor sistémico de la
defensa, la coronatina, el cual sugiere que dicha toxina alcanza su efecto supresor disparando la
cascada de sefalizacion de JA, lo que lleva a la supresion de los genes de sintesis de SA (Zheng
et al, 2012). La flg22 rdpidamente induce genes que cifran proteinas como factores de
transcripcion, fosfatasas y quinasas, entre otros que regulan el recambio de proteinas (Navarro
et al., 2004). La flg22 también induce la producciéon de ERO en pocos minutos, como parte de la
cascada de sefializacion de la PTI (Torres and Dangl, 2005). En este trabajo, mostramos que el
glucano (3-(1,2) ciclico reduce la induccion de los genes WRKY22, WRKY33, MPK3 y BIK1, todos
inducidos por flg22 a muy cortos tiempos luego de la induccién, lo que indica que esta molécula
es capaz de interferir con los componentes tempranos de la cascada de sefalizacion de la PTI y
que su accion esta involucrada desde el inicio de la respuesta de defensa. La inhibicién rapida
llevada a cabo por el glucano (-(1,2) ciclico, sobre la produccién de ERO inducida por flg22
anade evidencia acerca del rol del glucano [3-(1,2) ciclico en la respuesta temprana de defensa. La
glicosilacién, como modificaciones post-traduccionales, puede ser utilizada por los patdégenos
para enmascarar sus propios MAMPs, como la glicosilacion de la flagelina en la bacteria
Acidovorax avenae. Estas modificaciones post-traduccionales inhiben la produccién de ERO y la
expresion de genes de defensa (Hirai et al., 2011). De modo interesante, en un trabajo previo fue
reportado que la produccién de ERO inducida por flg22 era suprimida por xantano, de un modo
dependiente de la concentracion, con una completa inhibicién a una concentracion de 5 mg/ml
(Aslam et al., 2008). Basada en la evidencia provista en este trabajo, es probable que el glucano 3-
(1,2) ciclico afecte otras respuestas tempranas de la defensa como fosforilacion de algunas

proteinas como MAPKSs, etc.

4.2Db. La accion del glucano B-(1,2) ciclico requiere dos proteinas con dominios LysM en
plantas de A. thaliana

Dada la supresion que los factores NOD causan sobre la produccion de ERO inducida por flg22,
cuya percepcion requiere de la proteina LYK3 (Liang et al., 2013), nos preguntamos si el glucano
3-(1,2) ciclico podria requerir para ejercer su accion de los elementos genéticos involucrados en
la percepcion o sefializacidon de los factores NOD, llamados receptores con dominios LysM, o

proteinas LYK. Estos receptores en A. thaliana estan caracterizados por la presencia de uno o mas
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motivos ricos en lisina en su dominio extracelular (Zhang et al., 2007). Las proteinas con
dominios LysM no estdn presentes inicamente en plantas sino que han sido reportados en otras
formas de vida, desde bacterias hasta vertebrados (Laroche et al., 2013; Wong et al., 2015).
Nuestro experimento de infeccion muestra que, a diferencia de lo que ocurre en plantas
silvestres Col y las mutantes lyk1 y Iyk2, el glucano 3-(1,2) ciclico de Xcc no es capaz de inhibir la
inmunidad de las mutantes Iyk3 y lyk4, las cuales son mads resistentes a la invasion bacteriana.
Esta evidencia nos llevé a examinar el rol de estas proteinas LYK en la supresion ejercida por el
glucano [-(1,2) ciclico en la produccién de ERO inducida por flg22. Mostramos que, en plantas
defectivas en las proteinas LYK3 y LYK4, pero no en LYK1 y LYK2, el glucano no suprime la
producciéon de ERO inducida por flg22. Todos juntos, estos resultados sugieren que LYK3 y
LYK4 estarian involucradas en el mecanismo de accion del glucano 3-(1,2) ciclico, ya sea en la
percepcion del mismo o como parte en la cascada de senalizacion. De modo interesante y como
antes mencionamos, los factores NOD de nodulacién, los cuales son moléculas sefial en el
establecimiento de la simbiosis Rhizobium-legumbres, fueron reportados como supresores de la
produccion de ERO inducida por flg22 en plantas de A. thaliana Col, lyk1, lyk2 y lyk4 pero estos
compuestos no consiguieron ejercer su accion supresora en la mutante lyk3 (Liang et al., 2013),
sugiriendo que la proteina LYK3 es requerida por los factores NOD para la supresion de la
inmunidad inducida por MAMPs. Asi, el glucano (3-(1,2) ciclico y los factores NOD comparten
algunas caracteristicas similares, no solo por su naturaleza sacaridica parcial, sino también por
rol supresor de la produccién de ERO inducida por flg22. Se ha descripto que el glucano -(1,2)
ciclico de B. abortus, la bacteria patdgena causante de la brucelosis en animales, desempefia un
rol clave como supresor en el primer paso de la invasion, interactuando con los lipid rafts de la
célula hospedadora y permitiendo la posterior colonizacién (Arellano-Reynoso et al., 2005). Sin
embargo, el glucano 3-(1,2) ciclico de B. abortus también ha sido descripto como un inductor de
la respuesta inmune en células dendriticas animales (Martirosyan et al., 2012). Seria muy

interesante en el futuro descifrar el mecanismo exacto que subyace a este efecto supresor.

Mas alla de las caracteristicas comunes, los glucanos muestran una enorme diversidad
estructural y funcional. El glucano $-1,3 lineal, laminarina, derivado del alga marrén Laminaria

digitata, fue descripto, contrariamente al glucano 3-(1,2) ciclico, como un eficiente inductor de las
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respuestas de defensa en células y en plantas de uva, efectivamente reduciendo el desarrollo de
las enfermedades causadas por Botrytis cinerea y Plasmopara viticola en plantas de uva (Aziz et al.,
2003). La pared celular del hongo Magnaporthe oryzae estd formada por un glucano 3-1,3 lineal y
por quitina, MAMPs que inducen la respuesta de defensa en plantas de arroz. Este patogeno, a
su vez, sintetiza un glucano a-1,3 lineal, el cual es crucial para una eficiente infeccién del hongo
a través del enmascaramiento de la quitina y el glucano (-1,3 lineal, protegiéndolos de la
degradacién y permitiendo que el hongo evada exitosamente la activacion de la defensa vegetal
(Fujikawa et al., 2012). Sin embargo, una cepa de Rhizoctonia produce un glucano a-1,3 lineal que
posee la propiedad de inducir la respuesta de defensa en plantas y tubérculos de papa,

sugiriendo que el mismo tipo de molécula puede ejerce roles opuestos (Wolski, 2006).

4.2.c. El glucano B-(1,2) ciclico es capaz de unirse con relativa afinidad a membranas de A.
thaliana

Para profundizar en el mecanismo de accion del glucano (-(1,2) ciclico, investigamos si dicho
compuesto podria ser percibido por un posible receptor de A. thaliana. Los glucano ciclicos de B.
japonicum son capaces de unirse a membranas de soja de modo especifico (Bhagwat et al., 1999).
Encontramos que glucano -(1,2) ciclico de Xcc exhibe una union rapida, especifica y saturable a
membranas de A. thaliana, alcanzando un plateau dentro de los 20 minutos, sugiriendo que
existiria un receptor de membrana para este compuesto. Mds atn, la curva de ajuste para la
union ligando-receptor del glucano 3-(1,2) ciclico arrojé un valor de constante de disociacion de
K4 2,397 uM. Esta Ka es al menos un orden de magnitud mayor que las tipicas Ka de ligandos
proteicos, como el Ef-Tu (Zipfel et al., 2006). La comparacion de este valor con la menor de
concentracion de glucano (3-(1,2) ciclico requerida para observar un efecto supresor a nivel
sistémico (Rigano et al., 2007a), 30ug/ml o ~10 uM, indica que la afinidad del glucano (-(1,2)
ciclico por un potencial receptor de superficie no es tan alta pero dicho valor es inferior al valor
de glucano (3-(1,2) ciclico utilizado en los ensayos. En el ensayo de desplazamiento, observamos
que el glucano [*“C] 3-(1,2) ciclico puede ser desplazado por glucano (3-(1,2) ciclico no radiactivo,
alcanzando el 50% de desplazamiento a una concentracion de 7 uM. Este valor acuerda con el
valor de Kq, en el orden de magnitud, ambas por debajo de la concentracién de glucano 3-(1,2)

ciclico requerida para ver un efecto supresor sistémico. También este valor esta en concordancia
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con los resultados de los ensayos de desplazamiento en ensayos de unién realizados con
glucanos ciclicos de B. japonicum y membranas de soja, en los cuales el 50% de desplazamiento
es alcanzado a una concentracion de 10 uM (Bhagwat et al., 1999). Adicionalmente, estudios
recientes han identificado un receptor quinasa con tres motivos LysM en L. japonicus, EPR3,
capaz de percibir directamente el EPS de Mesorhizobium loti, y la Ka para la union entre el EPS y
el ectodominio de EPR3 fue de 2,1 uM (Kawaharada et al., 2015), valor en concordancia con
nuestros resultados. En resumen, este trabajo muestra que el glucano (-(1,2) ciclico de Xcc
suprime la inmunidad de la planta afectando las respuestas montadas por la PTT inducidas por
flg22 y, posiblemente, por otros MAMPs. Este efecto es alcanzado a través de la supresion de
eventos tempranos y tardios inducidos por este MAMP. El glucano (3-(1,2) ciclico de Xcc impide
la expresion de factores de transcripcion de la familia WRYK, genes como MPK3, BIK1 vy,
tardiamente, PR1. El glucano (3-(1,2) ciclico también interfiere con el estallido oxidativo inducido
por flg22, inhibe la deposicion de calosa y, para este objetivo, requiere de componentes de
senalizacion como LYK3 y LY4, dos receptores con motivos ricos en lisina en plantas de A.
thaliana. Asimismo, también demostramos que es probable que el glucano [3-(1,2) ciclico ejerza
su efecto supresor a través de la unién a un potencial receptor de superficie, cuya identidad
molecular es materia de estudios futuros. Dado que los estudios de dispersion de rayos X han
demostrado la unién intermolecular entre dominios LysM y quitohexosa (Wong et al., 2015),
seria razonable especular que el glucano (3-(1,2) ciclico de Xcc pudiera ser sensado por este tipo

de proteinas con dominios LysM en A. thaliana.
4.3. PARTE III Estudios de los dominios estructurales activos del xantano

4.3.a. Efecto de los sustituyentes y alteraciones en la unidad repetitiva del xantano en la
adhesion y formacion de biofilm de Xcc

El xantano es el mayor exopolisacarido producido por Xcc y posee un rol muy importante en la
virulencia de esta bacteria, disminuyendo la deposicién de calosa (Yun et al., 2006), a través del
secuestro de cationes Ca?* (Aslam et al., 2008). Se sabe que los grupos cetal piruvato de las
manosas externas del xantano los principales responsables de la quelaciéon de cationes (Aslam et

al., 2008; Bergmann et al., 2008) y no los grupos carboxilo del acido glucorénico. Sin embargo,

118



poco se sabia acerca de qué parte de la molécula del xantano es critica o indispensable para la
correcta formacidn de biofilm. Tampoco se conocia si los grupos sustituyentes tenian un rol en la
formacién de dichas organizaciones bacterianas. En este trabajo, hemos podido avanzar en el
conocimiento de como los grupos acetilos y piruvato afectan en distinto grado la adhesion y
formacion de biofilm sobre supeficies abidticas. La falta de grupos acetilos en la manosa interna
confiere al xantano mayor grado de desorden ya que en su ausencia dejan de establecerse
uniones de tipo puente hidrogeno o hidrofdbicas con el backbone de celulosa. Esto confiere al EPS
carente de grupos acetilos mayor flexibilidad y radio hidrodindmico. Por ello, el biofilm
resultante tiene menor organizacion interna, con canales de agua difusos o nulos. La ausencia de
acetilacion en las manosas externas no tiene un efecto tan drastico en el biofilm resultante; eso
puede deberse a que el porcentaje de acetilacion de las manosas externas en general es mucho
menor al grado de acetilacion de las manosas internas, de modo que esto no afectaria
dramaticamente su estructura, que alin cuenta con las manosas internas acetiladas. La falta de
las manosas externas (y por ende de grupos cetal piruvato) da lugar a un EPS con moléculas mas
ordenadas, compactas y rigidas, y menos cargadas negativamente. La estructura de este EPS
evidentemente repercute drasticamente en la adhesion y formacion de biofilm, el cual acusa una

arquitectura chata, sin agrupamientos muy claros ni canales de agua definidos.

Estos resultados muestran que la integridad de la molécula de xantano repercute en la
formacion de biofilm y las modificaciones mas drasticas se evidencian ante la ausencia de grupos

cetal piruvato y de la manosa externa de la unidad repetitiva.

4.3.b. Efecto de la estructura de EPS en la virulencia de Xcc

La formacion de biofilm afecta aspectos de la vida de la bacteria no sdlo en su vida libre o
epifitica sino cuando ya se encuentra en el interior de la planta. Asi fue reportado en plantas de
limén, en las cuales se observo la formacion de estructuras de biofilm dentro de los cancros
producidos por X. citri (Rigano et al., 2007b), poniendo en evidencia que el biofilm cumple un rol
en la patogenicidad y superviciencia de las bacterias dentro de sus hospedadores. Hasta la fecha
no se han reportado estudios acerca de qué tan critica pueda ser la estructura del xantano en la

virulencia de la bacteria. En el presente trabajo quisimos abordar el estudio de la relacion entre
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la estructura y la funcién del EPS como factor de virulencia de Xcc. A la luz de los resultados,
podemos concluir que, en la capacidad de virulencia, la cepa cuyo EPS carace de grupos cetal
piruvato (XcL) y la cepa cuyo EPS no posee la manosa externa en su unidad repetitiva (XcI) son
las mas afectadas en el crecimiento endofitico, lo que se ve muy claramente en los sintomas de la
enfermedad. La sustitucion de las manosas acetiladas no parece ser clave en la patogenicidad de
la bacteria, mas alld de alterar parcialmente su estructura de biofilm. Ahora bien, la cepa no
productora de xantano (Xc1231) que tiene serias dificultades para infectar exitosamente la planta
y sobrevivir dentro de la misma, revierte parte de su fenotipo en presencia de xantano nativo
(como ya fue descripto) (Yun et al., 2006) y de los EPS que carecen de grupos acetilo, tanto en la
manosa interna como en la externa. Esto sugiere que la funcion del xantano como supresor de la
respuesta inmune no se ve afectada significativamente por la falta de acetilacion en su
estructura. Sin embargo, los EPS que no poseen grupos cetal piruvatos o la manosa externa, no
logran revertir el fenotipo poco infectivo. Este patron se corresponde con la habilidad de estos
EPS de suprimir la deposicion de calosa en plantulas de A. thaliana. Los EPS incapaces de
suprimir la deposicion de calosa inducida por flg22 son aquellos que no poseen los grupos cetal
piruvato ni la manosa externa completa. Es asi como queda demostrado que la estructura del
xantano cumple un rol muy importante en la virulencia de la bacteria y en su colonizacién
endofitica, lo que la hard méas o menos ventajosa en su lucha por proliferar. Es importante
destacar que, hasta la actualidad, poco se conoce acerca de como es sensado el xantano en la
planta, como son los mecanismos moleculares que se inician luego de su reconocimiento.
Recientemente, y como ya fue mencionado, fue reportado en Lotus japonicus, un locus, epr3,
responsable de la percepcion directa del EPS de Mesorhizobium loti y que este locus regula el
pasaje de las bacterias a través de la pared celular y luego controla la virulencia dentro de la
planta (Kawaharada et al., 2015). Este resultado abre una puerta del estudio de cémo los
carbohidratos sintetizados por las bacterias y que funcionan como factores de virulencia son
reconocidos por las plantas y evaden la respuesta inmune. Esta temdtica es por demads
interesante para poder arbitrar en el futuro estrategias de control mas eficientes contra Xcc y X.

citri.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabajo de tesis tuvo por objetivo realizar una contribucion en el conocimiento de los
mecanismos a través de los cuales moléculas sintetizadas por Xcc, y también por Pst, acttian
como factores de virulencia, logrando ayudar a estas bacterias evadir parcialmente la respuesta
de defensa edificada por las plantas, usando como modelo A. thaliana. En la primera parte de
este trabajo, logramos optimizar el método de purificacion del Xcc FV asi como también
pudimos conocer en mayor profundidad el mecanismo de accién de este compuesto y de la
coronatina, encontrando que estas toxinas son capaces de inhibir, a nivel estomatico, la
produccion de ERO inducida por NADPH oxidasas. Como mencionamos a lo largo de esta tesis,
los estomas forman parte activa de la inmunidad de una planta y también la via natural de
ingreso de bacterias patogenas aunque también beneficiosas. Como estrategia de control, seria
deseable obtener plantas que exhibieran un fenotipo de resistencia al ingreso por estomas de
bacterias, sin que eso vaya en perjuicio de su inmunidad sistémica. Una posibilidad para lograr
esto puede hallarse en la busqueda de variantes naturales de las plantas de interés que tengan
menor sensibilidad a MAMPs en estomas pero que exhiban normal percepcion de los mismos en
el resto de la planta. La otra posibilidad seria desarrollar plantas afectadas en el receptor COI1
solo en estomas, de modo que la planta tenga normal sensado de toxinas y JA y entonces pueda

disparar normal respuesta de defensa, como fue recientemente publicado (Zhang et al., 2015).

En la segunda parte de este trabajo, estudiamos el mecanismo del glucano -(1,2) ciclico de Xcc
en la inmunidad inducida por flg22 y hallamos que este compuesto actiia como un supresor de
la respuesta inmune inducida por este MAMP, disminuyendo la produccién de ERO, la
expresion de genes tempranos y tardios de la defensa, inhibiendo la deposicion de calosa y que
su accion como supresor requiere de dos proteinas de A. thaliana, LYK3 y LYK4, las cuales
podrian estar involucradas en la percepcion o sefializacion de este compuesto. Finalmente,
pudimos demostrar que el glucano [-(1,2) ciclico es capaz de unirse de modo saturable,
reversible y especifico a membranas de A. thaliana, apoyando la hipotesis de que existan

receptores de azucares que unan este tipo de moléculas.
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En la tercer parte de este trabajo, estudiamos cémo la estructura del EPS mas abundante de Xcc
afecta la arquitectura del biofilm que forma la bacteria, su adhesion a superficies abioticas, su
virulencia durante el proceso infectivo y su capacidad para inhibir la deposicién de calosa.
Encontramos que los cambios mas drasticos en la patogenicidad de la bacteria en plantas de A.
thaliana, ocurre cuando el xantano carece de sus grupos cetal-piruvatos y de la manosa externa

que conforma el pentasacarido tipico de este EPS.

En relacion a los polisacaridos producidos por Xcc, xantano y glucano (3-(1,2) ciclico, resulta
muy interesante continuar explorando el campo molecular de la percepcién de estos aztcares
por parte de putativos receptores en plantas, ya que hoy en dia la evidencia publicada a este
respecto, parece apoyar esta hipdtesis, poniendo a los azticares como actores de relevancia en la
interaccion planta-patégeno. Otro aspecto interesante a explorar, como posibles herramientas

para mitigar los efectos de estos factores de virulencia, seria buscar exhaustivamente enzimas

que degraden especificamente a estos polisacaridos (en el caso del xantano han sido descriptas
liasas (Hashimoto et al., 1998; Ruijssenaars et al., 1999) pero en el caso del glucano (3-(1,2) ciclico
no hay casi antecedentes (Patente Kitahara (1990) N° JP02049583) y asi dotar a las plantas de

enzimas que puedan robustecer su sistema de defensa.
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6. ANEXOS

ANEXO I. Listado de ecotipos de A. thaliana utilizados en el analisis evolutivo de la Seccién 3.1. g.

Los asteriscos indican los ecotipos ensayados experimentalmente.

Ecotipo Ecotipo Ecotipo Ecotipo
C24 Bil Sp-0 Wkseb
Cats69937 Br-0 Spartal Udul6390
CIBC5 ESP1119908 Sprrl2 Uliesl
Cyr88 Edenl Sprol Ullal
Can-0 Eden7 Spro3 Ullapool8
Castelfeld421 Edi-0 Sr3 Uod2
Chaba29624 En-2 Star8 Uod7?
Col-0* Epidauros Staral Ved10
Cvi-0* Hap139786 Starol Vaarl
Dr-0 HosB9800 Ste2 Vashl
BRE149919 Had2 Ste3 WAR?7477
Bak2 Haes198791 Ste4 WestKar4
Bastal Hag?2 Stilol Wil2
Bor4 MNFChe21925 Susl Wu-0
Bur-0* Mv-0* T1000 Anl
ENC219907 MARCE19655 T1070 Yeg?2
Eden-1 Mitterberg218 T1090 Yeg7
Erg26 Demoe21 T110 Xanl
Filet-1 Orast19741 T470 Zupan-1
Fondi-1 Ove T480 Grivo
Geo Qui-0 T530 Gol2
Gegl4 Rak2 T570 Groenl4
Hsm Rakitl T790 Pber-0
Hel3 RdO T800 Had?2
Hov17 Rhenl T990 Bro
Hov41 Rio TAA04 Kondara *
ICE102 SAUL249918 TAA18 Kas-2*
ICE104 SLSP31 TB001

ICE152 Sakata Tdrl3

ICE36 San2 Tdr2

ICE60 Sanna?2 TEDENO3

ICE75 * Sap-0 TFAE07

ICE92 Schipl Tomé6

PBERO Setl Tom?7

ARR179927 Severl Trael

Aal Sf1 TV30

Aedal3 Sgl Tamm?27

Basta Sio Teiu2

Benkl Sha Try4

Bergl Siml Tomegap2

Bg2 Smoljl Uksek6

Bijisk4 Sorbo Tub2
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ANEXO II. Secuencias nucleotidicas de COI1 (region codificante y promotor) en las siete variantes

naturales utilizadas experimentalmente. Se muestra el alineamiento de dichas secuencias.

Bur0
Col
Cvi
ICE-T75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cv i
ICE-T75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cv i
ICE-T75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-T75
Kas2
Kondara
Mv -0

Buro0
Col
Cv i
ICE-T75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cv i
ICE-T75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cv i
ICE-T75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cv i
ICE-T75
Kas2
Kondara
Mv -0

PR R R e

121
121
121
121
121
121
121

181
181
181
181
181
181
181

241
241
241
241
241
241
241

301
301
301
301
301
301
301

421
421
421
421
421
421
421

AAA

TT

TCAT
AT CA

ATCTCCTGATTCATCATCA

CCCTAGAGC
AGCCCTAGAGC

CGTATCTCC
CGTATCTCC
TCT
GTATCTC
GTATCTCC

ACGTATCTCC

GTATCTCC

AAT TAT AAT (
AT TATAA
AT TATAA

GTA

CTTTTCTCCTTATTATT
GTCTTTTCTCCTTATTATT
GTCTTTTCT TTATTATT
GTCTTTTCTCCTTATTATTGCT
GTCTTTTCTCCTTATTATTGCTG
GTCTTTTCT TTATTATT
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Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2

481
481
481
481
481
481
481

541
541
541
541
541
541
541

601
601
601
601
601
601
601

661
661
661
661
661
661
661

721
721
721
721
721
721
721

781
781
781
781
781
781
781

841
841
841
841
841
841
841

901
901
901
901
901

CAITTCATCFCTTCAKGCACfATCbeCTCTTATCAGTTCCCTCCACTFTCCATTGA CT
CACTTCATCGCTTCACGCACCATCTGCCTCTTATCAGTTCCCTCCACTATCCATTGAGCT

ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGAT CAGATGGATTCTTGAT
ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGAT CAGATGGATTCTTGAT
ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTA GCATCGGGATCAGATGGATTCTTGAT
’”"TTCffTTCFGCCALTTTfFTCCTTATTA GCATCGGGATCA GFTSSATTPTTGAT

CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAGCTATCT GGTAA

CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAG
CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAG
CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCA
CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGAT ATFTTCTCTTCAGGTC\\\
CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGAT ATLTTCTCTTCAGGTC

GACCCACCGGGATAATATCCACGG
GGACCCACCGGGATAATATCCACGG
GACCCACCGGGATAATATCCACGGGC
GATAATATCCACG
"ATAATATCC
GATAATATCCAC

GCTATCTGGTA.
C
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Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas?2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas?2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas?2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas?2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas?2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas2

961
961
961
961
961
961
961

1021
1021
1021
1021
1021
1021
1021

1081
1081
1081
1081
1081
1081
1081

1141
1141
1141
1141
1141
1141
1141

1201
1201
1201
1201
1201
1201
1201

1261
1261
1261
1261
1261
1261
1261

1321
1321
1321
1321
1321
1321
1321

1381
1381
1381
1381
1381

IATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCA
ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCA
IATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCA
CTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCA
ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCAG
ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCA
CTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCA

TCGGGTTTTTTGTA

CCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG
“CCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG
AAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG
AAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG
AAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG
AAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG
AAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG

TCGGGTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCGAGT TTCAAATGAAGCT A

TCGGWTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCG

AGTTTCAAATGAAGCTA

IAGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCA

IAGAAATA ATCATAATAAAAAAGTTCTTTT

GTATTCATTTTCTTT CAT

IAGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTT TCTTT CAT GC

IAGAAATA
IAGAAATA
IAGAAATA

ATCATAATAAAAAAGTTCTTTT
ATCATAATAAAAAAGTTCTTTT

ATCATAATAAAAAAGT TCTTTTGCAGTATTCATTT TCTTTCATGGTTCCCT

GTATTCATTTTCTTT CAT TTCCCT

GTATTCATTTTCTTT CAT GC(

IAGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTT TCTTT CATGGTTCCCT

CATTGTTGTTCTT TAATACTTTTCCT GA
TTATTCATAGTCATTGTTGTTCT TTCTAATACTTTTCCT GA

AAAACTTTTGTCACTGAAAGA

TTTTTTTTT
TTTTTTTTT

AAGAAATTTCAATGTGATTG

AAAACTTTTGTCACTGA.
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Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-75
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas2
Kondara
Mv -0

Bur0
Col
Cvi
ICE-175
Kas2
Kondara
Mv -0

1441
1441
1441
1441
1441
1441
1441

1501
1501
1501
1501
1501
1501
1501

1561
1561
1561
1561
1561
1561
1561

1621
1621
1621
1621
1621
1621
1621

1681
1681
1681
1664
1681
1681
1681

1740
1740
1740
1723
1740
1741
1740

1800
1800
1800
1778
1800
1801
1800

1860
1860
1860
1838
1860
1861
1860

[AGCACTAAAA TAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATT TAATCCCA|
IAGCACTAAA TAATAATTTGCTGCTT TTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATT TAATCCCA|
IAGCACTAAAA TAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATT TAATCCCA|
IAGCACTAAA TAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATT TAATCCCA|
IAGCACTAAAA TAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATT TAATCCCA|
IAGCACTAAA TAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATT TAATCCCA|
AGCACTAAAAGT TAATAATT TGCTGCTTTTTAAGTCTTGTT GCTGAATGATT TAATCCCA]

GTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT
GTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTT TGAGCGCT

IAAGACGT TAAA AAAAAFTCAT TAAATA
[AAGACGT TAAAAAAAAG TA
AAGACGT TAAAAAAAA CATGTAAATAGTCTTTGT TCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT
AAGACGT TAAAAAAAAGICATGTAAATAGTCTT TGT TCCAAAAGTACCATTT TGAGCGCT
AAGACGT TAAAAAAAA CATGTAAATAGTCTTTGT TCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT
AAGACGT TAAAAAAAAGINCATGTAAATAGTCTT TGT TCCAAAAGTACCATTT TGAGCGCT
AAGACGT TAAAAAAAAGTCATGTAAATAGTCTT TGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT

TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACT TGTACCAAATAAACCT TGAAAATCATACATCATTA|
TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACT TGTACCAAATAAACCT TGAAAATCATACATCATTA|
TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACT TGTACCAAATAAACCT TGAAAATCATACATCATTA|
TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACT TGTACCAAATAAACCT TGAAAATCATACATCATTA|
TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTA(CAAATAAACCTTGAAAATCATACATPATTA
TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTA

A A TG TAG TTTTT TL;T TATATACT TMAAT ATATAGTTAACC
BATGTAG TET TT TGTTATATACT TATAT TCATATGG TCC \T AATATATAGTTAACC

ATATAAATTCATGCAGT CAACAACTTTT TGTTT TCCTCATT AAAAGCTACT A
ATATAAATTCATGCAGTCAACAACTTTT T@TTT TCCTCATTAAAAGCTACT A
AACAACTTTTTTTT TCCTCATTAAAAGCTACT A

AACAACTTTTT TTTTCCTCATTAAAAGCTACTA

ACTTTTT TTTTCLTCATTAAAAFCTAPTA

AATTATTGTATTTTTATTTTAAT
GAATTATTGTATTTTTATTTTAAT
AATTATTGTATTTTTATTTTAAT

AT ACTGTAGAAAATTTTTATCCTACAAAAGAAAG AATTATTGTATTTTTATTTTAAT
AT ACTGTAGAAAATTTTTATCCTACAAAAGAA ATTATTGTATTTTTATTTTAAT

GATTCAGGTTATTAATACTCTATAAAGAAATAA®TAAATCTATCCATCGAATAAATC
ATTCAGGTTATTAATACTCTATAAAGAAATAATTAAATCTATCCATCGAATAAATC
GATTCAGGTTAT TAATACTCTATAAAGAAATAATTAAATCTAT TCGAATAAATC
ATTCAGGTTAT TAATACTCTATAAAGAAATAATTAAATCTATCCATCGAATAAATC
ATTCAFPTTATTAATAfoTATAAAGAAATAAITAAATCTAT ATCGAATAAATC
ATTCAGG TTATTAATACTCTAIAAAGAPATAATTAAATCTATCPATC‘AATAAATC
GATTCAFCTTATTAATACTCTATAAn‘AAAT“nCTAAATCTATCCATCFAATAAATC
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3001
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3060
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3038
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3061
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3121
3120

3180
3180
3180
3158
3180
3181
3180

3240
3240
3240
3218
3240
3241
3240

3300
3300
3300
3278
3300

CTACTTTGGCTCGATGCTTT TGAGGTTTAGCGACTCCTTATCAT TTCCTACT TT GACTA
CTACTTTGGCTCGATGCTTT TGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACT TT GACTA

CTACTTTGGCTCGATGCTTT TGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACT TT GACTA
> T TATCATTTCCTA CTTTGACT

AACTCTAGATGCATTTGGCTCTT TT TAAAA.

AACTCTAGATGCATTTGGCTCTTTT TAAAAAACTTAATAAGTCGTCGTT GTACAAAGAAC

GATACTTTTTGTCCT TAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC
GATACTTTTTGTCCTTAAT AATTGGTGAACCTTACTT CATTT GATTTC|
GATACTTTTTGTCCT TAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC
GATACTTTTTGTCCT TAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC
GATACTTTTTGTCCT TAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC
GATACTTTTTGTCCT TAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC
GATACTTTTTGTCCT TAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC

CATTTATTT CAGAAAGTTTCAGT
CATTTATTT CAGAAAGTTTCAGT
"AGAAACATTTAT TTCAGAAAGTTTCAGT,
ACATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT
ATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT)
ATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT)

C TTTATTTCAGAAAGTTTCAGT

SAA

ATGTTTGT TATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCT TGCTAT)
ATGTTTGT TATATCCTTAATTG GCAACTGTTATGCTTGCTAT,
ATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCTTGCTAT
“ATGTTTGT TTATATCCTTAATTGCTTTGC“CTGTT“TFCTTGCTAT
TTGCAACTGTTATGCTTGCTAT

TTGCAACTGTTATGCTTGCTAT
GTTCATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCT TGCTAT

\CTTTGAT
CTTTGAT
ACTTTGAT
ACTTTGAT
ACTTTGAT
ACTTTGAT
AAACTTTGAT

“TTTGGGGAACATT CTTTGTT TATGCA|
“TTTGGGGAACATT CTTTGTT TAT GCA|
“TTTGGGGAACATTCACTTTGTT TAT GCA]
“TTTGGGGAACATTCACTTTGTT TAT GC A
CTTTGGGGAACATTCACT TTGTT TAT GC A
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3638
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3720
3720
3720
3698
3720
3721
3720

3780
3780
3780
3758
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TGGTTTT TGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTT TAGCGG
TGGTTTT TGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTT TAGCGGG
TGGTTTT TGAATCCTTGATTCG

AAATAAAAACTT TGT TAATGGAAGAGAGTTCTT TTAGT GAAAAGGATGGTAAGT GGCTTC|
AAATAAAAACTT TGT TAATGGAAGAGAGTTCTT TTAGT GAAAAGGATGGTAAGT GGCTTC|
AAATAAAAACTT TGT TAATGGAAGAGAGTTCTT TTAGT GAAAAGGATGGTAAGT GGCTTC|
AAACTTTGT TAATGGAAGAGAGTTCTT TTAGT GAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC
ACTTTGT TAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGT GAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC

ACTTTGT TAATGGAAGAGAGTTCTT TTAGT GAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC

ACTTTGT TAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGT GAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC

AT GAGCT TGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTT TAAACTTCTACATGACGGAGTTT G|
AT GAGCT TGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTT TAAACTTCTACATGACGGAGTTT G|
AT GAGCT TGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTT TAAACTTCTACATGACGGAGTTT G|
AT GAGCT TGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTT TAAACTTCTACATGACGGAGTTT G|
AT GAGCT TGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTT TAAACTTCTACATGACGGAGTTT G|
AT GAGCT TGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTT TAAACTTCTACATGACGGAGTTT G|
AT GAGCT TGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTT TAAACTTCTACATGACGGAGTTT G|

CATAGCTAGAAATTG CTCTGGTATCTG|

CATAGCTAGAAATTG CTCTGGTATCTG|
TAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG

TAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG
CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTG CTCTGGTATCTG|
CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTG CTCTGGTATCTG|
CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTGC CTCTCTGGTATCTG|

TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTT GAATGAGGATATT GGAATG TGAGAAGTACATGA|
TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTT GAATGAGGATATT GGAATG TGAGAAGTACATGA|
TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTT GAATGAGGATATT GGAATGCCTGAGAAGTACATGA
TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTT GAATGAGGATATT GGAATGCC TGAGAAGTACA TGA|
TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTT GAATGAGGATATT GGAATGCC TGAGAAGTACA TG A
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GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT]
GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT]
GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT]
GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT]

GACTTCCGCCTTbT(TTA\TCbACL

GCTTAACCGACTTGGGCTTAAGCTA

TGGATGCT

TGGATGCTGCTGGGT TACGTAGGTGAAT CAGATGAAGGTTTAATGGAAT TCTCAA
TGGATGCTGC TGGGT TACGTAGGTGAAT CAGATGAAGGTTTAATGGAATTCTCA
TGGATGCTGCTGGGT TACGTAGGTGAAT CAGATGAAGGTTTAAT GGAATTCT CA

TGGATGCTGCTGGGT TACGTAGGTGAATCAGATGAAGGTTTAATGGAAT TCT CAAGA
TGGATGCTGCTGGGT TACGTAGGTGAAT CAGATGAAGGTTTAAT GGAAT TCT CAAGA

TAGAGATGAGA (TT(TT(CTTCAf
TAGAGATGAGAGGTTGTTGCTTCAGT
TAGAFATGAFAGGTT(TT(CTTCAf
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“AGATGGC

AGATGGCTA nTCGn@CTGATTCCA
AGATGGC CTGG ¢ AGPTGATTCCA

nTCanCTGATTCCA

5TCCCGGAAGT GAATCAACAAGGAGAGATAAGAGAGATGGAGCATCC

TP"CFbAAFTbAATCAACAAGGAGAGATAAGA GAGATGGAGCATCC

c

CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGC
CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGG
CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGC
CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGG \
CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAA
CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAAC
CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGG \GAGAAC

¥ finexén 3
GTCCTGAAGGAGCCAATATGA
GTCCTGAAGGAGCCAATATGA
GTCCTGAAGGAGCCAATATGA]

GTCCTGAAGGAGCCAATATGA
GT CCTGAAGG!? CAATATGA
GT CCTGAAGGAGCCAATATGA]
GT CCTGAAGGAGCCAATATGA]
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