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Mecanismos de Xanthomonas campestris pv.campestris en la supresión 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 estomático 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 acción del Xcc FV y de una toxina 

de efecto similar producida por la bacteria fitopatógena Pseudomonas syringae pv. tomato denominada 

coronatina. Encontramos que ambos compuestos inhiben el cierre estomático inducido por MAMPs y por 

la hormona ácido abscísico a través de la inhibición de la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ERO) mediada por NADPH oxidasas y de manera dependiente de la señalización de jasmonatos. 

En la segunda parte de la tesis, estudiamos el rol del glucano cíclico β-(1,2) de Xcc en el proceso 

infectivo. Hallamos que este compuesto inhibe la producción de ERO, disminuye la expresión de genes de 

defensa y suprime la deposición de calosa inducidas por flagelina. Asimismo, observamos que el efecto 

del glucano cíclico β-(1,2) requiere de dos receptores quinasa con dominios ricos en lisina, LYK3 y LYK4, 

y que se une específicamente a preparaciones de membranas de A. thaliana, lo cual sugiere que actúa a 

través de la unión a un receptor de membrana.  

En la tercera parte de la tesis, estudiamos el mecanismo a través del cual el xantano, un 

exopolisacárido producido por Xcc, actúa como factor de virulencia. A través del uso mutantes de Xcc 

afectadas en enzimas biosintéticas encargadas de modificar químicamente el xantano, descubrimos que la 

piruvilación sobre la manosa externa de la unidad repetitiva de este polisacárido son esenciales para su 

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

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

cíclico β-(1,2), flg22, inmunidad vegetal, xantano, Xanthomonas, Arabidopsis thaliana. 
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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 β-(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 β-(1,2)-glucan effect requires two lysin motif receptor kinases, LYK3 and 

LYK4. Additionally, we observed that cyclic β-(1,2)-glucan binds specifically to A. thaliana 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 β-(1,2)-glucan, flg22, plant 

immunity, xanthan structure, Xanthomonas, Arabidopsis thaliana. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Marco general  

Los microbios patógenos, así como condiciones ambientales desfavorables, pueden resultar una 

amenaza para el crecimiento normal de una planta. Otros microbios (no patógenos), en cambio, 

pueden ser beneficiosos y útiles 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 patógenos que interactúan con las plantas, encontramos virus, 

viroides, hongos y bacterias. Las bacterias son, por lejos, las más abundantes colonizadoras de 

las plantas (Lugtenberg, 2015). Debido a la enorme diversidad de microbios patógenos, y a la 

batería 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 patógenos 

evaden dicha barrera de defensa para poder contar con mayor número de elementos a la hora de 

establecer mecanismos de control de las enfermedades causadas por los patógenos. 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 año, mayormente 

debido a enfermedades causadas por hongos y bacterias (Lugtenberg, 2015). Este no es un 

número despreciable si se tiene en cuenta que la población mundial está creciendo y se espera 

que, en 2050, necesitemos el doble de alimentos que lo que hoy es producido. Esta tesis tiene por 

propósito realizar un aporte en esta área, estudiando los mecanismos de interacción entre una 

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

1.2 El género Xanthomonas 

 

El género Xanthomonas está compuesto de un diverso grupo de especies bacterianas asociadas a 

plantas, todas juntas en el universo de las ɤ proteobacterias (Parkinson et al., 2009). Las bacterias 

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

μm y de largo entre 0,8-2,9 μm) (Figura 1A, B), Gram negativas, solitarios o filamentosos, sin 
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estados latentes (Figura 1A,B), y rodeados por un polisacárido extracelular denominado xantano 

(Swings, 1993). Como puede verse en la Figura 1C, la mayoría 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 infección como glucosidasas, galactosidasas, mananasas, 

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

 

Figura 1. Bacterias del género Xanthomonas. A, Microscopía electrónica de un bacilo de Xanthomonas oryzae 

(http://sian.inia.gob.ve/). Microscopía electrónica 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 periódicas y persistentes 

enfermedades de plantas, algunas de las cuales tienen gran importancia agronómica y 

económica, particularmente en regiones cuya subsistencia se basa en la agricultura y en aquellos 

países 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 número de 

plantas tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas y son responsables de enfermedades que 

incluyen síntomas de marchitez vascular, cancros, manchas en las hojas y en los frutos y 

quemaduras foliares.  

Cabe destacar que en nuestro país, otra especie del género, Xanthomonas citri subsp. citri (X. 

citri), causa la enfermedad conocida como cancrosis bacteriana de los cítricos. Esta enfermedad 

resulta de gran importancia económica por las pérdidas que supone la dispersión de la bacteria. 

Se trata de una enfermedad endémica de Argentina y Brasil pero también está presente en 

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

A C B 
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barreras a la exportación de estos cultivos, lo que como ya fue mencionado, provoca enorme 

cantidad de pérdidas económicas (Gottwald et al., 2002). Esta bacteria cobra relevancia ya que 

nuestro país es actualmente el octavo productor mundial de cítricos y primer productor mundial 

de limón. La producción total de cítricos de Argentina es de 2,5 millones de toneladas (Informe 

Federcitrus año 2015), en una superficie que abarca 150.000 hectáreas y, por el clima adecuado 

para el desarrollo de la enfermedad, es prioritario su estudio fitopatológico en nuestro país. 

1.2.a. Xanthomonas campestris pv. campestris 

Xcc es otra especie importante del género Xanthomonas debido a que es el patógeno responsable 

de la enfermedad de la podredumbre negra en miembros de la familia Brassicaceae (conocidas 

como crucíferas) de importancia agronómica en el mundo, como son el brécol (Brassica napus), 

col china (Brassica pekinensis), coliflor (Brassica oleracea), colza (Brassica napus var. oleifera), nabo 

(Brassica rapa), rábano (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 nómina de las diez especies fitopatógenas 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 más estudiadas hasta la 

actualidad. Las condiciones óptimas para su crecimiento son las altas temperaturas (25-35°C) y 

alta humedad (80-100%), por lo que las áreas de cultivo tropicales se ven seriamente afectadas, 

especialmente en temporada de lluvias. Como puede observarse en la Figura 2, esta bacteria 

provoca lesiones cloróticas o necróticas en forma de V al invadir la planta a través de hidatodos. 

También pueden colonizar la planta a través poros estomáticos o heridas. Una vez dentro, 

colonizan los tejidos vasculares, interrumpiendo el transporte de agua, causando así una 

necrosis foliar, marchitez y vuelco de las partes afectadas (Wang et al, 2015). 

 

A B C 
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Figura 2. Síntomas provocados por la infección 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 cloróticas 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 percepción para 

discriminar entre lo propio y lo ajeno y son capaces de activar respuestas de defensa complejas y 

en múltiples capas (Wang, 2015). Las plantas se protegen contra la mayoría de los microbios a 

través de barreras físicas, como las paredes celulares, las cutículas y compuestos 

antimicrobianos superficiales (Garcia-Brugger et al., 2006; Nurnberger et al., 2004; Zipfel, 2014). 

Cuando potenciales patógenos 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 están asociadas al reconocimiento de un patógeno). 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 patógeno (Wang, 2015). Dado que el hospedador vegetal no posee estos 

MAMPs, las plantas reconocen a estas moléculas como algo ajeno, extraño y por ello pueden 

desencadenar una respuesta contra el potencial patógeno. Ejemplos de MAMPs incluyen la 

quitina de los hongos, los glucanos β lineales de oomicetes, la flagelina, el factor de elongación 

Tu (EF-Tu) y los peptidoglicanos de bacterias (PGN), entre otros. Además de los MAMPs, existe 

otra clase de moléculas endógenas, derivadas de las plantas, antiguamente llamadas “inductores 

endógenos” y hoy conocidas como DAMPs (del inglés damage-associated molecular patterns). Los 

DAMPs son moléculas endógenas que aparecen en el espacio intercelular en respuesta al daño 

causado, por ejemplo, por un patógeno. Entre los ejemplos de estas moléculas, encontramos 

fragmentos de pared celular o efectores derivados de proteínas vegetales citoplasmáticas. 

Algunos DAMPs no derivan de estructuras dañadas, sino que son sintetizados por la planta en 

respuesta al ataque. Uno de ellos es el péptido endógeno conocido como Pep1 de A. thaliana, 
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generado por clivaje de la región C-terminal la proteína precursora PROPEP1, cuyo gen 

codificante se induce fuertemente en respuesta a la degradación de la pared celular, daño 

mecánico y hormonas como ácido jasmónico (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 Pep1 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).  

 

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 específico de la familia 

Brassicaceae EFR, reconoce el factor de elongación bacteriano (Ef-Tu) o a al péptido derivado de Ef-Tu, elf-18. El 

receptor XA21 percibe el péptido ax21 derivado de la proteína de Xantohmonas orizae en arroz. LYM1 y LYM3 son 

receptores con dominio LysM que perciben PGN mientras que CERK1 une débilmente PGN. A pesar de no haber sido 

probado, se hipotetiza que estos receptores pueden formar complejos que perciben PGN. El MAMP fúngico xilanasa es 

percibido por los receptores Eix1 y Eix2 en tomate, mientras que Ave1 es percibido por el receptor Ve1 en tomate. Por su 

parte, la quitina es percibida en arroz por el receptor CEBiP que interactúa con CERK1, mientras que en A. thaliana 

CERK1 actúa como receptor de quitina. En legumbres, una proteína conocida como GBP (del inglés glucan binding 

protein) reconoce al heptaglucano de Phytophtora. Aun no se conoce con cuáles otras proteínas interactúa en ese 

reconocimiento. Los receptores PEPR1 y PEPR2 reconocen los péptidos Pep que se sintetizan frente a daños mecánicos o 

cambios hormonales en la planta. Finalmente, los oligogaracturónidos (OGs) son percibidos por el receptor WAK1 

(Monaghan and Zipfel, 2012). 

Los PRRs disparan respuestas de defensa que pueden prevenir la colonización de una planta 

por un patógeno. Tradicionalmente esta primera línea 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 rápidos flujos de iones a través de la 

membrana plasmática, seguidos de una cascada de señalización que incluye la activación de 
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MAP quinasas (MAPK, del inglés mitogen-activated protein kinase) y de quinasas dependientes de 

Ca2+ (CDPKs), la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), cambios rápidos en la 

expresión de genes, un refuerzo en la pared celular a través de la deposición de calosa, un 

glucano β-(1,3) lineal, y cambios en los patrones fotosintéticos (Gohre et al., 2012; Segonzac and 

Zipfel, 2011).  

Como mencionábamos, la deposición de calosa es una de las respuestas de las plantas frente al 

ataque de patógenos. La calosa está compuesta por un polímero amorfo de alto peso molecular 

que químicamente se corresponde con un glucano β-(1,3) lineal. Este polímero sirve como una 

matriz para que se depositen compuestos antimicrobianos sintetizados para la defensa, y así 

puedan estar concentrados en los sitios de ataque del patógeno (Luna et al., 2011). Si bien 

típicamente la deposición de calosa ocurre cuando las plantas perciben los MAMPs (Gomez-

Gomez et al., 1999), también ha sido reportado que un conjunto de compuestos químicos actúan 

como inductores de la deposición de calosa, tales como el ácido salicílico (SA) y su análogo 

benzotidiazol (BTH) (Kohler et al., 2002) y también el aminoácido modificado ácido β-

aminobutírico (BABA) (Ton and Mauch-Mani, 2004; Zimmerli et al., 2000). 

Entre las respuestas de defensa iniciadas frente al reconocimiento de MAMPs, la producción de 

ERO es una de las más rápidas, comenzando a pocos minutos luego del reconocimiento de los 

MAMPs. Se ha propuesto que la producción de ERO podría actuar cómo reforzador de la pared 

celular para bloquear la entrada del patógeno, o bien como segundos mensajeros locales y 

sistémicos para disparar respuestas adicionales, como la expresión de genes o el cierre 

estomático (Kadota et al., 2015). En el marco de la respuesta de defensa, la producción 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 exposición con un patógeno (Nuhse et al., 2007; 

Torres et al., 2002). Si bien los mecanismos regulatorios finos de activación de RBOHD para dar 

lugar a la producción de ERO no están del todo elucidados, hoy sabemos que el Ca2+ apoplástico 

es necesario para la producción 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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interactúa directamente con RBOHD, fosforilándola, y dando como resultado su activación 

(Kadota et al., 2014; Li et al., 2014). Asimismo también ha sido reportado que las CDPKs son 

importantes en la regulación de RBOHD ya que tanto la CDPK4 y CDPK5 en tomate fosforilan 

directamente la RBOHB de esa misma especie de modo dependiente de Ca2+ (Kobayashi et al., 

2007). Las RBOHs poseen motivos de unión a Ca2+, a través sus extremos N-terminal, 

denominados “EF-hands”, mediante los cuales este catión ejerce una importante regulación de la 

actividad de estas enzimas (Kadota et al., 2015; Kadota et al., 2014). 

1.3.b. La flagelina y su percepción a través de su receptor FLS2 

La flagelina es la principal proteína constituyente del flagelo bacteriano y es reconocida por 

animales y plantas (Wang, 2015; Zipfel and Felix, 2005). Esta proteína es un importante inductor 

de la respuesta inmune. Del análisis de fragmentos sintéticos de la proteína, resultó que la 

mínima porción capaz de inducir la respuesta inmune en plantas era un fragmento N-terminal 

de 22 aminoácidos que fue denominado flg22 (Zipfel and Felix, 2005). Estudios adicionales han 

demostrado que un polimorfismo en un único aminoácido 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 proteína 

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 rápidamente 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 interacción entre FLS2 y BAK1 produce 

fosforilaciones cruzadas (Schulze et al., 2010), la síntesis de ERO, la activación de quinasas y 

oscilaciones de Ca2+ (Boller and Felix, 2009; Boudsocq et al., 2010; Schwessinger et al., 2011). La 

cascada de señalización continúa con una reprogramación transcripcional, inducción de la 

expresión de factores de transcripción (Navarro et al., 2004) y la promoción de la deposición de 

calosa para atenuar la entrada del patógeno (Boller and Felix, 2009). Se ha descripto que el 
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tratamiento con el péptido sintético flg22 también conduce a la acumulación 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 retroalimentación positiva para amplificar la señal de defensa, el SA 

potencia la producción 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 expresión de FLS2 hacen a las plantas más 

susceptibles al ataque de patógenos (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 

glucosídica, está formado por unidades repetitivas alternadas entre N-acetilglucosamina y N-

acetilmurámico. 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 lipoquitinoligosacáridos conocidos 

como factores de nodulación (factores NOD), los cuales son necesarios para el establecimiento 

de las relaciones simbióticas con sus hospedadores (Gough and Cullimore, 2011). Los factores 

NOD consisten en un esqueleto de quitina acoplado a un azúcar no reductor y a un ácido graso, 

que puede variar en largo y saturación (Oldroyd and Downie, 2008). El reconocimiento de los 

factores NOD define la especificidad con el hospedador e inicia la formación del nódulo que 

dará lugar a la fijación de nitrógeno, como comunión de la relación simbiótica (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 inmunoprecipitación se demostró que las moléculas de PGN coprecipitan con 

proteínas LYM1 y LYM3 con una marca de histidina (Willmann et al., 2011). Por otra parte 

plantas mutantes de A. thaliana afectadas en la expresión de estos receptores son insensibles a 

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

En L. corniculatus var. japonicus, la percepción de los factores NOD de Rhizobium spp. es llevada a 

cabo por las proteínas NFR1 y NFR5, 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. Señalización y diálogo hormonal en la defensa vegetal 

La activación de la respuesta inmune en la planta está finamente regulada, asegurándose una 

respuesta eficiente pero a la vez controlada contra patógenos bacterianos, fúngicos, virales y 

herbívoros como los insectos ( Vos, 2013). El reconocimiento de patógenos atacantes trae como 

resultado la acumulación de moléculas de señalización muy importantes como las hormonas SA 

y JA y sus derivados, las cuales juegan un rol preponderante en la activación de respuestas de 

defensa río abajo de su acumulación (Caarls et al., 2015). En términos generales, el SA activa la 

resistencia de la planta frente a patógenos biótrofos, es decir aquellos que no matan al 

hospedador sino que, una vez dentro de él, provocan síntomas sin causar muerte celular 

extendida, mientras que el JA es la hormona crítica para la activación de la defensa contra 

patógenos necrótrofos, aquéllos que necrosan el tejido del hospedador, e insectos herbívoros 

(Caarls et al., 2015). Los caminos de señalización de SA y JA son interdependientes y actúan en 

complejas redes. Existen otras hormonas que participan en estas redes de señalización y que son 

capaces de modular algunas respuestas desencadenadas por SA y JA. Un ejemplo de ello es el 

ácido abscísico (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 patógenos (Pieterse et al., 2012).  
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En la señalización de SA es clave la actividad de un factor de transcripción maestro y co-

regulador de la expresión de genes asociados a SA, conocido como NPR1 (Fu and Dong, 2013). 

El SA induce una respuesta de fluctuación bifásica en el estado redox de la célula que puede ser 

sensado por NPR1, que pasa de su estado oligomérico a su estado monomérico por la reducción 

de sus puentes disulfuro. Estos monómeros de NPR1 viajan al núcleo. La regulación de los 

niveles de NPR1 en el núcleo también depende de SA. NPR3 y NPR4, los homólogos de NPR1, 

fueron descriptos como los receptores de SA (Fu et al., 2012; Wu et al., 2012). Estos receptores 

actúan como proteínas adaptadoras que median en la degradación 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 degradación, bloqueando la activación de genes de 

respuesta a SA. Si los niveles de SA son altos, la unión entre NPR1 y NPR3 se facilita, lo que 

también lleva a la degradación de NPR1, y activa la muerte celular programada en la zona 

atacada por el patógeno, 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 

interacción de NPR1 con NPR3, y NPR1 puede acumularse y activar la defensa dependiente de 

SA. Esta molécula puede interactuar así con factores de transcripción de la familia TGA, 

induciendo de esta manera genes de respuesta dependientes de SA como PR1 (del inglés 

pathogenesis-related 1) así como también factores de transcripción de la familia WRKY, que 

amplifican río abajo la señal (Caarls et al., 2015; Wang et al., 2006). Esta familia de proteínas, 

conocidas como proteínas WRKY están caracterizadas por su unión 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 

activación, señalización y expresión de MAPK es uno de los eventos más tempranos 

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

Con respecto a la señalización de JA, podemos decir que los grandes reguladores maestros de 

esta ruta son la proteína COI1 (del inglés coronatine insensitive 1) del tipo F-box, receptor de JA, y 

los represores JAZ, siendo COI1 la proteína que guía a las proteínas JAZ al proteasoma para su 

posterior degradación. En ausencia de JA, los represores JAZ reprimen varios factores de 

transcripción, entre los cuales encontramos a MYC2, EIN3, EIL1 (Song et al., 2014). En presencia 
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de JA, COI1 se une al conjugado JA-Ile, la forma bioactiva de esta hormona, lo que da por 

resultado el envío de las proteínas JAZ a degradación. Ya sin las proteínas JAZ, se activan una 

serie de genes en respuesta a JA. Desde hace años, se ha podido distinguir dos ramas dentro de 

la vía de señalización 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 activación río 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 está co-regulada 

por JA y ET, activando el marcador río 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 está mayormente 

asociada a la respuesta contra insectos y daño mecánico mientras que la rama ERF está más 

involucrada en la defensa contra hongos. 

Recientemente se ha reportado que la supresión de la señalización de JA por acción de SA está 

predominantemente regulada a nivel de la transcripción (Van der Does et al., 2013). El diálogo 

entre SA y JA mostró ser independiente de la biosíntesis de JA, produciéndose la supresión de 

SA sobre el gen de respuesta a JA PDF1.2 independientemente de COI1 (Leon-Reyes et al., 2010). 

Asimismo, pudo verse que la proteína ORA59, factor de transcripción de la rama ERF 

involucrada en la respuesta contra hongos necrótrofos, es enviada a degradación por SA (Van 

der Does et al., 2013).  
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Figura 4. Modelo simplificado de la maquinaria molecular involucrada en la regulación transcripcional de la 

señalización de hormonas vegetales (A), SA (B) JA, (C) el antagonismo entre SA y JA (Caarls et al., 2015). 

1.5. Estrategias de evasión de las respuestas de defensa vegetal por parte de los 

patógenos 
Frente a la barrera de defensa impuesta por las plantas, los patógenos han evolucionado en una 

serie de “armas” para evadir el reconocimiento, bloquear o suprimir, en algún grado, la PTI en 

sus respectivos hospedadores. Dentro de enorme universo de estrategias, muchos patógenos 

producen toxinas de naturaleza no proteica y proteica que ayudan a eludir la respuesta de 

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

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

Muchos patógenos bacterianos suprimen la PTI a través de las proteínas efectoras inyectadas a 

través de sistema de secreción de tipo III en la célula vegetal, las cuales actúan sobre blancos 

específicos y cuyo efecto es impedir o atenuar la respuesta defensiva de la planta (Macho and 

Zipfel, 2015). Algunos ejemplos de efectores son HopU1, 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 

monómeros de flagelina, aunque no la flagelina polimérica que forma parte del flagelo, evitando 

así la interacción de la proteína con el receptor FLS2 en el caso de los vegetales y con el receptor 

TLR5 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 activación de la 

interleuquina 8 (IL-8), el interferón gamma (IFN-ɤ) en células animales o la disminución en la 

expresión de genes de defensa como PR1 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 aún. Como sabemos, la luz lleva 

energía vital para nuestro planeta pero también provee información 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 biológicos, también llamados fitocromos, detectan la luz sensando 

la longitud de onda y la intensidad, transduciendo esa información en distintas rutas de 

señalización celular. Durante mucho tiempo, no hubo evidencia de la existencia de 

fotorreceptores en organismos procariotas no fotosintéticos. Sin embargo, durante la última 

década, muchos estudios mostraron que estas proteínas juegan un rol importante en la fisiología 

de las bacterias así como en su patogenicidad. Particularmente fue reportado que el proceso 

infectivo es regulado por un fororreceptor de luz azul, LOV-HK, del patógeno de mamíferos 

Brucella abortus, en el endosimbionte de plantas Rhizobium leguminosarum, y en la bacteria 

fitopatógena 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 reconversión reversible entre 

una forma que absorbe la porción del espectro correspondiente al rojo (Pr) y una forma que 

absorbe la fracción del espectro correspondiente al rojo lejano (Pfr). Este proceso es iniciado por 

la fotoisomerización de un cromóforo 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). Aún con esta evidencia, los roles biológicos de la mayoría de los 

fitocromos bacterianos (BphP) se desconocen y sólo muy pocos BphPs han sido relacionados con 

respuestas biológicas que permitan a las bacterias mejorar su estrategia de colonización (Davis et 

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

Al tiempo que los patógenos desarrollan efectores para batallar con las defensas de la planta, 

éstas accionan con unas proteínas, llamadas R, que directa o indirectamente reconocen los 

efectores de tipo III. El reconocimiento de los efectores tipo III por las proteínas R de las plantas 

se conoce como inmunidad inducida por efectores (ETI, del inglés effector-triggered immunity). La 

ETI se caracteriza por un rápido aumento de ERO y por la muerte celular en la zona atacada por 

el patógeno, 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 patógenos. En la primera fase, 

los MAMPs (PAMPs, diamantes rojos) son reconocidos por sus PRRs para desencadenar la PTI. En la segunda fase, los 

patógenos más exitosos envían proteínas efectoras para interferir con la PTI, dando lugar a la ETS (del inglés effector 

triggered susceptibility). En la tercera fase, alguno de esos efectores (marcado en rojo) será reconocido por una 

proteína de la planta, que desencadenará la ETI, que amplificará la la respuesta iniciada por la PTI, dando incluso lugar 

a la respuesta de hipersensibilidad (HR)(Jones and Dangl, 2006). 

Hasta aquí, hemos dado algunos ejemplos de moléculas proteicas efectoras que colaboran con la 

bacteria para suprimir la respuesta de la planta, en su estrategia de colonización. Sin embargo, 

existen otros compuestos producidos por las bacterias de naturaleza no proteica, como el 

glucano β-1,2 cíclico y el xantano y que también poseen importantes roles como factores de 

virulencia durante el proceso infectivo. 

1.5.b. Polisacáridos producidos por Xcc  

1.5.b.i. El glucano β-1,2 cíclico 

Xcc sintetiza un glucano cíclico neutro que está formado por 16 residuos de glucosa, 15 unidos 

por enlaces del tipo β-1,2 y el restante unido por un enlace α-1,6 (Figura 6). Los glucanos cíclicos 

pueden estar asociados al espacio periplasmático de la bacteria o bien ser liberados al medio 

extracelular. 
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Figura 6. Estructura de glucano β-1,2 cíclico.(Bohin, 2000) 

En Xcc y en X. citri se han identificado dos genes implicados en su síntesis: hrpM (del inglés 

hypersentive response pathogenicity) y ndvB (del inglés nodule development B) (Malamud et al., 2012; 

Rigano et al., 2007a). La disrupción del gen hrpM ocasiona en la bacteria una pérdida de 

movilidad, una pérdida de virulencia en la infección y menor capacidad de organizarse en 

comunidades, conocidas como biofilms en X. citri. La organización de las bacterias en biofilms les 

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

Los glucanos cíclicos son producidos por un número 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 

cíclicos en un número de interacciones simbióticas como aquellas establecidas con B. japonicum y 

Sinorhizobium meliloti. También en interacciones planta-patógeno se ha visto la importancia de 

los glucanos cíclicos, como aquella descripta en A. tumefaciens (Inon de Iannino et al., 1998) y P. 

syringae (Loubens et al., 1993). En Xcc, estudios de la función de los glucanos cíclicos 

demostraron su rol en la enfermedad, actuando como supresores de la respuesta inmune 

activada por la planta. Se ha demostrado que el glucano β-1,2 cíclico induce, local y 

sistémicamente, la susceptibilidad a Xcc en plantas de A. thaliana y N. Benthamiana, suprimiendo 

la deposición de calosa y retrasando la expresión de un gen relacionado con la defensa, PR1 

(Rigano et al., 2007a). En P. syringae se ha visto que la falta de glucanos cíclicos 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 infección en X. campestris pv. vesicatoria (Minsavage et al., 2004). Reportes 

previos han demostrando que los glucanos cíclicos son requeridos para la efectiva formación del 

nódulo de la bacteria fijadora de nitrógeno R. meliloti, y para la inducción del tumor producido 

por A. tumefaciens (Wang et al, 2015). En ensayos competitivos de unión a membranas de soja 

(Glycine max) pudo demostrarse que los glucanos cíclicos de B. japonicum son capaces de 

desplazar un hepta β glucósido (HG-APEA) que se une de modo específico, saturable y 

reversible a un potencial receptor de glucano en soja, sugiriendo que es posible que los glucanos 

cíclicos de B. japonicum sean percibidos por un receptor en esta planta. Se ha mostrado también 

la capacidad de los glucanos cíclicos de B. japonicum en la supresión de la síntesis de fitoalexinas 

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

Como fue mencionado en la Sección 1.3.c, los receptores de los factores NOD, NFR1 y NFR5, en 

leguminosas poseen dominios extracelulares del tipo LysM. Es interesante que estas proteínas 

están 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 proteínas 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 simbióticas, fue visto que al incubar plántulas de Lotus japonicus con su simbionte, 

Mesorhizobium loti, o con flagelina, se disparaban las respuestas de defensa (acumulación de la 

hormona etileno, activación de MAPKs, expresión de genes de defensa). Sin embargo, cuando 

las plántulas de esta leguminosa se incubaban con la flagelina purificada a partir de una 

preparación de Mesorhizobium loti, la respuesta de defensa no se inducía, lo cual sugiere que la 

flagelina de M. loti no actúa como un inductor de la respuesta inmune, pese a que el extracto 

completo de dicha bacteria sí 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 evolución, estas 

plantas que reconocen los factores NOD hayan adquirido la capacidad de suprimir esta 

inducción 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) están muy emparentados con los receptores de factores NOD en legumbres. 

También fue reportado que A. thaliana es capaz de percibir los factores NOD suprimiendo así 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 supresión por 

parte de los factores NOD de la producción de ERO inducida por flg22, mostrando que LYK3 

podría estar involucrado en la percepción o señalización 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 exopolisacárido de M.loti, denominado EPR3 (del inglés 

exopolysaccharide receptor 3) y, de cuya unión depende el ingreso de esta bacteria a la planta y la 

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

1.5.b.ii. El Xantano  
 

El xantano de Xcc es un exopolisacárido (EPS), liberado por la bacteria al medio extracelular. 

Como ha sido estudiado, las bacterias viven en comunidades organizadas, llamdas biofilms. La 

formación de estructuras de biofilm requiere de la producción de xantano ya que mutantes 

defectivas en dicho polisacárido no logran formar estas estructuras (Rigano et al., 2007b; Torres 

et al., 2007). Asimismo, se ha reportado la importancia del xantano en la protección de las 

comunidades bacterianas organizadas en biofilms frente a distintos tipos de estrés como cambios 

bruscos de temperatura, cambios de pH, radiación UV, cambios osmóticos fuertes y desecación 

(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 retención 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 

además 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 polisacárido compuesto por unidades 

repetitivas de cinco azúcares: dos glucosas, dos manosas y un ácido glucurónico. 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 β-1-4, 

con cadenas laterales trisacarídicas compuestas por una manosa unida β-1,4 a un ácido 

glucurónico que a su vez está unido a otra manosa por enlaces β-1,2. Este trisacárido se une al 

disacárido de la cadena lineal por uniones α-1,3. La cadena lateral trisacarídica 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 polisacárido poseen un residuo cetal piruvato en 

los carbonos 4 y 6 y la mayoría de las manosas internas del mismo se encuentran acetiladas en la 

posición 6 (Jansson et al., 1975; Melton et al., 1976; Ramey et al., 2004). La composición molecular 

del xantano, particularmente respecto de los grupos no glucosídicos sustituyentes, afecta la 

transición orden-desorden de este polisacárido y, por ende, su estructura y su accesibilidad a 

enzimas degradativas (Kool et al., 2013). Los grupos acetilo contribuyen a una conformación más 

ordenada ya que estos grupos pueden interactuar con el esqueleto de celulosa a través de 

uniones intermoleculares como puentes de hidrógeno. Sin embargo, los cetal piruvatos 

contribuyen a una conformación más desordenada debido a una desestabilización por la 

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

La síntesis del xantano en las especies de Xanthomonas está cifrada por un operon conocido como 

cluster gum, compuesto de 12 genes: gumB,C,D,E,F,G,H,I,J,K,L y M, los cuales se expresan 

primariamente bajo el control de un único promotor que se ubica río 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 pentasacarídicas a partir de las 

unidades de glucosa. La síntesis de este polisácarido comienza cuando la proteína gumD 
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transfiere un residuo de glucosa-fosfato a un transportador lipídico ubicado en la cara interna de 

la membrana plasmática. En los cuatro pasos siguientes gumM, gumH, gumK y gumI agregan 

secuencialmente un residuo de glucosa, dos de manosa y un residuo de ácido glucurónico 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 sucesión de pasos en la síntesis de xantano se ilustra en la Figura 7B. 

 

Figura 7. Estructura del xantano y su biosíntesis en Xcc. A, Representación de la estructura de xantano(Kool et al., 2013). 

B, Las proteínas codificadas por los genes gum están resaltadas en verde. En la primera reacción, gumD transfiere 

residuo de glucosa-fosfato a un transportador lipídico ubicado en la cara interna de la membrana plasmática. En los 

cuatro pasos siguientes, gumM, gumH, gumK y gumI agregan secuencialmente un residuo de glucosa, dos de manosa y 

un residuo de ácido glucurónico para formar la estructura del xantano. 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. Finalizado esto, las unidades repetitivas son exportadas por gumJ al periplasma y allí gumE polimeriza 

dichas unidades, formando un xantano inmaduro que luego, a través de gumC, comienza a ser exportado. Cuando el 

dominio periplasmático de gumC alcanza a gumB, anclada en la membrana externa, estas proteínas comienzan a 

formar un poro que permite la exportación 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 colonización endofítica 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 supresión parece obedecer a la 

naturaleza polianiónica que posee el xantano, mostrando que este polisácarido une cationes 

Ca2+, disminuye la cantidad ERO y la expresión de genes de defensa, PR1 y PF1.2 (Aslam et al., 

A B 
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2008). En este sentido, bacterias defectivas en la producción de xantano, ya sea por la síntesis o 

por su regulación, son menos infectivas en plantas de N. benthamiana y no son capaces de 

suprimir la deposición 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 lipídica, DSF (ácido cis-11-metil-2-dodecanoico, del inglés 

diffusible signal factor) que regula la expresión de factores de virulencia bacterianos y la 

comunicación 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 evolución elaborados mecanismos para percibir e 

integrar señales provenientes de diferentes condiciones ambientales. En la superficie de la hoja, 

los estomas median el intercambio gaseoso necesario para la fotosíntesis, controlan la pérdida de 

agua por transpiración así como también son capaces de responder a diferentes tipos de estrés, 

tanto bióticos como abióticos. Es así como el cierre de estomas puede ser inducido por sequía, 

estrés salino y también por MAMPs, ya que los patógenos pueden utilizar estos poros como vía 

de colonización endofítica. Debido a la cantidad de estímulos percibidos por los estomas de la 

superficie foliar, es natural que los poros estomáticos cobren especial relevancia como barrera de 

defensa instantánea para prevenir mayores daños en las plantas (Zhu and Chen, 2012). 

Los estomas son los poros más abundantes de la superficie foliar y resulta razonable que 

muchos patógenos que pueden ingresar por estomas arbitren diferentes mecanismos para 

mejorar su eficiencia de penetración a través de los mismos. Este es el caso de las bacterias 

patógenas 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 estomático 

inducido por MAMPs. Sin embargo, esta no es una estrategia privativa de bacterias sino que se 

ha reportado que el patógeno fúngico Sclerotinia sclerotiorum produce ácido oxálico como factor 

de virulencia, toxina que le permite inhibir el cierre estomático, 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 estomático, mediante la activación de una H+-ATPasa de membrana (Ballio A, 1964; 

Baunsgaard et al., 1998). Todo esto indica que son múltiples los mecanismos por los cuales los 

patógenos son capaces de eludir la respuesta estomática de defensa, complejizando la 

interacción planta-patógeno. 

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

órganos aéreos de las plantas que delimitan el poro estomático (Figura 8).  

 

Figura 8. Células de la guarda. A, El estoma de Vicia faba en dos estados: abierto y cerrado por inducción con ABA 

(Gao et al., 2005). B, Epidermis de A. thaliana en la cual se pueden ver los estomas teñidos por la sonda fluorescente 

(H2DCFDA), luego de ser tratados con ABA (Microscopio de Fluorecencia, este trabajo de tesis). Escala = 20μm. C, 

Epidermis de A. thaliana en la cual se pueden ver los estomas (Microscopía de campo claro, este trabajo de tesis).  

La regulación activa de la apertura de los estomas los convierte importantísimos reguladores del 

ambiente atmosférico global ya que cada año pasan a través de ellos el doble del contenido de 

vapor de agua de la atmósfera, y un sexto de su contenido de CO2 (Hetherington and 

Woodward, 2003). La diferenciación, durante el desarrollo, de células epidérmicas en células de 

la guarda maduras, está regulada por señales medioambientales (Gray et al., 2000; Hetherington 

and Woodward, 2003; Masle et al., 2005). El cierre y apertura del poro estomático, causado por la 

pérdida o ganancia de turgor de las células de la guarda, está regulado por la presión osmótica 

de las células de la guarda debido a los cambios dinámicos en las concentraciones intracelulares 

de iones orgánicos e inorgánicos (malato2- y K+) y azúcares. Estos eventos requieren del diálogo 

concertado entre los sensores de cada estímulo y los efectores como lo son los canales iónicos, 

transportadores vacuolares y de membrana y así como de cambios en los metabolitos 

(Roelfsema and Hedrich, 2005; Wasilewska et al., 2008). Asimismo, los canales iónicos están 

A B C 
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regulados por una compleja red de señalización que incluye la producción de ERO, óxido nítrico 

(NO), fosfolípidos, fluctuaciones de calcio, alcalinización del citosol, entre otros componentes de 

señalización.  

1.6.a. Señalización durante la apertura y cierre estomático 

1.6.a.i. Cierre estomático inducido por ABA 

El ABA es un terpenoide sintetizado a partir de precursores carotenoides y su inducción ocurre 

en condiciones de sequía, salinidad y frío, lo que desencadena, entre otras muchas respuestas, el 

cierre estomático (Pei et al., 2000). 

Para el cierre estomático mediado por ABA, se ha podido determinar una cascada de 

señalización en la planta modelo A. thaliana. El ABA es percibido por receptores 

PYR/PYL/RCAR (del inglés pyrabactin resistance/PYR1-like/regulatory component of ABA receptor) 

localizados en el citosol (Ma et al., 2009; Park et al., 2009), lo que permite el cierre estomático a 

través de mensajeros como ERO, Ca2+ citosólico y aumento de pH intracelular (Murata et al., 

2001; Pei et al., 2000). En ausencia de ABA, dichos receptores de ABA interactúan con las 

fosfatasas del tipo PP2C, ABI1 y ABI2, inhibiendo así su acción (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). 

Estas fosfatasas actúan como inhibidores de la proteína quinasa OST1/ SnRK2.6 (del inglés open 

stomata 1/SNF1 related kinase 2.6) en estomas y de otras quinasas de esta familia SNF1 en otros 

tejidos (Kwak et al., 2003; Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2015), las cuales fosforilan múltiples 

blancos involucrados en la respuesta al ABA. Cuando el ABA es percibido, tanto ABI1 como 

ABI2 dejan de inhibir a OST1/SnRK2.6. El Ca2+ citosólico aumenta debido al influjo de estos 

iones provenientes de fuera de las células de la guarda y a partir de su liberación desde 

reservorios en el retículo endoplasmático hacia el citosol. El ingreso de Ca2+ es mediado por 

canales de Ca2+ e inducido por ERO (Pei et al., 2000; Zhang et al., 2001). El aumento de Ca2+ 

provoca una activación de los canales de salida de cationes K+ ubicados en la vacuola, una salida 

de iones orgánicos a través de canales S aniónicos de la célula e inhibe la actividad de los canales 

de ingreso de K+ (Sirichandra et al., 2009b). La percepción del ABA entonces promueve la 

activación de esta proteína quinasa OST1/ SnRK2.6 que fosforila y activa al canal aniónico 

SLAC1 (Lee et al., 2009; Raghavendra et al., 2010; Vahisalu et al., 2010), un evento que contribuye 
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a la despolarización 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 producción de ERO a través de las NADPH oxidasas, RBOHD y RBOHF (Kwak et al., 

2003; Mustilli et al., 2002). La mutación puntual de ganancia de función abi1-1 evita que esta 

proteína interactúe con los receptores de ABA. Esto ocasiona que ABI1 se encuentre activada 

aún en presencia de ABA, lo que vuelve insensible a la mutante al cierre estomático mediado 

por ABA (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). El cierre estomático 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 vías de señalización 

actuando de modo redundante. La producción de ERO también promueve la síntesis de NO, 

que a su vez estimula la salida de Ca2+ 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 estomático inducido por MAMPs y hormonas de defensa 

El cierre estomático inducido por patógenos depende de la percepción 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 

fosforilación, a la NADPH oxidasa RBOHD (Kadota et al., 2014; Li et al., 2014). Esto conduce a la 

producción de ERO en células de la guarda, lo que activa los canales de Ca2+ en la membrana 

plasmática. La mutante rbohd es totalmente insensible a flagelina o a bacterias para el cierre de 

estomas (Kadota et al., 2014; Li et al., 2014), mientras que bik1, se ha visto que está impedida de 

producir ERO luego de la inducción con flg22, pero que de manera inesperada posee un 

fenotipo de resistencia a la infección con P. syringae, si bien es más susceptible a la infección con 

el hongo Botrytis cinerea (Lin et al., 2014; Veronese et al., 2006). Se ha reportado que, entre los 

componentes de señalización 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). Además de su rol en la señalización de los estomas, tanto MPK3 como 
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MPK6 han sido reportadas como proteínas necesarias para la síntesis de camalexina, la 

fitoalexina más abundante en A. thaliana y que es sintetizada como un compuesto 

antimicrobiano que frena el ataque de patógenos fúngicos, como Botrytis cinerea (Ren et al., 

2008). Estas MAPKs también han sido involucradas en la señalización de la hormona ET (Xu et 

al., 2008). Asimismo, el receptor LECRK-VI.2 (del inglés L-type lectin receptor kinase-VI.2) también 

es requerido para el cierre estomático 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 proteínas que unen carbohidratos. Si bien se especula que su rol 

podría ser importante en la unión entre la pared celular y la membrana celular vegetal, aún su 

exacto rol biológico se desconoce (Bouwmeester and Govers, 2009). Por otra parte, un elemento 

central en la señalización de SA, el factor de transcripción NPR1 también es necesario para el 

cierre estomático inducido por MAMPs pero no por ABA (Zeng and He, 2010). La mutante npr1-

3 también mostró ser más sensible a la infección por patógenos, teniendo alterada la expresión 

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 patógenos, requiere la producción de ERO mediado por 

peroxidasas de pared celular. Esto se ha descubierto al demostrarse que la acción de estos 

compuestos no está afectada en mutantes de las NADPH oxidasas pero sí es afectada por el 

inhibidor de peroxidasas conocido como ácido salicilhidroxámico (SHAM, del inglés 

salicylhydroxamic acid) (Khokon et al., 2011; Khokon et al., 2010). A continuación mostramos un 

resumen simplificado de la red de señalización en estomas en respuesta a ABA y a MAMPs 

(Figura 9). 
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Figura 9. Señalización en células de la guarda en respuesta a ABA y MAMPs. La percepción de los MAMPs por los 

receptores PRR, inicia una cascada de señalización que activa la proteína RBOHD, que induce la producción de ERO, 

ocasionando el cierre estomático. La percepción de ABA por sus receptores provoca la activación de la quinasa 

SnRK2.6, lo que activa a las NADPH oxidasas RBOH y a los canales iónicos independientemente de Ca2+. Asimismo, el 

ABA induce un aumento del pH intracelular y la activación 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 producción de ERO y también a la 

activación de los canales aniónicos SLAC1, logrando la pérdida de turgencia de las células de la guarda. Esquema 

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

1.6.b. Toxinas que modulan la apertura estomática 
 

Pst DC 3000 es una bacteria patógena que infecta tallos, hojas y frutos de una variedad de 

especies de plantas y que desarrolla parte de su vida como un saprófito 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 húmedas en hojas y frutos. Estas 

lesiones eventualmente pueden volverse necróticas y estar rodeadas por halos cloróticos. Si bien 

este patógeno causa lesiones de cierto grado de severidad según la cepa, no alcanza a matar a la 

planta. Esta bacteria es fácil 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, ácido coronafácico (CFA), C ácido coronámico (CMA)(Strange, 

2007). 

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

más plásmidos (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 actúa a nivel sistémico en la planta entera así 

como a nivel estomático, 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, además de suprimir sistémicamente la síntesis de SA, a 

través de la activación de la cascada de señalización de JA en A. thaliana (Zheng et al., 2012) y en 

tomate (Uppalapati et al., 2007), la coronatina promueve la producción de ERO en cloroplastos, 

asociada a muerte celular en la zona de infección pero inhibe la producción de ERO en citosol, la 

cual está más relacionada con la defensa en respuesta a MAMPs (Ishiga et al., 2009) en plantas de 

tomate. 

La coronatina, químicamente un poliketido, es sintetizada a partir de dos clusters de genes: uno 

llamado cfa que cifra las enzimas necesarias para la producción de uno de los precursores 

bioquímicos de la toxina, ácido coronafácico (CFA) (Figura 10B), mientras que la síntesis del otro 

precursor bioquímico, el ácido coronámico (CMA) (Figura 10C), es cifrado por los genes del 

cluster cma (Wang et al, 2015). El cluster de genes que permite la síntesis de la coronatina se 

encuentra en un plásmido de la bacteria (Bender et al., 1989; Bender et al., 1998). 

A C B 
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Estudios de infección realizados con mutantes en la síntesis de CFA y CMA, ambos 

intermediarios bioquímicos de la coronatina, mostraron que ninguno de estos precursores por sí 

solos son capaces revertir el cierre estomático 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 transcripción 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 señalización 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 

producción 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 

estomático (Zhao et al., 2008) y que además, sí 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 estomático inducido por ABA y MAMPs es producida 

por Xcc. Nuestro grupo ha demostrado que la síntesis de este compuesto de estructura aún 

desconocida depende del sistema de señalización 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 señal lipídica célula-célula, DSF, se ven 

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

proteína MPK3 en A. thaliana (Gudesblat et al., 2009). 

1.7. Variación natural en A. thaliana  

El área de distribución natural de A. thaliana se sitúa en Eurasia, región que abarca muy variados 

climas y alturas, desde las altas montañas de Asia central hasta la costa atlántica europea así 

como desde el norte de África hasta el Círculo ártico (Kramer, 2015).  

La distribución actual de esta especie es muy amplia en el mundo y en los últimos 100 años, A. 

thaliana ha logrado una gran expansión y colonización en zonas de Norteamérica, así como 

lugares en el este de Asia. Esta expansión geográfica de A. thaliana no se ha dado en esta 

magnitud en sus parientes más cercanos como Arabidopsis lyrata, Arabidopsis halleri y Arabidopsis 

croatica, convirtiendo a A. thaliana una especie muy interesante para estudiar la variación 

genética natural que ha surgido durante su evolución (Hohmann et al., 2014; Koch and 

Matschinger, 2007).  

Los genomas quedan determinados por la interacción de diversos procesos evolutivos: la 

recombinación, la conversión genética, la mutación, la selección natural y la deriva génica, así 

como ciclos recurrentes de poliploidización y posterior diploidización, junto con la hibridación y 

procesos de introgresión asociados. Desentrañar los efectos de estos procesos sobre la variación 

genética  es esencial no sólo para comprender cómo la diversidad es generada y mantenida sino 

también para localizar  variantes alélicas responsables de dichas variantes fenotípicas que 

pueden ser adaptativas y por lo tanto de interés por diversas razones  (Cao et al., 2011). Si bien 

en los últimos años se ha avanzado enormemente en el desarrollo de herramientas que permitan 

asociar regiones del genoma de interés a una función, a través de polimorfismos de un único 

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 año 2008, se comenzó a trabajar en un consorcio internacional compuesto por varios 

institutos en todo el mundo con el propósito de secuenciar el genoma de aproximadamente 1000 

variantes naturales (ecotipos) de A. thaliana. La información provista por estas secuenciaciones 

abre un nuevo camino en la genética de poder identificar nuevas variantes alélicas responsables 

de la diversidad fenótipica de esta especie en todo el mundo. En septiembre de 2014, se habían 

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 MÉTODOS 

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 bik1 (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 mpk6 (SALK_127507) (Alonso et al., 2003) fueron provistas por el Dr. 

Fernando Pieckenstain (Universidad de San Martín, 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-VI.2-1 (SALK_070801) (Singh et al., 2012) fue cedida por el Dr. Laurent Zimmerli 

(Universidad Nacional de Taiwán, 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 ágar (Sigma, EUA). Las placas con las 

semillas fueron estratificadas durante dos o tres días en la oscuridad a 4°C y posteriormente 

transferidas a una cámara de cultivo a una temperatura de 22-23°C y un fotoperíodo de 12 hs de 

luz y 12 hs de oscuridad (fluencia de fotones 90 μE) durante siete días. Al cabo de ese tiempo, las 

plántulas se transfirieron a vasos plásticos de 110 ml con una mezcla de vermiculita, perlita y 

turba (1:1:1) y fueron fertilizadas cada dos días. Para preparar la solución fertilizante, se 

diluyeron las siguientes cantidades de stocks de sales en un litro de agua de la canilla: KNO3 1 
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M: 5ml; KH2PO4 1M (pH 5,6): 2,5 ml; MgSO4 1 M: 2ml; Ca(NO3)2 1 M: 2ml; Fe-EDTA 1 M: 2,5 ml; 

micronutrientes: 1 ml. Para preparar 450 ml de la solución de Fe-EDTA, es preciso disolver 2,5 g 

de FeSO4 7H20 en 400 ml de agua, agregar luego 3,36 g de Na-EDTA, calentar a ebullición y dejar 

enfriar lentamente en agitación mientras se lleva a volumen final de 450 ml. La solución de 

micronutrientes consta de las siguientes sales en estas concentraciones finales: H3BO3 70 mM; 

MnCl2 14 mM; CuSO4 0,5 mM; ZnSO4 1 mM; NaMoO4 0,2 mM; CoCl2 0,01 mM. 

2.2. Compuestos químicos utilizados 

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

continuación: 

• Peroxidasa de rabanito, HRP (Sigma, EUA) 

• Luminol (Sigma, EUA) 

• Ácido salicílico, SA (Sigma, EUA) 

• Ácido metil jasmónico, MeJA (Duchefa, Holanda) 

• Flg22 (GL Biochem, China) 

• Ácido abscísico, ABA mezcla de isómeros (Sigma, EUA) 

• 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato, H2DCFDA (Sigma, EUA) 

• Ácido salicilhidroxámico, SHAM (Sigma, EUA) 

• Difeniliodonio, DPI (Sigma, EUA) 

• Peróxido de hidrógeno, H202 (JT Baker, EUA) 

• Silwet-L 77 (Momentive, EUA) 

• 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: 

 Características Referencia 

Cepas   

Xcc 8004      

Xcc ndvB 

Pst DC 3118 

XcFC2 * 

Rifr                 

Rifr,Spectr 

Rifr,Knr 

Rifr derivado de la cepa silvestre NRRL B-1459a 

Vojnov et al. 2001 

Rigano et al a. 2007 

Ma et al. 1991 

Katzen et al. 1998 

Xc1231 * NRRL B-1459 Tc::Tn10 Δgum  Capage, et al. 1987 

XcF * 
XcFC2 F(gumF-lacZ-aacC1) sitio inserción: EcoRI (nucleotide 
7247)b 

Katzen et al. 1998 

XcG * 
FC2 F(gumG-lacZ-aacC1) sitio inserción: BamHI (nucleotido 
7963)b 

Katzen et al. 1998 

XcL * 
FC2 F(gumL-lacZ-aacC1) sitio inserción: PstI (nucleotido 
13708)b 

Katzen et al. 1998 

XcI * 
FC2 F(gumI-lacZ-aacC1) sitio inserción: StuI (nucleotido 
10097)b 

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 

XcI 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 

XcI pBBR2 XcI portando pBBR2 Este trabajo 

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

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

Tabla1. Descripción de las cepas utilizadas en este trabajo 

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

 

b 
Número correspondiente a las posiciones en la secuencia nucleotídica de la región gum (GenBank accession N°. U22511) 

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

Las cepas de Xcc fueron crecidas en medio rico PYM (Cadmus et al., 1976) o en medio YMM 

(Sherwood, 1970) según 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 agitación continua a 200 rpm. A 

continuación, se detalla la composición de los medios de cultivo utilizados para Xcc. 

Medio PYM (Para 1L de medio): 

• 10 g de glucosa 

• 5 g de extracto de peptona 

• 3 g de extracto de malta 

• 3 gramos de extracto de levadura 

• 15 gramos de ágar (opcional para medio sólido) 

Medio YMM (Para 1L de medio): 

• 10 g de glucosa 

• 1 ml de una solución 10 g/L de MgSO4: 7H20 

• 1 ml de una solución 22 g/L de CaCl2  

• 1 ml de una solución 22 g/L de K2HPO4  

• 1 ml de una solución 2 g/L de una solución de FeCl3 (en 0,1 M de HCl) 

• Casaminoácidos 0,3% m/v 

• Solución 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 producción de xantano y determinación de viscosidad 

Para la producción de xantano, las células de Xcc fueron crecidas en medio PYM a 28 °C y 200 

rpm durante 5 días. El xantano producido fue precipitado con dos volúmenes de isopropanol y 

recuperado por filtración con un tamiz. Las fibras del xantano húmedo 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 producción. 

La viscosidad de los distintos xantanos fue determinada para soluciones de 0,45% de xantano en 

un solución (NaCl 16,2 mM, CaCl2 0,95 mM) a temperatura ambiente usando un viscosímetro 

Brookfield (RVTD II) con un huso N°1 a una velocidad de agitación de 3 rpm. La viscosidad 

intrínseca 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 adhesión de bacterias 

Para este ensayo de determinación de la adhesión de las distintas cepas productoras de 

variantes de xantano a una superficie abiótica, 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 DO600 = 0,1. Alícuotas de 150 μl 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 DO600 fue medida 

antes de comenzar con el revelado del ensayo de adhesión. El medio de cultivo fue 

delicadamente removido de los pocillos usando una pipeta; la placa fue lavada con una solución 

0,9% NaCl y teñida luego con una solución 0,1% (m/v) de cristal violeta. Luego de 30 minutos de 

incubación, la solución 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 μl de etanol 70% 

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

2.6. Análisis in vitro de la formación de biofilm por Microscopía Confocal 

Todas las cepas de Xcc utilizadas en esta parte del trabajo fueron transformadas por conjugación 

(Tesis doctoral M.V.Ielmini “Genética molecular y bioquímica de la síntesis de exopolisacáridos 



45 

 

bacterianos”, UBA, 2007) con el plásmido pBBR2-GFP (Posadas et al., 2012) (Tabla 1) que porta el 

gen codificante de la proteína verde fluorescente (GFP) bajo la dirección de un promotor 

constitutivo. Para los experimentos in vitro, estas cepas se crecieron a 28 °C en medio PYM 

suplementadas con kanamicina. Alícuotas de 500 μl se transfirieron a cámaras de vidrio de 1 

mm de borosilicato (N°de catálogo 155411; LabTek, Nunc, Penfield, NY, EUA), como fue 

descripto previamente (Malamud et al., 2011). Los cultivos fueron diluidos 1:1000 en medio 

YMM y crecidos en cámaras a 28°C por 72 horas. La formación de biofilm fue monitoreada con 

un Microscopio Confocal Olympus Fluo View 1000 (Center Valley, PA, EUA). Las imágenes 

tridimensionales fueron generadas utilizando el software Image J 1.41 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.htmL). Para realizar un análisis cuantitativo de los 

parámetros físicos de estos biofilms, utilizamos el Software COMSTAT2 (Heydorn et al., 2000).  

2.7. Extracción y purificación de glucanos cíclicos periplasmáticos 

2.7.a. Extracción de glucanos cíclicos periplasmáticos 

Los glucanos cíclicos de Xcc fueron extraídos de acuerdo a la metodología publicada 

anteriormente a partir de los pellets bacterianos (Rigano et al., 2007a). Las células de Xcc se 

colectaron por centrifugación a 10.000 g por 25 minutos y fueron lavadas por centrifugación en 

presencia de 30 mM de solución tampón Tris-HCl (pH = 8). Los pellets de las células se 

extrajeron, durante 1 hora a temperatura ambiente, con 1% v/v de ácido tricloroacético (TCA) 

para liberar los glucanos periplasmáticos. Las células rotas, luego de la incubación con el TCA, 

se centrifugaron y el sobrenadante se conservó para concentrarlo y neutralizarlo a pH = 7 con 

NH4OH puro. El sobrenadante concentrado y neutralizado fue liofilizado. El liofilizado fue 

resuspendido en 500μl de una solución de ácido acético 5% v/v para su posterior análisis por 

cromatografía en gel. 

2.7.b. Técnicas cromatográficas para purificar glucanos cíclicos periplasmáticos 

2.7.b.i. Cromatografía en gel 

Los azúcares obtenidos de la extracción anterior se resuspendieron en una solución de ácido 

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 volúmenes de 

exclusión y de inclusión fueron determinados por los volúmenes de elución del azul dextrano (4 

mg/ml) y de CoCl2 (200 μM), respectivamente. El eluído se recolectó en fracciones de 0,75 ml 

mediante un colector de fracciones automático (Modelo FRAC-100, Amersham Biosciences), con 

un flujo de 30 gotas/minuto. Las fracciones que contenían glucanos cíclicos se determinaron por 

el método de la antrona-sulfúrico (ver protocolo más abajo) y posteriormente se agruparon. Esta 

fracción de glucanos cíclicos se cuantificó a través del mismo método de antrona-sulfúrico, 

utilizando una curva estándar de glucosa.  

2.7.b.ii Cromatografía en capa delgada 

Para confirmar la identidad de los glucanos cíclicos extraídos y cuantificarlos, se utilizó la 

cromatografía en capa delgada. Una alícuota de la muestra de glucanos cíclicos se resuspendió 

en etanol 70% para posteriormente sembrarla en placas de Sílica gel 60 (Merck). La cuba en la 

que fue realizada la cromatografía 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 días consecutivos. 

La placa se reveló con una solución en spray de 5% de ácido sulfúrico en etanol y se transfirió a 

una estufa a 180°C durante 1 minuto. 

2.7.c. Cuantificación de hidratos de carbono 

La cantidad de hidratos de carbono fue determinada a través del método antrona-sulfúrico cuyo 

protocolo se describe a continuación: 

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

1. Mezclar 200 μl de muestra + 50 μl de reactivo de antrona  

2. Agregar 500 μl de H2SO4. Mezclar y dejar enfriar, debido a que la reacción es exotérmica. 

3. Lectura de absorbancia a 630 nm. 

2.8. Síntesis in vitro de [14C] glucano β-(1,2) cíclico 

Se preparó [14C]-glucano β-(1,2)-cíclico a través de síntesis enzimática 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 centrifugación durante 20 minutos, se trataron con lisozima (100 μg/ml) durante 

30 minutos y posteriormente fueron lisadas utilizando una prensa francesa. Luego del 

tratamiento con DNAsa (1 μg/ml), se procedió a remover las células no lisadas por 

centrifugación a 10.000 g durante 20 minutos. Las membranas totales fueron colectadas por 

centrifugación a 100.000 g durante 4 horas y resuspendidas en una solución tampón Tris-HCl 30 

mM (pH = 8). Estas preparaciones de membranas fueron utilizadas para la síntesis in vitro de 

[14C]-glucano β-(1,2)-cíclico. Para ello, 4 μM de UDP-[14C]-glucosa (actividad específica 287 

mCi/mmol) se incubaron con 200-300 mg de proteínas en 50 mM de solución tampón Tris-HCl 

(pH = 8), en un volumen total de 100 ml por un lapso de 2 horas a 28°C. La reacción se detuvo 

por calor durante 5 minutos y los glucanos cíclicos marcados se aislaron por cromatografía de 

exclusión molecular como fue descrito anteriormente. La concentración de glucanos cíclicos 

marcados se determinó por el ensayo de antrona-sulfúrico y su relación con la radiactividad fue 

determinada en un contador de centelleo (Beckman LSC LS6500). Se utilizó para los ensayos una 

solución madre de 495 μg/ml, que fue diluída a las concentraciones indicadas. 

2.9. Ensayos de infección con bacterias  

Las inoculaciones de bacterias en plantas se realizaron por el método de spray (rociado) y la 

cuantificación de su crecimiento adentro del tejido vegetal se realizó según Macho et al. (2012). 

Para preparar el inóculo bacteriano, se centrifugaron cultivos de 24 horas en medio PYM y los 

pellets bacterianos se resuspendieron en una solución de MgCl2 10 mM a una OD600 = 0,1 (1,6.108 

UFC/ml). Inmediatamente antes de rociar el cultivo bacteriano a dicha OD, se agregó a esta 

solución el surfactante Silwet L-77 en una concentración de 0,02% v/v. La solución 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 infección, 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 días después la infección, se precedió a tomar 12 discos de hoja de 

0,6 cm2 con un sacabocado de hojas bien desarrolladas de cada planta infectada (usando dos 

réplicas biológicas de dos plantas diferentes por tratamiento). Estos discos fueron esterilizados 

superficialmente con etanol 70% por 30 segundos y luego secados rápidamente para ser 

colocados luego en un tubo conteniendo 500 μl de solución estéril de MgCl2 10 mM. Estos discos 
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fueron machacados y homegeneizados utilizando un palillo plástico con punta cónica. 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 antibióticos correspondientes según 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 medición 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 producción de ERO fue inducida en 12 discos de hoja 

por tratamiento en plantas de 4-5 semanas de edad. Los discos de hoja (0,25cm2) 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 100μl de una solución de Tris-HCl 10mM (pH = 9,5), 10 

μg/ml de peroxidasa de rabanito (HRP) y 20 μM de luminol. La producción de ERO fue 

inducida por la adición de 1 μM de flg22. Las mediciones de luminiscencia fueron llevadas a 

cabo en un luminómetro 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 producción de ERO en células de la guarda fue medida usando la sonda fluorescente 

H2DCFDA (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 solución tampón 10:10 (ver 

composición en la Sección 2.14). Posteriormente, las epidermis fueron transferidas a una 

solución tampón de Tris-HCl 10mM (pH = 7,2), conteniendo H2DCFDA 10 μM por 15 minutos. 

El exceso de sonda se eliminó con tres lavados sucesivos con la solución tampón de Tris-HCl 10 

mM (pH = 7,2). Luego, las epidermis fueron incubadas nuevamente en la solución tampón 10:10 

y se agregó ABA (20 μM), flg22 (5 μM) o SA (10 μM). Los compuestos que interfieren con el 

cierre estomático (coronatina 1,56 μM y Xcc FV, 2 μl de una solución preparada según se 

describe en la Sección 2.15) fueron agregados 10 minutos antes de los inductores de cierre 

estomático. Los ensayos se hicieron en un volumen de 500 μl en placas de 24 pocillos. 
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Transcurrido ese tiempo, se observó la fluorescencia de las epidermis en un microscopio de 

epifluorescencia Nikon Eclipse E 600 (λexc = 460-480 nm y λemis = 495-540 nm) a 400X. Se 

tomaron imágenes con una cámara Nikon N70 y se cuantificó la intensidad relativa dentro de 

cada estoma con el Software Image J 1.46. Los datos se presentan como el promedio de 80 

mediciones por tratamiento, colectadas de dos experimentos independientes. 

2.10.c. Medición de capacidad antioxidante de la coronatina 

La posible actividad de la coronatina como antioxidante del anión superóxido fue determinada 

por inhibición de la tasa de formación de adenocromo a partir de epinefrina a 480 nm, como fue 

decripto previamente (Misra and Fridovich, 1972). La mezcla de reacción usada contenía 1 mM 

de epinefrina (en HCl 0,1 M), 50 mM de solución tampón de carbonato de sodio (pH = 10,2) y 

diferentes concentraciones de coronatina. El aumento en la absorbancia debido a la formación de 

adenocromo fue seguida durante 10 minutos y se calculó la actividad a partir de la zona lineal 

de la curva en ausencia o presencia de coronatina. Se utilizó el ácido ascórbico como control 

positivo de la actividad antioxidante de anión superóxido. La absorbancia fue monitoreada en 

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

2.11. Ensayos de deposición de calosa 

La tinción para observar la deposición de calosa se realizó de acuerdo a un protocolo ya 

publicado (Clay et al., 2009). Plántulas de 10 días crecidas en medio líquido MS ½X (medio MS 

líquido diluído a la mitad de su concentración 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), β-(1,2)-glucano cíclico 

(50 μg/ml) o xantano (200 μg/ml), solos o en combinación según se indica, por 24 horas. 

Posteriormente, se reemplazó el medio líquido por una solución fijadora de etanol y ácido 

acético (3:1) por varias horas. Se reemplazó la solución fijadora varias veces para asegurar una 

buena diafanización del tejido. Luego, las plántulas fueron rehidratadas con etanol 70% por 2 

horas, posteriormente con etanol 50% por 2 horas adicionales, luego de lo cual se las lavó varias 

veces con agua y se incubaron en agua toda la noche. Al día siguiente, las plántulas se trataron 

con una solución de NaOH 10% a 37°C por 2 horas para mejorar la clarificación del tejido. Luego 

de 3 o 4 lavados con agua, las plántulas fueron incubadas en una solución de K2HPO4 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 

plántulas fueron montadas en portaobjetos en glicerol 50% y la deposición de calosa (observada 

como puntos brillantes) fue detectada usando el microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 

E 600 (λexc = 390nm y λemis = 460nm) a 40X y 200X de magnificación. Se tomaron imágenes con 

una cámara Nikon N70, y se cuantificó la cantidad de puntos brillantes dentro de cada campo 

con el Software Image J 1.46. 

2.12. Extracción de ARN y PCR cuantitativa en tiempo real 

Los experimentos de expresión de genes inicialmente se germinaron las semillas durante cinco 

días en medio MS ágar, y luego cinco plántulas fueron transferidas a medio líquido 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 días 

adicionales se agregó al medio de cultivo flg22 (100 nM), glucano-β-(1,2) cíclico (50 μg/ml), SA (1 

mM) o MeJA 0,1 mM, solos o en combinación, durante los tiempos indicados. Al cabo de las 

incubaciones, se congelaron 50 mg de material vegetal en nitrógeno líquido. El ARN total fue 

extraído 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 quedó confirmada por 

electroforesis en gel de agarosa. Las muestras de ARN fueron tratadas con DNAsa RQ-1 

(Promega) según las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizó la síntesis de la 

hebra de ADN complementario al ARNm, usando la enzima transcriptasa reversa M-MLV 

(Promega), según 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 continuación queda resumido el protocolo de Promega para la síntesis de cDNA 

previo tratamiento con DNAsa: 

Tratamiento con DNAsa: 

2 μg de ARN (según la muestra el volumen incubado oscila entre 5 y 10 μl) 

1μl de solución tampón RQ DNAsa 

1μl solución para detener la reacción 
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Completar con agua hasta volumen final de 12 μl 

Retrotranscripción PARTE I: 

ARN tratado con DNAsa (no más de 2μg totales en masa) 

1 μl de oligodT (solución madre 100 mM) 

7 μl de agua estéril 

Incubar la mezcla 5 minutos a 70°C y luego 5 minutos en hielo 

Retrotranscripción PARTE II: A cada tubo de la PARTE I, se le agrega: 

5 μl de solución tampón MMLV 

5 μl de solución de DNTPs (10 mM) 

1 μl de enzima MMLV 

Se incuban los tubos por 1 hora a 43°C y luego, para cortar la actividad de la enzima, 15 minutos 
a 70°C. 

Mezcla de reacción de qRT-PCR 

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

2,4 μl de agua estéril 

0,6 μl de mezcla de cebadores (solución mezcla: 10 μM de cebador FW y 10 μM cebador RV) 

2 μl de cDNA dilución 1:10 

Volumen final de reacción: 10 μl 

Programa 

1 ciclo de 10´ a 95°C 

15´´ 95°C 

1´ 60°C 

 

 

 

 

40 ciclos 
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El factor de elongación 1 (EF1) fue usado como gen de referencia interna por su expresión 

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

Gen Cebador FW (5´3´) Cebador RV (5´3´) 

EF1 (At1g18070) AGCACGCTCTTCTTGCTTTC GGGTTGTATCCGACCTTCTTC 

PR1 (At2g14610) GTCTCCGCCGTGAACATGT CGTGTTCGCAGCGTAGTTGT 

PDF1.2 (At5g44420) TTTGCTTCCATCATCACCCTTA GCGTCGAAAGCAGCAAAGA 

MPK3 (At3g45640) TCCCTGGTAAAGACCATGTTCA TCGGTGTGCCAAGCAACTC 

WRKY22 (At4g01250) GACTTCAGCCGACGAATTTGTT TCAAGATCTCCCACCGCTAGA 

BIK1 (At2g39660) GCGAGCGTTGGATCATAACA CGAGCCCAATCCACAAGGT 

WRKY33 (At2g38470) TTCGTATGGCTGCTTCTTTTC TGAGGTTTAGGATGGTTGTGG 

 

Los datos de fluorescencia crudos se obtuvieron del ciclador StepOne Plus y las eficiencias de 

amplificación para cada gen fueron calculadas usando el software LinReg PCR (Ramakers et al., 

2003). El gen EF1 fue utilizado para estandarizar la expresión de los genes blanco; luego se 

calculó una relación entre tratamientos usando el algoritmo desarrollado por Pfaffl (2001). La 

determinación del grado de inducción de un gen y el análisis estadístico se realizaron mediante 

el Software FgStatistics (J.A. Di Renzo, comunicación personal). Se consideraron significativas 

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

2.13. Ensayos de unión ligando-receptor 

Los ensayos de unión de ligando-receptor fueron realizados según el protocolo de Zipfel et al., 

(2006). Se pulverizaron 100 mg de tejido proveniente de hojas de 4-5 semanas en nitrógeno 

líquido y se resuspendieron en 500 μl una solución tampón (MES 25 mM pH= 6, NaCl 50 mM, 

KCl 2 mM, KI 5 mM, DTT 1 mM, MgCl2 10mM). Ese pulverizado resuspendido fue centrifugado 

a 14.000 rpm por 25 minutos a 4°C. El sobrenadante se descartó y el pellet resuspendido en 500 

μl de la misma solución tampón se conservó para ser usado en los experimentos de unión. Las 

membranas totales se incubaron en la mencionada solución tampón en presencia de [14C]-

glucanos β-(1,2)-cíclicos (4,76x106 cpm/μmol) en un volumen final de 100 μl. Esta incubación se 

realizó por el término de 1 hora a 28°C. La reacción fue detenida por enfriamiento de las 

muestras en un baño de hielo e inmediatamente el contenido de la reacción fue filtrado en vacío 

utilizando papel de nitrocelulosa (GE Healthcare Life Sciences) y lavado por 10 segundos con 15 
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ml de la solución reguladora. La radiactividad retenida en los filtros se determinó en un 

contador de centelleo (Beckman LSC LS6500). El ensayo de desplazamiento de radioactividad 

por acción de glucano β-(1,2)-cíclico sin marcar, fue realizado con concentraciones crecientes de 

glucano β-(1,2)-cíclico no radiactivo en las mismas condiciones de incubación antes descriptas. 

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

2.14. Medición de aperturas estomáticas 

Las aperturas estomáticas 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 solución tampón 10:10 (KCl 

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 μM), SA (10 

μM), flg22 (5 μM), DPI (20 μM), SHAM (2 mM) o Pst DC3118 (108 UFC/mL) y se incubaron las 

epidermis durante 1,5 horas más. La coronatina (1,56 μM), el Xcc FV (2 μl de la preparación 

descripta en la Sección 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 μl en 

placas de 24 pocillos. Para los ensayos de cierre estomático inducido por oscuridad, después de 

la apertura inicial en la solución tampón 10:10 en condiciones de luz, las epidermis fueron 

incubadas en la misma solución por 2 horas en total oscuridad en presencia o ausencia de los 

compuestos químicos indicados. La promoción del cierre por H2O2 fue realizada según Pei et al. 

(2000). La incubación inicial para abrir los estomas se realizó en presencia de EGTA 0,1 mM y 

luego se agregó H2O2 (100 μM) junto con CaCl2 (0,2 mM). La coronatina (1,56μM) y el Xcc FV (2 

μl de la preparación descripta en la Sección 2.15) fueron añadidos 10 minutos antes de la adición 

de H2O2. Para los ensayos de inhibición de la apertura estomática, las epidermis se incubaron en 

la oscuridad en la solución tampón 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 midió 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, según se indica en cada figura.  
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2.15. Preparación de extractos para purificar el Xcc FV 
La extracción utilizada para purificar el Xcc FV fue publicada previamente por nuestro grupo 

(Gudesblat et al., 2009). Esta metodología consiste en la extracción 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 extracción 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 utilización en ensayos de apertura estomática o posterior 

purificación. Para purificar la fracción con actividad biológica a partir de los extractos de acetato 

de etilo, se utilizó una columna de exclusión 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 automático que fue tomando el eluído 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 biológica para evaluar su capacidad de inhibir 

el cierre estomático inducido por ABA (20 μM). 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 volúmenes iguales de cada tubo individual para 

dar un grupo y así sucesivamente. Del grupo que tuviera actividad biológica, se tomaban los 

tubos individuales correspondientes y se ensayaban nuevamente para determinar el tubo que 

poseía actividad. Luego de este paso, la fracción activa proveniente de la cromatografía en gel se 

corría por HPLC (Serie 1200, Agilent Technologies; columna utilizada: ZORBAX C-18, largo y 

ancho de columna, 25 x 4,6 mm, tamaño de partícula 5μm, tamaño de poro 300 Å). El eluido se 

colectaba nuevamente con el colector de fracciones y esos tubos eran nuevamente ensayados 

para determinar presencia de actividad biológica. 

El programa de corrida utilizado en el HPLC es el que se detalla a continuación.  
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Tiempo (minutos) 0 30 35 40 42 

ACN (TFA 0,1%) 0 80 100 100 0 

H20 (TFA 0,1%) 80 0 0 0 80 

METANOL 20 20 0 0 20 

Tabla 2. Esquema de programa de corrida de HPLC. 

Tanto al Acetonitrilo (ACN) como al H20, se le agregó, para mejorar la resolución de los picos, 

0,1% (v/v) de ácido trifluoroacético (TFA). La duración total de la corrida es de 42 minutos.En 

los ensayos de medición de aperturas estomáticas para determinar la actividad biológica del 

compuesto durante el proceso de purificación (Sección 3.1.a) se utilizaron 6 μl de extracto 

proveniente de las extracciones con acetato de etilo en las distintas condiciones de extracción: 

acetato de etilo, acetato de etilo (pH = 3) y acetato de etilo (pH = 3, NaCl 35 g/100 ml). Los 

volúmenes de medio de cultivo PYM o YMM de partida para realizar las extracciones fueron de 

200 ml. En todos los ensayos de medición de aperturas estomáticas de las Secciones 3.1,b,c,d y e, 

el volumen de Xcc FV utilizado fue de 2 μl, proveniente de una purificación de 10 L de medio de 

cultivo en medio YMM, el cual fue purificado por una cromatografía de exclusión molecular 

Biogel P2 y posterior HPLC.  

2.16. Mediciones de largo de raíz 

Para realizar estos ensayos, se sembraron semillas estériles de A. thaliana en placas verticales de 

medio MS (según está descripto en la Sección 2.1) por el término de 6 días. Luego estas plántulas 

fueron transferidas a nuevas placas verticales de medio MS suplementadas con ABA (50 μM), 

coronatina (5 μM) o 6 μl de Xcc FV (Ver Sección 2.15) y se dejaron creciendo 3 días más (Jiao et 

al., 2013). La longitud de 10 raíces fue medida utilizando el software Image J. Los resultados se 

presentan como el promedio de 20 raíces por tratamiento, colectadas de dos experimentos 

independientes. 

En el caso de la medición del largo de raíz de plántulas tratadas con glucano β-(1,2)-cíclico y 

flg22, el protocolo que se siguió fue ligeramente diferente. En este caso, semillas estériles de A. 

thaliana fueron crecidas en placas de medio MS por el término de 2 días. Luego, dichas plántulas 
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pequeñas (10 por tratamiento) fueron transferidas a placas multipocillo conteniendo 2 ml de MS 

1/2X líquido suplementado con MES (0,5 g/l) y glucosa (0,5% m/v) y conteniendo flg22 (100 nM), 

glucano β-(1,2)-cíclico (50 μg/ml) o la combinación de ambos, y se las cultivó por 5 días 

adicionales. Para el ensayo de sensibilidad de raíz al MeJA, se procedió de la misma manera y 

las plántulas de 2 días se transfirieron al medio líquido en presencia de MeJA (50 μM). La 

longitud de 10 raíces fue medida utilizando el software Image J. Los resultados se presentan 

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

2.17. Análisis de la variación natural en A. thaliana 

Para la parte experimental del análisis de la variabilidad, seleccionamos 7 ecotipos de los que 

poseíamos 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 número de ecotipos utilizados para el análisis, 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 región promotora de 

COI1 (AT2G39940) fue analizada utilizando el Software DNASP 5.10 (DNA sequence 

polymorphism), versión 5.10.01 (Librado and Rozas, 2009). En el ANEXO II, se detallan las 

secuencias nucleotídicas de los ecotipos Col-0, Mv-0 y ICE-75 con los nucleótidos polimórficos 

marcados. 

A continuación se esquematiza la representación del locus COI1, sus intrones, exones y región 

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

 

 

Región promotora COI1 

Exón 1 Exón 2 Exón 3 
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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 específicos 

 

1. Determinar la estructura molecular del factor sintetizado por Xcc capaz de modular la 

apertura estomática y el mecanismo de acción 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 acción del glucano cíclico de Xcc en la 

supresión 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. RESULTADOS 

3.1. PARTE I. Mecanismo de inhibición del cierre estomático por Xcc y Pst DC 3000 

3.1.a. Purificación 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 estomático secretado por esta bacteria, cuya existencia y actividad 

biológica habían sido previamente descripta por nuestro laboratorio (Gudesblat et al., 2009). En 

primer lugar intentamos mejorar el rendimiento de Xcc FV extraído de los sobrenadantes de 

cultivo de la bacteria.  

Por estudios previos, sabíamos que el Xcc FV era un compuesto extraíble en acetato de etilo 

(Gudesblat et al., 2009). Asimismo, cuando calentábamos a hervor durante algunos minutos el 

extracto con dicho compuesto, su actividad se mantenía intacta, lo cual nos condujo a pensar 

que se trataba de un metabolito no proteico. Por último, mediante ensayos de cromatografía de 

exclusión molecular en una matriz con un límite de peso de 2 kDa, observamos que este 

compuesto quedaba incluido, por lo cual teníamos una estimación 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 producción 

de este EPS (Xcc gumB), para simplificar el proceso de purificación, ya que previamente vimos 

que esta mutación no afectaba en absoluto su capacidad para producir nuestro compuesto de 

interés. Comenzamos por evaluar si alguna condición de acidez, basicidad o la fuerza iónica 

podrían afectar el rendimiento en la extracción orgánica. Se evaluaron tres condiciones 

diferentes de extracción 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 podrían permanecer en la fase acuosa durante el proceso de extracción orgánica, 

pudiendo perderse así parte del compuesto. Por su parte, un aumento de fuerza iónica o salting 
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out (aumento de la concentración salina) fomenta las interacciones hidrofóbicas entre solutos y 

eso puede dar por resultado una precipitación de proteínas u otros polímeros que no son de 

interés, facilitando la purificación. Por ello, evaluamos tres condiciones de extracción orgánica: 

la condición control, sólo con acetato de etilo, una segunda, llevando el pH del sobrenadante a 3 

previamente a la extracción 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 volúmenes 

de sobrenadante en cada caso (200 ml), llevamos adelante las extracciones orgánicas, como se 

indica en la Sección 2.15. De la publicación 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 estomáticas en cada caso para evaluar la dilución límite a la 

cual se perdía la actividad biológica del compuesto, en presencia de ABA. Así vimos que, 

mientras que en la condición 1 y 2, la actividad se perdía en la dilución 1/81 y 1/27 

respectivamente, en la condición 3, la actividad se perdía en la dilución 1/243, sugiriendo que el 

agregado de sal al sobrenadante del cultivo, mejoraba la eficiencia de la extracción (Figura 11A).  
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Figura 11. Puesta a punto de condiciones para extraer el FV de Xcc. A, El método de extracción de Xcc FV que mayor 

rendimiento dio fue aquel realizado a pH = 3 en presencia de NaCl (35 g/100ml). Los ensayos de promoción de cierre 

estomático 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 estomáticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicación de los 

compuestos. B, La extracción de Xcc FV a partir de bacterias cultivadas medio mínimo (MM) dio mayor rendimiento que 

aquel realizado de bacterias cultivadas en medio rico (MR). Los ensayos de promoción de cierre estomático 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 estomáticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicación de los compuestos. En A y B, el 

extracto de Xcc FV fue añadido 10 minutos antes que el ABA. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p 

< 0,05 (ANOVA 2 factores) en A y 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 Sección 2.3) es un medio 

complejo, indefinido, que aporta enorme cantidad de compuestos extras al sobrenadante del 

cultivo, pudiendo hacer más dificultosa la purificación, decidimos examinar si, en un medio 

mínimo YMM, Xcc FV se producía en cantidades similares que en medio rico. Observamos que, 

del análisis 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 mínimo (YMM), dado 

que nos permite partir de una muestra mucho más 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 iónica. A continuación, con el Xcc FV extraído a partir de medio mínimo en 

las condiciones anteriormente descriptas, procedimos a intentar la separación del Xcc FV 

haciendo uso de la cromatografía de exclusión 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 biológica aparece entre las 

fracciones 16-25. De acuerdo al número total de tubos que obtuvimos de la columna y el lugar 

de elución de los marcadores de volumen muerto (V0) (azul dextrano) y volumen final (Vf) 

(CoCl2), el compuesto eluía en la mitad del volumen total de la misma, sugiriendo que su peso 

sería de alrededor 1 kDa.  
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Figura 12. Separación de Xcc FV por medio de cromatografía de exclusión molecular. La promoción de cierre 

estomático 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 µM) como estímulo de cierre. Las aperturas estomáticas fueron 

medidas 1,5 horas luego de la aplicación de los respectivos tratamientos+ABA (20 µM). El extracto de Xcc FV fue 

añadido 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 exclusión molecular, realizamos la puesta a 

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

actividad biológica (Ver Sección 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 fracción activa de Xcc FV proveniente de la columna Biogel. Se 

esquematiza las miliunidades de Absorbancia (m AU) en función de tiempo de corrida (minutos). El primer panel (azul) 

muestra la absorbancia a λ=220 nm. El segundo panel (verde) muestra la absorbancia a λ=254 nm. El tercer panel (rojo) 

muestra la absorbancia a λ=280 nm. Equipo utilizado: Agilent 1200 Series. Detector: arreglo de diodos (DAD). 

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

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

poder ensayar su actividad biológica. Procedimos para ello según se indica en la Sección 2.15. 

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

fracciones obtenidas del HPLC, observamos que la actividad de inhibición del cierre estomático 

por ABA eluía entre los 11 y 15 minutos. El análisis de las fracciones individuales de este grupo 
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permitió acotar el tiempo de retención de nuestro compuesto al minuto 14 (Figura 14C). Al 

observar los cromatogramas (Figura 13), notamos que a TR=14 minutos sólo se advierte un 

pequeño pico a λ = 220nm.  

Cuantificamos la actividad de esta fracción mediante el método de la dilución límite y 

observamos actividad hasta la dilución 1/64 (Figura 14B). Esta información nos permitió 

cuantificar la actividad específica de nuestro compuesto en relación a la cantidad de 

sobrenadante de cultivo de la cual se partió para hacer la purificación. Teniendo en cuenta el 

volumen de sobrenadante de partida utilizado (10 L), nuestros cálculos indican que la mínima 

cantidad de sobrenadante que permite detectar la actividad biológica es de 0,465 ml. Podríamos 

decir que “1 unidad mínima arbitraria de actividad” de nuestro Xcc FV se encuentra por cada 

0,465 ml de medio mínimo de cultivo.  
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Figura 14. Separación de Xcc FV por medio de HPLC. A, La medición de la promoción de cierre estomático por ABA fue 

realizada como se detalla en la sección 2.17 de Materiales y Métodos. C-, control sin tratar, ABA (20 µM) como estímulo 

de cierre. Las aperturas estomáticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicación del los respectivos tratamientos 

(fracciones se indican el eje X de la Figura. B, los ensayos de inhibición del cierre estomático por ABA se llevaron a cabo 

haciendo diluciones seriadas al medio (TC, tal cual, 2, 4, 8, 16, 64 y 128) de la fracción activa de A. Las aperturas 

estomáticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicación de los compuestos. C, Medición de inhibición de la 

promoción de cierre estomático por ABA por parte de fracciones contenidas en tubos individuales correspondientes a 

la fracción 11-15 minutos de A, con actividad biológica. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas con p < 0,01 

respecto del control ABA, según Test de Student. Las barras de error representan ES de un experimento, n = 40 por 

ensayo en todas las figuras. 

A partir de esta información y teniendo en cuenta el buen grado de purificación alcanzado, 

decidimos continuar produciendo más cantidad de compuesto ya que era probable que, aún 

siendo muy activo biológicamente, se encontrara en trazas y por eso no pudiéramos detectarlo 

en un estudio de espectrometría de masas. Por el tamaño tan pequeño del único pico candidato 

observado en el cromatograma a TR = 14 minutos, sumado a que el compuesto tenía 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 así 

poder determinar su estructura. Con este fin, establecimos una colaboración con el Laboratorio 

del Dr. Heribert Hirt, en la Universidad de Ciencia y Tecnología Rey Abdalá, 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 espectrometría, lo cual 

constituye el primer paso para poder averiguar la estructura molecular del compuesto. Esta 

cantidad pequeña de compuesto, en relación a la cantidad de impurezas (relación señal: ruido), 

seguía siendo baja, imposibilitando su elucidación. 

3.1.b. Efecto del Xcc FV y de la coronatina en la producción 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 acción del Xcc FV sobre los estomas. Con este fin decidimos abordar el estudio de 

dicho mecanismo comparándolo 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 reducían el cierre estomático inducido por ABA y MAMPs (flg22 y lipopolisacárido 

en el caso de la coronatina, y lipopolisacárido en el de Xcc FV) (Gudesblat et al., 2009; Melotto et 

al., 2006). Sin embargo, no se conocía cómo se comportaban estas toxinas en presencia de otro 

inductor del cierre estomático, la hormona involucrada en la defensa contra patógenos SA. Es 

por ello que comenzamos midiendo la apertura estomática 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 estomático y la producción de ERO por ABA y flg22 pero no por SA. 

A, Xcc FV (2µl) y la coronatina (COR, 1,56 µM) inhiben el cierre estomático inducido por ABA (20 µM) o flg22 (5 µM) pero 

no por SA (10 µM). Las aperturas estomáticas fueron medidas 1,5 horas luego de la aplicación de los respectivos 

tratamientos. B, El Xcc FV y la coronatina (COR, 1,56 µM) impiden la producción de ERO en respuesta a ABA (20 µM) o 

flg22 (5 µM) pero no a SA (10 µM). Las ERO fueron detectadas mediante la sonda fluorescente H2DCFDA en células de la 

guarda 20 minutos luego de cada tratamiento. En A y B tanto Xcc FV como la coronatina fueron añadidos 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 A y 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 

estomático 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 producción de ERO en células de la guarda, frente a 

los mismos estímulos de cierre (ABA, flg22 y SA), en presencia o ausencia de estas toxinas. 

Notamos que estos compuestos tienen la capacidad de disminuir la producción de ERO 

inducida por ABA y flg22 (Figura 15B), pero no ejercen este efecto en estomas cuya producción 

de ERO es inducida por SA. Esta hormona induce la síntesis de estos segundos mensajeros a 

través de peroxidasas de pared celular mientras que la flg22 y ABA gatillan la producción 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 estomático a través de la inhibición de la producción de ERO cuya producción está 

mediada por NADPH oxidasas. De manera consistente con reportes previos (Khokon et al., 2011) 

que muestran que la producción de ERO por SA es mediada por peroxidasas, y como control de 

nuestros experimentos, utilizamos el inhibidor de peroxidasas SHAM, observándose que este 

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

percepción de flg22 (Figura 16A,B).  
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Figura 16. El Xcc FV y la coronatina no afectan la producción de ERO inducida por peroxidasas.. A, SHAM (2 mM) inhibe 

el cierre estomático inducido por SA (10 µM) pero no por flg22 (5 µM). B, la mutante atrbohd es insensible a flg22 (5 µM) 

pero no a SA (10 µM) para la promoción 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 tratamiento. 

Ha sido publicado que la flg22 induce la producción 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 

poseían efecto sobre este comportamiento inducido por flg22. Observamos que ninguno de los 

compuestos es capaz de alterar la producción de ERO inducida por flg22 en discos de hoja 

(Figura 17A,B), mostrando que el efecto de estas toxinas en la producción 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 producción de ERO en discos de hoja. A, Xcc FV y la coronatina (COR, 

1,56 µM) no impiden la producción de ERO inducida por flg22 (1 µM) 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, Cuantificación 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 tratamiento. En (B), los valores indicados representan los promedios del conteo total de 

fotones de cada tratamiento. 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 estomático inducido por H2O2 aplicado 

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

aniones superóxido generados por acción de las NADPH oxidasas. 
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Figura 18. Xcc FV ni la coronatina pueden inhibir el cierre estomático inducido por H2O2 y la coronatina no posee 

actividad de scavenger in vitro. A, Xcc FV (2µl) y la coronatina (COR, 1,56 µM) no pueden inhibir el cierre estomático 

inducido por H2O2 (100 µM) exógeno. Las aperturas estomáticas fueron medidas luego de 1,5 horas de incubación. B, La 

actividad antioxidante del anion superoxido fue determinada por inhibición de la formación de adenocromo a 480 nm. 

La coronatina fue evaluada en dos concentraciones diferentes: 1,56 µM (1,56 COR) y 5µM (5 COR). El ácido ascórbico 

fue utilizado como control positivo de la actividad antioxidante del anión superoxido a una concentración de 5 µM. 

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 anión 

superóxido. Para ello, estudiamos el efecto de la coronatina sobre la autooxidación de la 

epinefrina (no utilizamos el Xcc FV para este experimento ya que desconocíamos su 

concentración 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 

autooxidación de la epinefrina, indicando que no actúa como scavenger de aniones superóxido 

(Figura 18B) ni tampoco de H202, al no poder impedir el cierre estomático inducido por esta 

molécula (Figura 18A). Para poner a prueba la hipótesis de que estas toxinas pueden inhibir 

ERO producidas por NADPH oxidasas, investigamos su efecto en la promoción del cierre 

inducido por oscuridad, el cual requiere NADPH oxidasas (Desikan et al., 2004). Observamos 

que el cierre estomático 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 aún en presencia de 

SHAM, el inhibidor de peroxidasas (Figura 19B). El agregado de estas toxinas permite revertir el 
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cierre estomático inducido por oscuridad sólo 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 estomático requiere la producción de ERO mediado por NADPH 

oxidasas. A, las mutantes atrbohd y atrbohd/f están parcialmente afectadas en el cierre estomático inducido por 

oscuridad y tanto el Xcc FV como la coronatina (COR, 1,56 µM) son incapaces de revertirlo. B, Xcc FV, la coronatina 

(COR, 1,56 µM), el DPI (20 µM) pero no SHAM (2 mM) inhiben el cierre estomático inducido por osucridad. C, Xcc FV y la 

coronatina (COR, 1,56 µM) no logran inhibir el cierre inducido por ABA (20 µM) en las mutantes atrbohd y atrbohd/f. En 

(B) el Xcc FV, la coronatina, DPI y SHAM fueron agregados al inicio de la incubación en una solución tampón 10/10 por 2 

horas. En A y 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 A y 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 

tratamiento en todos los ensayos. 

De manera consistente con la hipótesis 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 observó un 

fenómeno similar al evaluar la promoción del cierre por ABA, ya que encontramos que la doble 

mutante atrbohd/f, que es solo parcialmente insensible al ABA en el cierre estomático debido a la 

redundancia existente en la señalización 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 hipótesis 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 

resultó insensible a Xcc FV y a coronatina para la promoción de cierre estomático mediada por 

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

podrían inhibir el cierre estomático inducido por ABA.  

Quisimos evaluar si la posible regulación de la coronatina y el Xcc FV sobre las NADPH 

oxidasas era a través de proteínas quinasa que se sabe regulan por fosforilación a estas enzimas. 

OST1 fosforila y activa a AtRBOHF (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 

ost1-2 es de insensibilidad a ABA mientras que el bik1 es de insensibilidad a flg22 para el cierre 

estomático. Para estos experimentos sólo utilizamos coronatina. En ensayos de promoción de 

cierre estomático observamos que mutaciones que afectan a OST1 y BIK1, no afectan su 

sensibilidad a coronatina para el cierre estomático inducido por flg22 en el caso de ost1-2, y por 

ABA en el caso de bik1 (Figura 20A, B).   

C-
AB
A

flg
22

flg
22
+C
O
RA

pe
rt
ur
a
 e
st
o
m
á
tic
a
 (
µ m

)

0

1

2

3

Ler 
ost1-2 

C-
AB
A

flg
22

AB
A+
CO
R

A
pe
rt
ur
a
 e
st
o
m
á
tic
a
 (
µ m

)

0

1

2

3

Col 
bik1 

A B

c bc

a a

bc
b bc

dee

a

de

b
c

cd
*

b

*

 

Figura 20. La coronatina no depende de BIK1 ni de OST1 para revertir el cierre estomático inducido por ABA y flg22. A, la 

mutante bik1 es sensible a coronatina (COR, 1,56 µM) para el cierre inducido por ABA. B, la mutante ost1-2 es sensible a 

coronatina (COR, 1,56 µM) para el cierre inducido por flg22. En (A) y (B), la coronatina fue agregada 10 minutos antes 

de la aplicación de los tratamientos indicados. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05 

(ANOVA de 2 factores).Los datos marcados con asteriscos son significativamente diferentes según el test de ANOVA *, p 

< 0,05. Las barras de error representan ES de dos experimentos, n=40 por tratamiento en todos los ensayos. 

 

3.1.d. La coronatina revela una posible regulación de ERO sobre componentes de la vía de 

señalización de ABA en estomas  

Debido a la insensibilidad de la mutante atrbohd a coronatina, hipotetizamos que una síntesis 

anormal de ERO en esta mutante podía estar provocando alteraciones en la red de señalización 
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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 promoción de cierre estomático. Con este fin 

utilizamos las mutantes mpk6, mpk3 (Montillet et al., 2013), npr1-3 (Zeng and He, 2010) y 

lecrkVI.2-1 (Singh et al., 2012). Observamos que en estas mutantes, al igual que en atrbohd, la 

toxina era incapaz de inhibir el cierre estomático mediado por ABA (Figura 21A).  
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Figura 21. Las mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI-2.1 exhiben insensibilidad a coronatina en respuesta a ABA y a 

DPI. A, La coronatina (COR, 1,56 µM) es incapaz de inhibir el cierre estomático inducido por ABA (20 µM) en las mutantes 

mpk3, mpk6, npr1-,3 lecrkVI-2.1 y coi1-16. B, la coronatina (COR, 1,56 µM) inhibe la producción de ERO mediada por ABA 

en células de la guarda en las mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI-2-1. C, la coronatina (COR, 1,56 µM) revierte la 

inhibición de la apertura estomática dependiente de luz y mediada por ABA (20 µM) en las mutantes mpk3, mpk6, npr1-

3 y lecrkVI-2-1. D, El tratamiento con DPI (20 µM) es incapaz de interferir con el cierre estomático inducido por ABA (20 

µM) en mutantes npr1-3, mpk3, mpk6 y lecrkVI-2-1 pero no en plantas de genotipo silvestre, Col. En (D) DPI fue agregado 

a la solución tampón de incubación 10 minutos antes del agregado de ABA (20 µM). En (A), (B) y (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 A,B, C y 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 producción de ERO inducida por ABA en plantas Col-0, pensamos 

que en las mutantes insensibles a coronatina, dicha producción no se vería afectada por el efecto 

de la coronatina. Sin embargo, observamos que esta toxina sí inhibe la producción de ERO en las 

mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI.2-1 en una manera muy similar a lo que ocurre en plantas 

Col-0 (Figura 21B), indicando que estas mutantes están afectadas río abajo o de modo 

independiente respecto de la producción 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 síntesis de ERO. Es por ello que luego evaluamos el efecto del DPI en el cierre estomático 

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 lecrkVI.2-1 (Figura 21D), apoyando la hipótesis de que 

estas mutantes pueden cerrar sus estomas en respuesta a ABA, sin depender de la síntesis de 

ERO mediada por NADPH oxidasas. Como podría esperarse dada la aparente alteración que 

presentan en la señalización de ERO, encontramos que estas mutantes también poseen 

sensibilidad reducida a H2O2 aplicado exógenamente (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 estomático ni en la producción de ERO en la mutante del receptor, coi1-16 (Figura 

21A,B). Sin embargo, resultó inesperado que el DPI no lograra inhibir en cierre estomático 

inducido por ABA en esta mutante, lo cual sugiere que la señalización de ROS también podría 

estar afectada en ella.  
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Figura 22. La sensibilidad estomática de las mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI-2.1 frente a H202 está disminuída. Las 

mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI-2.1 están parcialmente afectadas en la sensibilidad a H2O2 (100 µM). Las 

aperturas estomáticas fueron medidas 1,5 h luego de la aplicación del tratamiento. 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.  

Estos resultados sugieren que las ERO podrían regular negativamente algunos componentes en 

la señalización de ABA y por ello logran compensar la anormal señalización 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 inhibición por flg22 de la apertura estomática 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 señalización de ABA difiere entre la 

inhibición de apertura estomática y en la promoción de cierre (Yin et al., 2013), evaluamos si las 

mutantes mpk3, mpk6, npr1-3 y lecrkVI.2-1 están similarmente afectadas en la sensibilidad a 

coronatina en ensayos de inhibición de apertura lumínica por ABA. Tal como se observó en los 

experimentos de promoción de cierre, la coronatina tampoco pudo impedir la inhibición de 

apertura por ABA en las mutantes npr1-3 y lecrkVI.2-1 (Figura 21C). Como fue reportado 

previamente, la mutante mpk3 (Gudesblat et al., 2007), exhibe parcial insensibilidad a la 

inhibición de apertura lumínica por ABA. Tanto la mutante mpk3 como la mpk6, resultaron sólo 

parcialmente insensibles a coronatina. Como era esperado, la mutante coi1-16 resultó 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 señalización 

afectados por la coronatina, los cuales son requeridos para la síntesis de ERO, están activos tanto 

para la promoción de cierre como la inhibición 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 señalización 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 razón de la variabilidad observada de su efecto sobre el cierre 

estomático 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 sí solo es incapaz de cerrar los estomas en concentraciones que oscilan entre 0,1 nM y 10 μM, 

como fue previamente publicado (Montillet et al., 2013) y que además inhibe el cierre mediado 

por flg22 en un amplio rango de concentraciones (Figura 23A).  
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Figura 23. El MeJA previene el cierre estomático mediado por flg22 y bacterias de modo independiente de COI1. A, El 

MeJA no induce el cierre estomático pero sí inhibe el cierre inducido por fl22. El MeJA fue agregado a las 

concentraciones indicadas 10 minutos antes que flg22 (5 µM). B, MeJA (1 µM) pero no la coronatina (COR 1,56 µM) 

puede inhibir parcialmente el cierre estomático inducido por una cepa deficiente en la producción de coronatina, Pst 

DC 3118, en la mutante insensible a coronatina coi1-16. En (A) y (B) el MeJA o la coronatina fueron agregados 10 

minutos previo a otros tratamientos. 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 logró promover el cierre de estomas, sí pudo inhibir el 

crecimiento de la raíz en plántulas, como era de esperar (Figura 24A), lo cual muestra la 

actividad biológica del MeJA utilizado para los ensayos estomáticos. Mientras que la coronatina 

modula la defensa estomática de forma dependiente de COI1 (Melotto et al. 2006), el MeJA 

inhibe el cierre estomático 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 estomático inducido por la bacteria mutante en la producción de coronatina Pst 

DC3118, tanto en plantas silvestres como en la mutante coi1-16 (Figura 23B); y que la mutante 

myc2, afectada en la señalización de JA río abajo del receptor COI1, exhibió una sensibilidad 

normal a la inhibición de MeJA para el cierre estomático inducido por flg22 (Figura 24B). 

Conocíamos que la coronatina mediaba la prevención del cierre estomático de modo 

dependiente de COI1 y que esta toxina inhibía el crecimiento del largo de raíz (Feys et al., 1994); 

sin embargo no sabíamos 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 raíz, como sí lo hace la 

coronatina, pero sin embargo, sí depende de COI1 para la reapertura estomática (Figura 24 D), 

sugiriendo que es probable que no se trate de una molécula muy similar a la coronatina o a sus 

análogos, los jasmonatos. La coronatina es capaz de interferir con el cierre estomático, activando 

los factores de transcripción MYC2 y éste a su vez a los factores ANAC019, ANAC055 y 

ANAC072 (Zheng et al., 2012). Para saber si Xcc FV también los requería, realizamos el ensayo 

de apetura estomática en las mutantes myc2 y triple anac (triple mutante de ANAC019, 

ANAC055 y ANAC072) y observamos que este compuesto también es incapaz de reabrir los 

estomas en ausencia de estas proteínas, indicando que, por lo visto, estas dos toxinas comparten 

mecanismos de acción sobre la señalización estomática (Figura 24D). 
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Figura 24. El efecto del MeJA y Xcc FV en el crecimiento de la raíz y en la promoción del cierre estomático mediado por 

flg22 en la mutante myc2 y triple anac. A, Curva dosis respuesta de MeJA en raíces de A. thaliana. B, El MeJA (1 µM) 

inhibe el cierre estomático inducido por flg22 (5 µM) en la mutante myc2. C, El Xcc FV no inhibe el crecimiento de la raíz 

a diferencia de la coronatina. D, El Xcc FV no es capaz de revertir el cierre estomático inducido por ABA (20 µM) en las 

mutantes myc2 ni triple anac. En (A) y (C), los resultados están presentados como el promedio del largo de 30 de raices 

de plántulas de 7 días por tratamiento, colectados de dos experimentos independientes. En (A), los datos marcados con 

asteriscos son significativamente diferentes del control no tratado según 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 tratamiento 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 señalización 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 algún rol 

biológico durante el proceso de colonización, realizamos un ensayo de infección en plantas de A. 

thaliana. Nuestros resultados muestran que, tres días post-infección, 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 infección atenuado, similar al de la cepa silvestre. A la luz de este resultado, decidimos 

continuar con el estudio de este fenotipo más virulento, observando qué sucedía con el cierre y 

apertura de estomas inducido por esta cepa. Quisimos investigar si la mayor virulencia de la 

cepa mutante, durante la infección, se debía a una mayor capacidad de penetrar por los estomas. 

Es por ello que medimos la capacidad de promover el cierre estomático y luego su capacidad de 

reabrir los estomas, habida cuenta que Xcc es capaz de producir Xcc FV como ya fue 

mencionado anteriormente.  

 

Figura 25. La mutante del fitocromo, XccbphP, posee características más virulentas que la cepa silvestre. A, Curva de 

infección a 1, 2 y 3 días post infección de plantas de A. thaliana con las cepas Xcc 8004, XccbphP y la complementada 

pXccbphP. Las plantas fueron infectadas por spray a una OD600 = 0,1. B, Apertura estomática de epidermis incubadas a 

1 y 3 horas con las cepas Xcc 8004, XccbphP y la complementada pXccbphP. C, Aperturas estomáticas 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 estomática luego de 3 horas de incubación. 

D, Medición de deposición de calosa en hojas de plántulas de A. thaliana 24 horas post incubación con las cepas Xcc 

8004, XccbphP y la complementada pXccbphP y ndvB como control. MgCl2 representa 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 tres 

experimentos independientes, n=40 por tratamiento, en todos los experimentos.  

Sorprendentemente, los estomas de las epidermis incubadas con XccbphP, permanecían más 

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 infección, la cepa complementada, pXccBphP, 

recuperaba el fenotipo de la cepa silvestre. A las 3 horas de incubación, vemos que Xcc 8004 

revierte el cierre estomático, como la cepa complementada, mientras que XccbphP no presenta 

diferencias en apertura respecto de 1 hora post-incubación (Figura 25B). En este sentido, 

quisimos explorar si ese fenotipo de no inducción del cierre de estomas a 1 hora, se debe a un 

exceso en la producción de Xcc FV. Por ello, realizamos un ensayo de inhibición de cierre 

estomático 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 estomático inducido por oscuridad, en un 

intento por recrear las condiciones naturales de cierre de estomas nocturno (aunque el cierre 

estomático nocturno también se debe al reloj biológico y no sólo 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 mutación desreprime algunos genes involucrados 

en la síntesis de este Xcc FV, haciendo que produzca mayor cantidad de esta toxina, lo cual 

pudiera enmascarar el cierre estomático inducido por sus MAMPs a 1 hora post-incubación. 

Dado que esta estimación 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 explicación posible es que esta mutante pueda producir en 

mayores cantidades la proteasa de flagelina, AprA, que pudiera estar degradando al flagelo y 

así 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 quizás sea más 

factible que  XccbphP esté produciendo alguna proteasa y no produciendo más Xcc FV.  

Complementando estas observaciones, evaluamos la capacidad de esta cepa mutante más 

virulenta de suprimir la deposición 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 deposición de calosa (Rigano et al., 2007a). XccbphP 

exhibe un fenotipo de supresión de calosa mayor al detectado para la cepa silvestre, lo que 

refuerza sus características más 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 fácilmente y su alta variabilidad fenotípica vuelve a esta especie un modelo 

ideal para estudios evolutivos funcionales y genéticos (Horton et al., 2012). A la fecha, existen 

más 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 

secuenciación 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 selección 

natural (Horton et al., 2012).  

En este contexto, quisimos estudiar si la sensibilidad a coronatina en diferentes variantes 

naturales (ecotipos) poseía una base adaptativa. Si hubiera habido presión de selección, sería 

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, cuál sería 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 colonización del tejido a través de estomas. Por lo tanto 

hipotetizamos que durante la evolución podrían haberse seleccionado variantes alélicas de 

COI1(o quizás también de otros elementos de señalización de JA) que reduzcan la sensibilidad 

estomática a la coronatina sin disminuir la respuesta contra patógenos necrótrofos o herbívoros 

en otros tejidos. Para examinar esta posibilidad, examinamos el gen COI1 (At2G39940) y su 

región promotora en diferentes variantes naturales. Para ello, decidimos hacer una pre-selección 

de variantes naturales que presentaran variación con respecto a Col-0 (dentro de las que 

teníamos en el banco de semillas propio). Elegimos 7 ecotipos (incluido Col-0, de referencia, ver 

Sección 2.17).  

Con el grupo integrado por 7 ecotipos, decidimos realizar experimentos de apertura estomática, 

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 análisis 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 estomático 

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 promoción de cierre estomático en 

las distintas variantes por Pst DC 3000 y Xcc 8004 y durante 1 y 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 incubación 

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-incubación, 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 estomática 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, además de Mv-0 y ICE-75 (Figura 

26C).  
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Figura 26. Insensibilidad estomática 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 modulación estomática por Pst DC 3000 (108 UFC/ml) luego de tres horas 

de incubación. B, Los ecotipos Mv-0 y ICE-75 son insensibles a la modulación estomática por Xcc 8004 (108 UFC/ml) luego 

de tres horas de incubación. C, La coronatina (COR, 1,56 µM) es incapaz de inhibir el cierre estomático inducido por 

ABA (20 µM) en los ecotipos Kondara, Kas-2, Bur-0, Mv-0 y ICE-75. En (C) la COR fue agregada a la solución tampón de 

incubación 10 minutos antes del agregado de ABA (20 µM). En (A) y (B) las aperturas estomáticas fueron medidas a 1 y 3 

h post-incubación con las bacterias respectivas. En (C) las aperturas de estomas fueron medidas 1,5 h luego de los 

tratamientos. Las letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,01 en C (ANOVA de 2 factores). Los 

asteriscos indican diferencias significativas según p < 0,01 en A y B (ANOVA de 2 factores). Las barras de error 

representan ES de dos experimentos independientes, n=40 por tratamiento (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 COI1, en ensayos de 

inhibición de crecimiento de la raíz. Para poder realizar este ensayo, crecimos plántulas de A. 

thaliana en medio líquido en presencia y ausencia de MeJA y evaluamos el crecimiento de la raíz 

7 días post tratamiento. 
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Figura 27. Ensayo de largo de raíz en plántulas de distintas accesiones de A. thaliana en respuesta a MeJA. El ecotipo 

ICE-75 presenta insensibilidad a MeJA (50 µM). Semillas estériles de A. thaliana fueron germinadas en medio MS ágar. 

Dos días post germinación, fueron seleccionadas aquellas plántulas que se mostraron parejas en su crecimiento y se 

traspasaron en esterilidad a medio líquido MS½x durante 5 días en presencia o ausencia de MeJA (50 µM). A la semana 

de comenzado el experimento, las raíces de las plántulas 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.  



81 

 

Como puede verse en la Figura 27, el único 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 estomática. Dado que ICE-75 parece ser insensible 

también a MeJA, parecería que esta variante natural puede poseer algún problema en la 

percepción tanto de MeJA como de coronatina a través de su receptor COI1, o en su señalización 

río abajo. Estos resultados sugieren que el receptor COI1 de este ecotipo, podría estar afectado 

en general y no de modo específico en la percepción 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 estomático. Por lo tanto la o las mutaciones responsables de 

la insensibilidad a coronatina de Mv-0 serían de potencial utilidad para transferirlas a especies 

de interés agronómicos 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 podía deberse a alguna presión de 

selección, durante la evolución, del gen COI1 ejercidas por bacterias productoras de coronatina o 

de toxinas de modo de acción similar. 

Para poner a prueba esta hipótesis, decidimos realizar tests evolutivos para evaluar si la 

variación presente en el gen COI1 de distintos ecotipos, comparadas con Col-0, se podía atribuir 

al efecto de la selección natural. Dado que nuestro análisis está circunscripto a variantes 

naturales dentro de una misma especie, elegimos una prueba que nos brinde información 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 estadístico que analiza si la variación 

nucleotídica que se observa en un conjunto de secuencias de ADN puede explicarse por una 

evolución neutral, es decir por un equilibrio entre la mutación y la deriva génica. Si la hipótesis 

nula de la prueba es rechazada, pueden plantearse diferentes escenarios para explicar los 

patrones de variación tales como la selección natural, ya sea positiva, equilibradora o negativa y 

aspectos relacionados con la demografía de las poblaciones naturales. Para realizar esta prueba 

se necesitan, al menos, 3 secuencias homólogas de ADN a comparar. El estadístico de Tajima 

computa la relación entre el número total de polimorfismos de todas las muestras a evaluar 
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(estimador θ, que es independiente de las frecuencias alélicas y del tamaño de la muestra) y el 

número promedio de mutaciones entre pares de secuencias dentro del total de la muestra 

(estimador π,). El resultado permite apoyar o no la hipótesis de que la secuencia de interés 

evaluada ha sufrido algún proceso de selección. 

Decidimos entonces realizar el test de Tajima en una muestra conteniendo la secuencia del gen 

COI1, incluyendo sus intrones y exones y su región promotora. Utilizamos las secuencias de 

COI1 de 152 accesiones, utilizando Col-0 como nuestra referencia e incluyendo en el análisis las 

accesiones ensayadas experimentalmente. Todas las secuencias fueron obtenidas de la base de 

datos de secuenciación del proyecto “1001 genomas”. El Software utilizado en este análisis se 

detalla en la Sección 2.17. 

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

muestra en la Figura 28. 

 

Figura 28. Tabla de salida de la ejecución de la prueba Tajima. El valor del estadístico Tajima D es -0,06181 y en 

consecuencia la prueba no permite rechazar la hipótesis nula de modelo neutro o al azar.  

Viendo el valor del estadístico (Tajima D: -0,06181), muy cercano a cero y no significativo (NS) 

(Figura 28),  podríamos decir que la variación total observada en estas secuencias de COI1 no se 

desvía de lo esperado bajo un modelo de evolución neutral. A continuación mostramos la 

distribución del estadístico D de Tajima a lo largo de toda la secuencia nucleotídica analizada de 

COI1. 
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En la Figura 29 se muestra la distribución del estadístico D de Tajima en toda la secuencia 

nucleotídica analizada de COI1. 

 

Figura 29. Distribución de estadístico D en función de la posición nucleotídica. Distribución del estadístico D (en rojo) a lo 

largo del locus COI1. Las barras verticales negras indican la separación entre exones, intrones (I1 e I2) y la región 

promotora del gen. 

Al observar la distribución del estadístico D, vemos que existen zonas del locus con valores de D 

máximos por encima de cero (en el 1° exón, en la región promotora) y valores mínimos 

negativos en el intrón 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 posición 

nucleotídica 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°exón y a las regiones 3339-4038 pb, 3130-4080 pb, correspondientes a la 

región promotora, todos con valores máximos de D. Una posible interpretación de este resultado 

es que este valor positivo de D en esas regiones esté indicando  selección  equilibradora. Este 

tipo de selección favorece que se mantengan los polimorfismos dentro de cada población y 

existen diferentes modelos tales como el de ventaja del heterocigota, la selección dependiente de 

las frecuencias y la selección episódica. Otra posibilidad es que esto refleje la estructuración 

poblacional de las muestras (dado que las mismas provienen de distintas poblaciones) o un 

3° exón 2° exón 1° exón Región promotora 

I 2 I1 
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cuello de botella reciente. Sin embargo estas últimas opciones parecen menos probables porque 

la estructuración y demografía afectan por igual a todas las regiones génicas y aquí vemos un 

efecto sobre un exón y la región promotora. 

Finalmente, aplicamos otra prueba estadística para ver si la variación observada en el gen COI1 

podría explicarse por selección natural. Para ello realizamos la prueba de Mc Donald and 

Kreitman, que tiene en cuenta sólo las regiones codificantes del locus y utiliza una especie 

cercanamente emparentada con nuestro taxón 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 sinónimas o no 

sinónimas. Las sustituciones sinónimas son aquellas que en las cuales una mutación puntual en 

una posición en el ADN, no cambia el aminoácido codificado por el codón, de modo que la 

mutación es silenciosa y el fenotipo es el mismo, mientras que una sustitución no sinónima es 

aquella en la cual un cambio en un nucleótido en el ADN da por resultado un cambio de 

aminoácido y el fenotipo puede ser diferente. La prueba se basa en estudiar si la proporción de 

variación no sinónima a sinónima es igual dentro y entre especies mediante una tabla de 2x2. La 

hipótesis nula de esta prueba es que la relación entre sustituciones no sinónimas y sinónimas 

dentro de la misma especie y la relación de la variación no sinónima y sinónima entre especies 

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

 

Figura 30. Tabla de salida de la prueba de McDonald and Kreitman. La tabla muestra las sustituiciones sinónimas y no 

sinónimas 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 hipótesis nula de neutralidad. 
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Una forma sencilla de ver hacia donde se produce el desvío es mediante el índice de neutralidad 

(IN). Este se calcula como: 

 

El  IN cuantifica el grado de desvío respecto de la neutralidad, en el cual se asume que las 

sustituciones sinónimas son neutrales, ya que no tienen un efecto sobre el fenotipo. Un IN >1 

indica un exceso de polimorfismo no sinónimo y, por lo tanto, selección negativa. Un NI < 1 

muestra un exceso de divergencia no sinónima, indicando que las mutaciones no sinónimas se 

han fijado más rápido que lo esperado por deriva génica y, por lo tanto, un efecto de la selección 

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 

aminoacídicas.  

3.2. PARTE II Estudio de los mecanismos de acción del glucano β-(1,2) cíclico como 

supresor de la respuesta inmune vegetal. 

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

Previamente en la literatura había sido reportado por nuestro grupo, que hojas de N. 

benthamiana y A. thaliana, pre-infiltradas con glucano β-(1,2)-cíclico 24 horas antes de la infección, 

recuperaban síntomas severos de enfermedad en respuesta a Xcc ndvB, cepa defectiva en la 

producción de glucano β-(1,2)-cíclico y muy poco infectiva per se (Rigano et al., 2007a). Sin 

embargo, el rol del glucano β-(1,2)-cíclico en la respuesta inmune inducida por flg22 no había 

sido hasta aquí estudiado. Ha sido descripto que el pre-tratamiento de hojas de A. thaliana con 

flg22, induce la defensa de la planta frente a la infección con Pst DC 3000 (Zipfel et al., 2004). Con 

el propósito de determinar si el glucano β-(1,2)-cíclico interfiere con la defensa estimulada 

debido al tratamiento con flg22, llevamos adelante un ensayo de infección en plantas de A. 

thaliana de 4 semanas (Figura 31). Pre-infiltramos las hojas con una solución de flg22 (100nM), 
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glucano β-(1,2)-cíclico (50μg/ml), solas o en combinación, 24 horas antes de llevar a cabo la 

inoculación con la mutante Xcc ndvB, comprometida en la producción de glucano β-(1,2)-cíclico. 

Utilizamos esta cepa mutante en las infecciones ya que deseábamos examinar el rol del glucano 

β-(1,2)-cíclico purificado. Como controles, utilizamos la cepa silvestre Xcc 8004, que sintetiza 

glucano β-(1,2)-cíclico normalmente, pre-tratada con agua o con una solución de flg22. Como 

esperábamos, el pre-tratamiento con flg22, redujo significativamente los niveles de infección de 

Xcc ndvB y de Xcc 8004 (Figura 31 A, B). Asimismo, el pre-tratamiento de glucano β-(1,2)-cíclico, 

restauró los síntomas de infección y colonización dentro de la planta infectada con Xcc ndvB. 

Interesantemente, la co-infiltración de flg22 y glucano β-(1,2)-cíclico en las hojas, inhibió este 

nivel de protección conferido por el tratamiento con flg22, dando por resultado una colonización 

bacteriana más extensa y síntomas severos de infección (Figura 31 A,B) y sugiriendo una 

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

parte de la flg22. 
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Figura 31. El glucano β-(1,2) cíclico interfiere con la defensa inducida por flg22. A, Crecimiento de Xcc 8004 y Xcc ndvB 

(OD600 =0,1) en plantas Col-0 inoculadas por spray a 0 y 4 días post infección (dpi). H2O, flg22 (100nM) y glucano β-(1,2)-

cíclico (50µg/ml) fueron infiltrados 24 horas previo a la infección 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, Síntomas 5 

días post-infección con Xcc 8004, Xcc ndvB y los tratamientos indicados, en hojas de A. thaliana. C, Inhibición del 
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crecimiento de raíz en plántulas de 7 días tratadas con H20, flg22 (100nM), glucano β-(1,2)-cíclico(50µg/ml) o una 

combinación de compuestos. La longitude de la raíz 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 inhibición del crecimiento de la raíz 

(Boller and Felix, 2009; Gomez-Gomez et al., 1999). Dado que el glucano β-(1,2)-cíclico altera la 

protección a la infección que ejerce la flg22, quisimos examinar si también este compuesto 

evitaba la inhibición del crecimiento de la raíz, mediado por flg22, en plántulas de A. thaliana. En 

la Figura 31 C, podemos observar que, tanto las plántulas control sin tratar como aquellas 

tratadas con glucano β-(1,2)-cíclico purificado, son indistinguibles, indicando que este 

compuesto no posee ningún efecto tóxico per se. En presencia de flg22, el glucano β-(1,2)-cíclico 

tampoco tuvo efecto sobre la inhibición del crecimiento mediada por flg22. Estos resultados 

indican que el glucano β-(1,2)-cíclico es capaz de suprimir la defensa inducida por flg22 en A. 

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

3.2.b. El glucano β-(1,2)-cíclico suprime la deposición de calosa inducida por flg22 y 

disminuye la expresión de PR1 estimulada por flg22 y SA 

Hojas de N. benthamiana infectadas con Xcc ndvB, exhiben niveles considerablemente mayores de 

deposición de calosa que aquellas infectadas con la cepa silvestre Xcc 8004 o con Xcc ndvB pre-

tratadas con glucano β-(1,2)-cíclico (Rigano et al., 2007a). La flg22 dispara una cascada de 

señalización que incluye la deposición de calosa (Clay et al., 2009) y la expresión de genes 

relacionados con la defensa (Navarro et al., 2004), como PR1. Para profundizar en el estudio del 

efecto del glucano β-(1,2)-cíclico sobre las respuestas mediadas por la flg22, decidimos testear la 

capacidad del glucano β-(1,2)-cíclico de inhibir la deposición de calosa y la expresión de PR1, 

ambos procesos mediados por flg22. Encontramos que el glucano β-(1,2)-cíclico reduce 

fuertemente la deposición de calosa inducida por flg22 y nuevamente vemos que no tiene efecto 

por sí solo (Figura 32 A, B).  
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Figura 32. El glucano cíclico suprime la deposición de calosa inducida por flg22 y disminuye la expresión de PR1 

promovida por flg22 y SA. A, Número promedio de depósitos de calosa/mm2. La tinción de calosa fue llevada a cabo 24 

horas post-incubación de las plántulas con flg22 100nM y glucano β-(1,2)-cíclico (50µg/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, Imágenes representativas de hojas de A. thaliana se muestran en la figura. Los 

depósitos de calosa (puntos blancos brillantes) fueron observados utilizando microscopía de fluorescencia. Escala= 

20µm. C, Los niveles de expresión de PR1 fueron determinados por qRT-PCR. Se exhiben los niveles relativos de expresión 

de PR1 a diferentes tiempos (0, 4, 12 y 24 h) luego del agregado de flg22 (100nM) y glucano β-(1,2)-cíclico (50µg/ml). D, 

qRT-PCR para monitorear la expresión de PR1 y PDF1.2 a 24 horas post-incubación con 1mM SA, 0,1mM MeJA, glucano 

β-(1,2)-cíclico (50µg/ml) o una combinación de los compuestos detallada en la figura. En (C) y (D), los valores de 

expresión obtenidos están relativizados al gen de referencia endógena EF1α (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 β-(1,2)-cíclico modulaba, en plántulas de A. thaliana, la expresión de 

PR1, inducida por flg22 a diferentes tiempos post-inoculación con los compuestos, observamos 

que, luego de 12 y 24 horas post co-incubación de flg22 y glucano β-(1,2)-cíclico, éste último 

redujo los niveles de expresión de PR1 inducidos por flg22, de modo significativo (Figura 32 C). 

Nuevamente, y de modo consistente con los ensayos previos, el glucano β-(1,2)-cíclico no tuvo 

efecto alguno sobre la expresión de PR1. En un reporte previo, se mostró evidencia del efecto 

supresor de SA, a través de la modulación de PR1, sobre la expresión de PDF1.2, un gen 

inducido por MeJA, antagonizando de este modo la señalización de la vía hormonal del JA (Van 

der Does et al., 2013). Dado que el glucano β-(1,2)-cíclico inhibe algunas respuestas mediadas por 
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flg22, incluyendo la expresión de PR1, nos preguntamos si este compuesto era capaz de 

interferir con la expresión de este gen, cuya inducción fuera mediada por SA esta vez. Con este 

objetivo, monitoreamos la expresión de PR1 y PDF1.2 luego de 24 horas de tratamiento con SA, 

glucano β-(1,2)-cíclico o una combinación de ambos. Como controles usamos MeJA y MeJA en 

combinación con SA. Observamos que el glucano β-(1,2)-cíclico suprime significativamente la 

expresión de PR1 mediada por SA, 24 horas post-incubación con ambos compuestos (Figura 32 

D), pero no tiene efecto por sí solo en la expresión de PDF1.2. Estos resultados sugieren que la 

supresión ejercida por el glucano β-(1,2)-cíclico 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 

β-(1,2)-cíclico es capaz de suprimir la inducción de PR1 mediada por SA, y con ello, la defensa 

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

3.2.c. El glucano β-(1,2)-cíclico modula la expresión de genes de respuesta temprana y la 

producción de ERO inducida por flg22 

La percepción de flg22 por parte de la planta activa rápidamente la cascada de señalización de 

defensa, que incluye la producción de ERO (Torres et al., 2005), activación de MAPK (Asai et al., 

2002) y expresión temprana y tardía de genes (Denoux et al., 2008). Tanto la supresión de la 

deposición de calosa como la expresión de PR1 por acción del glucano β-(1,2)-cíclico, nos llevó a 

investigar si este compuesto era capaz de interferir con la producción de ERO y/o modular la 

expresión temprana de genes inducidos por flg22. Con este objetivo, realizamos un ensayo de 

luminiscencia para testear el efecto de glucano β-(1,2)-cíclico en la producción 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 simultánea el glucano β-(1,2)-cíclico reduce significativamente la inducción 

de ERO, gatillada por flg22, en un lapso de 40 minutos post-incubación mientras que por sí solo, 

el glucano β-(1,2)-cíclico no induce su acumulación. 



90 

 

Tiempo (minutos)

0 10 20 30 40P
ro
d
u
c
c
ió
n
 d
e
 E
R
O
 (
U
R
L
)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

2000

C- 
flg22 
ß(1,2)-CG 
flg22+ß(1,2)-CG 

A B

Tiempo (minutos)

0 30 60

E
x
p
re
s
ió
n
 r
e
la
ti
v
a
 (
lo
g
2
)

0

50

100

150

200

250

 flg22 

 ß(1,2)-CG 

flg22+ß(1,2)-CG 

WRKY22

Tiempo (horas)

0 1 4

E
x
p
re
s
ió
n
 r
e
la
ti
v
a
 (
lo
g
2
)

-2

0

2

4

6

8

10

12 WRKY33

Tiempo (horas)

0 1 4

E
x
p
re
s
ió
n
 r
e
la
ti
v
a
 (
lo
g
2
)

-4

-2

0

2

4

6
MPK3

Tiempo (horas)

0 1 4

E
x
p
re
s
ió
n
 r
e
la
ti
v
a
 (
lo
g
2
)

-4

-2

0

2

4

6

8
BIK1

C-
flg
22

ß(
1,2

)-C
G

flg
22
+ß
(1
,2)
-C
G

C
o
n
te
o
 t
o
ta
l 
d
e
 f
o
to
n
e
s
 

0

200

400

600

800

1000

1200

a a

b

c

*

 flg22 
 ß(1,2)-CG 
flg22+ß(1,2)-CG 

 flg22 
 ß(1,2)-CG 
flg22+ß(1,2)-CG 

 flg22 
 ß(1,2)-CG 
flg22+ß(1,2)-CG 

 flg22 
 ß(1,2)-CG 
flg22+ß(1,2)-CG 

Figur

a 33. El glucano β-(1,2)-cíclico modula la producción de ERO y suprime la expresión temprana de WRKY22, WRKY33, 

MPK3 y  BIK1, todas respuestas inducidas por flg22. A, La producción de ERO fue inducida con 1µM flg22 y el glucano β-

(1,2)-cíclico fue añadido simultáneamente con flg22. La producción de ERO fue medida por el método de 

quimiolumiscnecia basado en el dúo peroxidasa (HRP) y luminol y los resultados están 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 expresión relativa de los genes WRKY22, WRKY33, MPK3 y BIK1 fue determinada por qRT-PCR. 

Expresión 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 β-(1,2)-cíclico (50µg/ml). La expresión de 

estos genes es relativa al gen de referencia endógeno EF1α y normalizados respecto de plantas no tratadas. Los valores 

mostrados son valores promedio ± ES (n = 4). Los asteriscos indican diferencias significativas (* = p valor < 0,05). 

Decidimos investigar si el glucano β-(1,2)-cíclico inhibe la expresión de los genes WRKY22, 

WRKY33, MPK3 y BIK1, que se sabe son inducidos en respuesta a flg22 como parte de la 

inmunidad inducida por MAMPs/patógenos (PTI). Encontramos que el glucano β-(1,2)-cíclico 

contrarresta, en todos los casos, la expresión temprana de estos genes, inducida por flg22 (Figura 

33 B), sugiriendo que este compuesto tienen la capacidad de suprimir de modo temprano y 

tardío varios de los eventos que tienen lugar durante la respuesta inmune PTI. 

3.2.d. La virulencia de Xcc mediada por el glucano β-(1,2)-cíclico requiere dos proteínas 

quinasas con dominio LysM en A. thaliana, LYK3 y LYK4 

Recientemente, se ha reportado que la proteína de membrana con dominio LysM, LYK3, está 

involucrada en la supresión por acción de los factores NOD sobre la producción de ERO y la 

fosforilación de MAPK, inducida por flg22 (Liang et al., 2013). Dado que el glucano β-(1,2)-
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cíclico, como los factores NOD, afectan varias respuestas tempranas durante la respuesta PTI, 

particularmente en respuesta a flg22, y dada la naturaleza parcialmente glucosídica de estos 

factores, quisimos estudiar si el glucano β-(1,2)-cíclico requería de alguno de los miembros de la 

familia de las proteínas con dominio LysM (LYK) para ejercer su acción supresora. Para 

contestar esta pregunta, utilizamos un abordaje de genética reversa, aprovechando la existencia 

de mutantes lyk de pérdida de función, involucradas en la percepción/ señalización de los 

factores NOD. Para testear si el glucano β-(1,2)-cíclico requiere alguno de estos elementos 

genéticos para lograr que Xcc colonice exitosamente el tejido vegetal, realizamos un ensayo de 

infección utilizando la cepa silvestre Xcc 8004 y la cepa Xcc ndvB. La infección 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 lyk exhiben una normal percepción y respuesta a flg22, ya que poseen intacto el 

complejo FLS2-BAK1, es posible evaluar el rol del glucano β-(1,2)-cíclico en las respuestas a 

flg22 en estas mutantes. Observamos que, 4 días post-infección, mientras Xcc 8004 alcanzó 

niveles altos de colonización en la planta salvaje y en las mutantes lyk1 y lyk2, las mutantes lyk3 

y lyk4 exhibieron resistencia a la infección con Xcc 8004, mostrando que el efecto supresor de la 

respuesta inmune ejercido por el glucano β-(1,2)-cíclico requiere de las proteínas LYL3 y LYK4 

(Figura 34 A).  
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Figura 34. El glucano β-(1,2)-cíclico require los elementos LYK3 y LYK4 para ejercer la virulencia de Xcc 8004 y para 

suprimir la producción de ERO inducida por flg22. A, Crecimiento de Xcc 8004 y Xcc ndvB (OD600 =0,1) en plantas Col-0 y 

en las mutantes lyk1, lyk2, lyk3 y lyk4 4 d post-inoculación (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, Producción de ERO 

inducida por 1 µM flg22. El glucano-(1,2)-cíclico fue añadido simultáneamente con la flg22 en Col, y mutantes lyk1, lyk2, 

lyk3 y lyk4. La producción de ERO fue medida utilizando el método de quimioluminiscencia basado en el dúo 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 esperábamos, Xcc ndvB, exhibió menores niveles de infección en plantas Col y también 

este fenotipo fue observado en todas las mutantes lyk. A la luz de este resultado, decidimos ver 

si el glucano β-(1,2)-cíclico también requiere de estos genes para suprimir la producción de ERO 

inducida por flg22. Para ello, medimos, mediante un ensayo de luminiscencia, la producción de 
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ERO en presencia de flg22 y glucano β-(1,2)-cíclico, en las mutantes lyk y en Col-0, como control. 

Encontramos que, aunque lyk1 y lyk2 fueron tan sensibles como Col-0 al efecto del glucano β-

(1,2)-cíclico sobre la producción de ERO mediada por flg22, lyk3 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 podrían estar actuando como componentes genéticos capaces de 

percibir al glucano β-(1,2)-cíclico o como partícipes de la cascada de señalización que este 

compuesto desencadena para ejercer su acción. 

3.2.e. Las membranas de A. thaliana poseen sitios de unión específicos a glucano β-(1,2)-

cíclico 

Dada la evidencia de la afinidad del glucano β-(1,2)-cíclico de B. japonicum a membranas de soja 

(G. max) (Bhagwat et al., 1999) y, en concordancia con la evidencia de que el glucano β-(1,2)-

cíclico de Xcc cumple un rol en la modulación de las respuestas tempranas inducidas por flg22, 

decidimos investigar si el glucano β-(1,2)-cíclico de Xcc se une a membranas de A. thaliana, lo 

cual implicaría que sería percibido a través de un receptor específico. En estos ensayos, 

utilizamos el glucano β-(1,2)-cíclico marcado radiactivamente con el isótopo 14C. Para poner a 

prueba esta hipótesis, realizamos, en primer lugar, un ensayo de cinética para evaluar la posible 

unión de este compuesto a las membranas durante un período de tiempo. La incubación de 

membranas de A. thaliana en presencia de [14C] glucano β-(1,2)-cíclico a diferentes tiempos 

durante 90 minutos mostró que la unión de este compuesto a las membranas ocurre 

rápidamente (Figura 35A), alcanzando un plateau dentro los primeros 20 minutos, en 

concordancia con la posibilidad de uniones específicas ligando-receptor.  
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Figura 35. Extractos de plantas de A. thaliana tienen sitios de afinidad por glucano-(1,2)-cíclico. A, Cinética de unión de 

[14C] glucano-(1,2)-cíclico (4.76.106 cpm/µmol) a membranas de A. thaliana por 90 minutos. B, Curva de binding (curva 

de saturación) de [14C] glucano-(1,2)-cíclico a membranas de A. thaliana. Los extractos fueron incubados con diferentes 

concentraciones de de [14C] glucano-(1,2)-cíclico (4.76.106 cpm/µmol) 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 ecuación de una hipérbola rectangular, obteniendo 

una Kd de 2.397 µM (software GraphPad Prism). Los resultados mostrados son el promedio de cuatro experimentos 

independientes. C, Ensayo de desplazamiento de una concentración constante y saturante de [14C] glucano-(1,2)-

cíclico (4.76.106 cpm/µmol) en presencia de diferentes concentraciones de glucano-(1,2)-cíclico no marcado (frío). Los 

resultados se expresan como el promedio de dos experimentos independientes.  

Luego, realizamos una curva de saturación, con concentraciones crecientes de [14C] glucano β-

(1,2)-cíclico, a un tiempo fijo (60 minutos), correspondiente al tiempo de saturación obtenido de 

la Figura 35 A. Los valores obtenidos de unión específica ajustan bien a una hipérbola 

rectangular, resultando una constante de afinidad Kd de 2,397μM (Figura 35 B). Finalmente, 

llevamos adelante un ensayo de desplazamiento de la marca radioactiva, usando glucano β-

(1,2)-cíclico frío en concentraciones crecientes. Trabajamos con una concentración saturante [14C] 

glucano β-(1,2)-cíclico para asegurarnos que todos los presuntos sitios de unión estén ocupados 

por el compuesto de interés y fuimos desplazando con concentraciones crecientes de glucano β-

(1,2)-cíclico frío. Encontramos en este ensayo que el 50% de la marca radiactiva fue desplazada 

por una concentración de, aproximadamente, 7μM de glucano β-(1,2)-cíclico frío (Figura 35 C), 

sugiriendo que el glucano β-(1,2)-cíclico se uniría 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. Caracterización 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 proteínas 

involucradas en la biosíntesis 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: Características 

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

XcI gumI 

Sintetiza un polisacárido compuesto por unidades repetitivas 

tretrasacarídicas o poli-tretra-sacárido. La cantidad de poli-tetrasacárido 

producida por esta cepa es de aproximadamente un 10-15% comparada con la 

producción de xantano por la cepa silvestre. 

XcF gumF 

Sintetiza un xantano carente de sustitución por grupos acetilo en la manosa 

interna de la unidad repetitiva. La cantidad de xantano producido por esta 

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

XcG gumG 

Sintetiza un xantano carente de sustitución por grupos acetilo en la manosa 

externa de la unidad repetitiva. La cantidad de xantano producido por esta 

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

XcL gumL 

Sintetiza un xantano carente de sustitución por grupos cetal-piruvato en la 

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 características de las cepas mutantes de xantano 

En primer lugar, quisimos examinar si alteraciones o modificaciones de la estructura molecular 

del xantano afectan la producción 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 cómo se ve afectada la 

viscosidad de este polisacárido cuando las unidades repetitivas que lo componen carecen de 

algún componente. 

Observamos que, con respecto a la producción 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 

más comprometida en la producción de EPS (Figura 36A). Como ya ha sido descripto, el 

xantano posee una alta viscosidad, propiedad que lo caracteriza y que está 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 producción de xantano y la 

viscosidad. A, Producción de xantano. Las mutantes de Xcc fueron crecidas en medio MC durante 5 días y el EPS fue 

aislado por precipitación con isopropanol. Los datos se expresan como el peso seco por cada 100 ml de medio de 

cultivo y este valor está 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 viscosímetro 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 sólo presenta una viscosidad del 15% respecto a la 

acusada por el xantano nativo. Estos resultados confirman que cambios en la composición del 

EPS afectan de modo importante su viscosidad. 

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

Con el objetivo de estudiar la capacidad de las distintas mutantes de adherirse a una superficie 

abiótica, realizamos ensayos en microplacas de poliestireno, utilizando el método de tinción de 

cristal violeta.  

Para estos experimentos las distintas cepas fueron crecidas toda la noche en medio PYM y luego 

diluidas en medio mínimo. Registramos el crecimiento y la adhesión a las 24, 48 y 72 h post-

incubación. La comparación entre las distintas cepas se realizó a las 72 h post-incubación. 
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Observamos que la mutante XcI, que sintetiza un politetrasacárido en vez de un 

polipentasacárido como la cepa silvestre, así como aquella mutante incapaz de producir xantano 

(Xc1231), presentan un número 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 adhesión en menor grado y no tan drásticamente (Figura 37 A).  
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Figura 37. Las cepas de Xcc productoras de distintos EPS poseen diferencias en la adhesión y los distintos EPS 

comprometen la recuperación de la adhesión de la cepa Xc1231. A, Adhesión de las distintas cepas a las 24 horas de 

incubación con las distintas cepas. B, Adhesión de la cepa Xc 1231 en presencia de 200 μg/ml de los distintos EPS de 

cada cepa mutante, luego de 24 horas de incubación. 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 están expresados como la relación entre la absorbancia de Cristal Violeta (CV) y el crecimiento de 

la bacteria a OD600nm. 

De todos modos, puede verse que las cepas mutantes presentaron menor adhesión que la cepa 

silvestre. Con el fin de analizar qué efecto sobre la adhesión bacteriana poseen las distintas 

variantes del xantano, decidimos evaluar la adhesión 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 adhesión 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 XcI son los más comprometidos para restaurar la adhesión 

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 evaluación de la adhesión de las distintas 

cepas mutantes, mostramos los valores a las 72 h post-incubación 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 adhesión 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 desvío 

estándar de tres experimentos independientes.  

3.3.c. Formación de biofilm de las distintas cepas 

Para analizar la fomación de biofilm de las distintas cepas de Xcc, utilizamos un microscopio 

confocal invertido mediante el cual registramos durante 72 h la formación de biofilm en cámaras 

de cultivo de borosilicato. Para observar la formación de biofilm, utilizamos en estos ensayos, las 

cepas de Xcc marcadas con la proteína 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 formación de biofilm tridimensional. Luego de 72 h, 

observamos que la cepa silvestre había sido capaz de desarrollar un biofilm maduro (Figura 39), 

que exhibe una estructura característica 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 imágenes de la cepa Xc1231, la cual no forma microcolonias ni 

agregados celulares más 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. Formación de biofilm de las distintas cepas productoras de variantes de xantano, a 72 horas del inicio de la 

incubación. Las imágenes corresponden a planos XY y Z de estas estructuras. Análisis de imágenes 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, así como tampoco los 

agregados celulares característicos 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 más a un césped bacteriano que a un biofilm característico. En 

el caso de XcG, mutante carente de acetilación de las manosas externas, vemos que su biofilm se 

parece al biofilm formado por la cepa silvestre, aunque posee una estructura algo más 

desordenada, con mayor agrupamiento celular en colonias que parecen ser más 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 más “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 politetrasacárido sin la manosa externa, exhibe un biofilm “liso”con un 

bajo grado de rugosidad, con ausencia de canales y formación microcolonias. Estos resultados 

sugieren que la composición y, por ende, la estructura del xantano es esencial para el desarrollo 

de un biofilm maduro, con una arquitectura característica, capaz de permitir la formación de 

microcolonias y aglomerados celulares, con canales que permitan la difusión de nutrientes y 

otros componentes.  

Para confirmar estas observaciones, realizamos un análisis cuantitativo de algunas propiedades 

del biofilm, utilizando el programa de análisis de imágenes COMSTAT. Como puede observarse 

en la Tabla N°4, se evaluaron cuatro variables (espesor promedio, biomasa, coeficiente de 

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

 

 

 

Cepa Espesor promedio 

(μm) 

Biomasa (μm3/μm2) Coeficiente de 

rugosidad (unidades 

arbitrarias) 

Distancia promedio 

de difusión (μm) 

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) 

XcI  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. Evaluación 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 difusión corresponde a 
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un biofilm de 4 días. Todos los datos son presentados como el promedio y el desvío estándar. 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 difusión, 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 más compactos, chatos y uniformes 

(Murga et al., 1995). Todas las mutantes presentaron un coeficiente de rugosidad menor, siendo 

mucho más bajo en el caso de las mutantes XcI y XcF, dando lugar a biofilms más homogéneos 

que los que exhibe la cepa silvestre. Es así como mutantes con muy bajos valores de rugosidad 

presentaron una baja tendencia a formar micro-colonias (XcF, XcG, XcL y XcI). Por otra parte, la 

distancia promedio de difusión, definida como la mínima distancia entre un pixel que contiene 

biomasa y un pixel en el cual hay un espacio vacío, que podría ser la distancia que un nutriente 

requiere para alcanzar el centro de la microcolonia. Altos valores de este parámetro indican 

mayores agregados de biomasa, clusters celulares más cercanos y, por ende, un biofilm más 

compacto, menos poroso y menos heterogéneo. Esto se observó en las cepas XcF y XcI, las cuales 

presentaron valores de distancia promedio de difusión significativamente mayores que los de la 

cepa silvestre, mientras que las cepas XcG y XcL, si bien mostraron valores mayores en este 

parámetro 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 XcI, algo que no es tan pronunciado en XcG y XcL. 

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

A continuación, decidimos estudiar si la composición del xantano y, por ende, su estructura, 

afectan la virulencia de Xcc durante la infección de plantas de A. thaliana. Para ello, primero 

realizamos una infección 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 días post 

infección, 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 más afectadas en la colonización endofítica 

del tejido foliar fueron XcL y XcI, las cuales tuvieron un comportamiento muy similar al de la 

cepa no productora de xantano, siendo las más comprometidas para evadir la respuesta de la 

planta (Figura 40A). Consistentemente, estas cepas no alcanzaron a desarrollar síntomas 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 infección 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 XcI recuperaron la infectividad y virulencia debido al pre-

tratamiento con el xantano proveniente de la cepa silvestre (Figura 40B, E). Sin embargo, la 

recuperación de la infectividad por parte de las cepas mutantes de Xcc no alcanzó 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 síntomas de infección 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 (OD600 = 0,1) en plantas Col-0, 0 y 4 d post-inoculación (dpi). Los valores mostrados corresponden a promedios ± ES 

(n = 2). UFC, unidades formadoras de colonias. B, Crecimiento de las distintas cepas de Xcc (OD600 = 0,1) en plantas Col-

0, 0 y 4 d post-inoculación (dpi), previo tratamiento de infiltración con xantano nativo (200 µg/ml) 24 hs antes de la 

infección. Los valores mostrados corresponden a promedios ± ES (n = 2). . C, Crecimiento de Xc1231 (OD600 = 0,1) en 

plantas Col-0, 0 y 4 d post-inoculación (dpi), previo tratamiento de infiltración con los distintos EPS de cada cepa de Xcc 

(200 µg/ml) 24 hs antes de la infección. Los valores mostrados corresponden a promedios ± SE (n = 2). Las barras de error 

representan SE de dos experimentos independientes Las letras diferentes indican diferencias significativas con un p < 

0.05 (ANOVA 2 factores) en (A), (C) y (E). D, Imágenes representativas de hojas de A. thaliana infectadas según A, 5 dpi. 

E, Imágenes representativas de hojas de  A. thaliana infectadas según B, 5 dpi. F, Imágenes representativas de hojas de  

A. thaliana infectadas según C, 5 dpi.  

A continuación, 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 infección 

con la cepa Xc1231 y observamos el crecimiento endofítico a los 0 y 4 días post-infección. 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 recuperó 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 infección, no alcanza a ser 

significativa la diferencia con respecto al día 0 post-infección (Figura 40C, F). Los EPS 

producidos por las cepas XcL e XcI 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 síntomas de las plantas (Figura 40F), donde puede verse cómo 

los EPS de las cepas silvestre, XcF y XcG promueven el desarrollo de síntomas cloróticos 

mientras que el EPS de XcL, y aún más la cepa XcI, casi no alteran los síntomas de la infección 

causada por Xc1231. Estos resultados sugieren, en conjunto, que la ausencia de los grupos cetal-

piruvatos así como de la manosa externa (y por ende, del grupo cetal piruvato) en la unidad 

repetitiva afectan drásticamente 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 deposición de calosa mediada por xantano 

Como fue anteriormente mencionado, la deposición de calosa es una de las respuestas gatilladas 

por las plantas durante su defensa contra patógenos, como barrera de ingreso para atenuar la 

infección. Esta respuesta puede ser iniciada por la percepción, 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 supresión de la respuesta inmune de la planta por acción del 

xantano, impidiendo la deposición 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 deposición de calosa, realizamos un ensayo mediante el cual evaluamos la capacidad de estos 

distintos EPS de suprimir la deposición de calosa inducida por flg22 en plántulas de A. thaliana. 

Observamos que, mientras el xantano nativo y los EPS provenientes de las cepas XcF y G 

lograban suprimir la inducción de la deposición de calosa, los EPS de las cepas XcL y XcI no 

fueron capaces de ejercer dicho efector supresor (Figura 41). Para descartar algún posible efecto 

de cada EPS sobre las plántulas solas, realizamos los controles con todos los EPS y observamos 
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que en ningún caso hay diferencias con el control tratado con H20, lo que indicaría que este 

polisacárido por sí solo ni es tóxico 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 quelación de cationes 

Ca2+ (debido a que aportan carga negativa a la molécula de xantano), altera la capacidad del 

xantano de suprimir la deposición de calosa. Como vemos en la Figura 41, las cargas negativas 

aportadas por el ácido glucurónico no parecen ser suficientes para inhibir la actividad de la 

calosa sintasa. 

 

Figura 41. Los EPS que no portan los grupos piruvato y la manosa externa de la unidad repetitiva no pueden suprimir la 

deposición de calosa inducida por flg22. Plántulas de  A. thaliana de 9 días en medio líquido fueron pre-tratadas con los 

distintos EPS de las distintas cepas de Xcc (200µg/ml). 24 horas después, fue agregada la flg22 (1µM). El revelado de los 

depósitos de calosa fue llevado a cabo 24 horas post-incubación de la flg22. El experimento fue realizado dos veces de 

modo independiente. Se muestran imágenes representativas de hojas de  A. thaliana. Los depósitos de calosa (puntos 

blancos brillantes) fueron observados utilizando microscopía de fluorescencia. Escala= 20µm. 

 

4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

4.1. PARTE I. Mecanismo de inhibición del cierre estomático por Xcc y Pst DC 3000 

4.1.a. Purificación del factor de virulencia estomático Xcc FV 

Uno de los objetivos del presente trabajo fue lograr purificar a homogeneidad el Xcc FV con el 

propósito de caracterizarlo químicamente y conocer su estructura. Si bien logramos desarrollar 

una metodología de purificación del compuesto, habiendo probado distintas condiciones de 
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medio de cultivo, pH y fuerza iónica en la extracción orgánica, y también seguir su actividad en 

ensayos biológicos a medida que obteníamos fracciones parcialmente purificadas de 

cromatografías de exclusión molecular y a través de HPLC, no logramos que esa fracción activa 

nos brinde información de su fórmula molecular ya que la cantidad de la fracción activa no fue 

suficiente para realizar la espectrometría de masas. Luego de consultas con especialistas en 

elucidación estructural de compuestos naturales, concluimos que el escollo que normalmente 

obstruye el objetivo es que este tipo de compuestos a menudo están en trazas y por ello, aun con 

grandes volúmenes de cultivo, es difícil obtener cantidades suficientes como para alcanzar una 

buena relación señal : ruido. En el futuro, esperamos poder conocer su estructura química y eso 

seguramente permitirá conocer más acerca de los mecanismos moleculares de su acción como 

modulador estomático. Sin embargo, de los experimentos realizados, pudimos estimar su peso 

en valores alrededor de 1KDa, ya que este compuesto eluía en un volumen (y tiempo) 

intermedio en una cromatografía de exclusión molecular cuyo corte era de 2kDa. Asimismo, 

debido a una mayor eficiencia en la extracción ácida 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 extracción orgánica, 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 producción 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 estomática, a través de la inhibición de la producción de ERO dependiente de las 

enzimas NADPH oxidasas. Tanto el Xcc FV como la coronatina inhiben el cierre estomático 

inducido por flg22, ABA y oscuridad (cuya producción 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 inhibición 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 específicamente a algún regulador 

estomático de la actividad de las NADPH oxidasas. Por otra parte, dado que estas toxinas no 

fueron capaces de evitar el cierre estomático inducido por H2O2, y que la coronatina no pudo 

impedir la autooxidación de la epinefrina por radicales superóxido, no pareciera que dichos 

compuestos pudieran actuar como scavengers del anión superóxido ni del H202. La coronatina 

tampoco actuaría por inhibición de la superóxido dismutasa, que oxida aniones superóxido 

generados por la NADPH oxidasa a H2O2. Estos resultados contribuyen a comprender el 

mecanismo de acción del Xcc FV, el cual sirve de herramienta a la bacteria para mejorar su tasa 

de ingreso a través de estomas y así colonizar con mayor éxito a sus plantas hospedadoras según 

ha sido reportado previamente por nuestro grupo (Gudesblat et al., 2009). Por su parte la 

coronatina también facilita la invasión de Pst DC3000 a través de estomas (Melotto et al., 2006), 

inhibiendo la inmunidad estomática, y de otras maneras previamente descriptas como la 

promoción, multiplicación y persistencia de la bacteria dentro de la planta, inducción de 

síntomas 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, aquí lo novedoso, ninguno de estos efectos de la coronatina han sido relacionados 

con la inhibición de la síntesis de ERO dependiente de NADPH oxidasas. De hecho, plantas 

tratadas con coronatina mostraron un aumento en la producción 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 transcripción MYC2 y ANAC019, ANAC055 y 

ANAC072 para impedir el cierre estomático, lo cual sugiere que podría existir entre estos dos 

compuestos alguna similitud estructural. 

Las ERO actúan como importantes nodos en la señalización estomática (Baxter et al., 2013; 

Kollist et al., 2014), y es por ello que su concentración dentro de la célula está finamente 

regulada. Se ha demostrado que las NADPH oxidasas AtRBOHD y AtRBOHF son reguladas de 

múltiples maneras, incluyendo la unión directa de Ca2+ (Ogasawara et al., 2008) y ácido 

fosfatídico (Zhang and Du, 2009), por fosforilación 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), CDPK5 (Dubiella et al., 2013) y BIK1, la cual es parte del complejo receptor de varios 

MAMPs (Kadota et al., 2014; Li et al., 2014). Sería, en este contexto, razonable pensar que tanto 

Xcc FV como la coronatina podrían 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 H2O2 (Kohler et al., 2003). 

4.1.c. Efecto de la coronatina en la regulación de componentes de la señalización de ABA en 

estomas a través de ERO 

De manera consistente con el efecto inhibitorio de la coronatina sobre la producción de ERO 

mediada por NADPH oxidasas, la doble mutante afectada en la síntesis 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 estomática a flg22 y oscuridad pero 

no a ABA, sea también insensible a coronatina para la promoción de cierre mediada por ABA, 

nos sorprendió y nos hizo sospechar de anormalidades en la señalización de ABA en esta 

mutante dado que esperábamos que la coronatina pudiera actuar sobre la AtRBOHF y, de ser 

así, la coronatina debería haber mostrado un efecto de inhibición parcial del cierre inducido por 

ABA. Esta mutante posee otros fenotipos inesperados, ya que exhibe activación constitutiva o 

sobre-activación de la inmunidad (Kadota et al., 2015), aún cuando su incapacidad de sintetizar 

ERO en respuesta a MAMPs haría predecir el fenotipo opuesto. Las mutantes mpk3 mpk6, npr1-3 

y lecrkVI.2-1 que, como atrbohd, están afectadas en la sensibilidad a flg22 pero no a ABA, también 

mostraron insensibilidad a coronatina para la promoción de cierre por ABA, indicando que la 

disrupción de la señalización de MAMPs de algún modo afecta la señalización 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 síntesis ERO en sus estomas. El 

cierre estomático inducido por ABA también ocurrió normalmente en estas mutantes en 

presencia del inhibidor de NADPH oxidasas DPI, el cual bloquea la inducción estomática de 
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ERO e impide el cierre de estos poros (Kwak et al., 2003). Además, estas cuatro mutantes 

también exhibieron sensibilidad reducida al cierre inducido por H2O2, sugiriendo que estos 

elementos genéticos cumplirían en la señalización del ABA río abajo de la síntesis de ERO. 

Pareciera, a la luz de estos resultados, que algunos componentes de la señalización de ABA en 

células de la guarda independientes de ERO pueden compensar defectos en la producción de 

ERO o su señalización (Figura 42). 

 

Figura 42 Modelo propuesto de la inhibición de ROS mediada por coronatina y Xcc FV en el contexto de la señalización 

del ABA. La coronatina y el Xcc FV inhiben la cierre estomático mediado por ABA y flg22 a través de la inhibición de la 

síntesis de ERO catalizada por las NADPH oxidasas AtRBOHD y AtRBOHF. Estas toxinas no afectan la promoción de cierre 

inducida por SA, hormona que induce la síntesis de EROs a través de peroxidasas. En las mutantes atrbohd, mpk3, mpk6, 

npr1-3 y lecrkVI-2.1 la sensibilidad a ABA no sería afectada por coronatina, y posiblemente tampoco por Xcc FV. Esto 

podría deberse a la regulación negativa de ERO por parte de otros componentes de la señalización de ABA, los cuales 

podrían estar más activos en estas mutantes. En consecuencia en estas mutantes el cierre estomático en respuesta a 

ABA sería normal aun en ausencia de la señalización de ERO. 

La síntesis de tales componentes de señalización podría ser regulada negativamente por ERO a 

plazos largos y por lo tanto estaría potenciada en las mutantes mpk3 mpk6, npr1-3 and lecrkVI.2-1 

y posiblemente también en atrbohd. Asimismo, la mutante coi1-16, al igual que el resto, es 

insensible al inhibidor DPI, lo que indicaría que este gen estaría involucrado en la regulación de 

ERO inducido por ABA. Previamente, había sido reportado que mutantes antisentido MPK3 

específicas 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 

podría estar relacionada con la dependencia de COI1 por parte de ambas para ejercer su efecto 

inhibitorio. La coronatina inhibe tanto la promoción de cierre como la inhibición de apertura 

mediada por flg22 (Melotto et al., 2006; Zhang et al., 2008). Observamos que esto también es 
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válido en el caso del ABA, incluso cuando existe clara evidencia de que la señalización de esta 

hormona difiere entre los dos procesos (Yin et al., 2013). Mientras npr1-3 y lecrkVI.2-1 exhiben 

una sensibilidad similar a ABA, como las plantas silvestres, para la inhibición de apertura, las 

mutantes mpk3 y mpk6 son parcialmente insensibles a esta hormona, un fenotipo previamente 

reportado en mutantes antisentido MPK3 específicas de estomas (Gudesblat et al., 2007). En 

ambas mutantes la coronatina puede reducir aún más la sensibilidad a ABA, sugiriendo que la 

menor sensibilidad de mpk3 y mpk6 a ABA sería en parte independiente de las NADPH 

oxidasas, posible blanco de la coronatina. 

 Previamente, ha sido postulado que el SA y, por ello, NPR1, un factor de transcripción 

esencial en la señalización de SA en defensa, actúa genéticamente río arriba de ABA, dado que la 

biosíntesis de ABA es necesaria para el cierre estomático mediado por SA (Zeng and He, 2010). 

También se ha propuesto que la coronatina impide el cierre estomático a través de la inhibición 

de la síntesis de SA a nivel de la planta entera (Zheng et al., 2012). Sin embargo, nuestros 

resultados no apoyan esta hipótesis, dado que la coronatina en nuestros ensayos es capaz de 

inhibir la inducción de ERO inducida por ABA aun cuando la señalización de SA está 

interrumpida en mutantes npr1-3 en células de la guarda. Como mencionamos en la 

introducción, LECRK-VI.2 es un receptor quinasa tipo L de lectinas requerido para la activación 

de las MPK3 y MPK6 inducidas por flg22 y para la resistencia de la planta frente a patógenos 

(Singh et al., 2012). Cómo LECRKVI.2 podría actuar precisamente en la señalización río debajo 

de ERO es una pregunta que aún requiere más estudios para poder ser respondida. Las 

mutantes de pérdida de función, lecrk-V.5, afectadas en un gen que codifica otro receptor de la 

misma familia, son menos sensibles a coronatina. Esto podría deberse a su fenotipo de 

producción de ERO constitutivamente aumentada (Desclos-Theveniau et al., 2012), la cual puede 

compensar la inhibición de la producción de ERO causada por esta toxina en estomas. 

Recientemente, ha sido demostrado que tanto la sobreexpresión del receptor de ABA, RCAR3, 

como la mutación del gen que cifra la fosfatasa interactora PP2CA causa una sensibilidad 

aumentada a ABA y pérdida de sensibilidad a coronatina para el cierre estomático mediado por 

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

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

4.1.d. MeJA y coronatina: diferentes mecanismos de inhibición del cierre estomático inducido 

por flg22 

La capacidad de antagonizar el cierre estomático mediado por MAMPs a través de la 

estimulación de la señalización de JA no es privativa de la coronatina o del Xcc FV. El efector de 

Pseudomonas syringae pv. tabaci HopX1, inhibe el cierre estomático a través de la activación de la 

señalización de JA, promoviendo la degradación de las proteínas represoras JAZ y puede 

complementar a una cepa de Pst deficiente en la producción de coronatina (Gimenez-Ibanez et 

al., 2014). Recientemente, se ha demostrado también que la proteína efectora AvrB de Pst puede 

rescatar la capacidad de reabrir los estomas en la cepa de Pst deficiente en la producción de 

coronatina de una manera dependiente del receptor COI1 (Zhou et al., 2015). Sin embargo, 

aunque es evidente que la coronatina inhibe el cierre estomático inducido por ABA y 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 estomático (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 

estomático y, en cambio, sí 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 biológicamente 

activo (Wasternack and Hause, 2013). Tanto JA-Ile como su análogo 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 fácil explicar cómo el 

MeJA causa efectos distintos a los de la coronatina en estomas, cuando ambos inducen 

respuestas similares en otros tejidos. Una explicación posible sería 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 actuarían de modo 

independiente de COI1. 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 



112 

 

estomas podría 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 según una técnica ya 

descripta (Segarra et al., 2006). La purificación no eliminó la capacidad de reapertura del MeJA 

con lo cual, que el MeJA no posea verdaderamente esa actividad biológica 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 acción 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 estomática a dichas toxinas, investigamos si existe variación natural en A. thaliana 

en la sensibilidad a estas toxinas. De los ensayos de apertura estomática realizados en algunas 

variantes naturales de A. thaliana, surge que algunas de ellas presentan insensibilidad a la 

modulación estomática 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 hipotetizábamos que 

dichas variantes podían tener una sensibilidad diferencial debido a la presión de selección sobre 

el receptor de JA y coronatina, COI1, no encontramos evidencia estadística mediante la prueba 

de Tajima que indicara que este gen y su región promotora pudiera haber sido sometido a 

presión de selección. Sin embargo, si bien la prueba global de Tajima arrojó un resultado que no 

permite rechazar la hipótesis de modelo neutro, examinando el valor del estadístico a lo largo de 

toda la secuencia del gen y su promotor, notamos que, tanto en la región promotora como en el 

primer exón, era posible encontrar variaciones significativas que sugirieran que podía haberse 

producido alguna selección positiva sobre dicho locus. Más allá del análisis 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 análisis de las regiones codificantes de COI1, arrojó un resultado significativo que indicaría 

que ha habido alguna presión de selección. En cualquier caso, si bien las pruebas estadísticas 

permiten apoyar con mayor o menos fuerza algunas hipótesis, no es concluyente ni tampoco 

exclusivo de otras posibilidades que pudieran haber tenido lugar en la evolución. Respecto del 
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análisis de la sensibilidad a MeJA de estos ecotipos en raíz, es interesante que Mv-0 mostró 

variación en la sensibilidad a coronatina en estomas pero normal sensibilidad a MeJA en raíz, a 

diferencia de ICE-75, ecotipo que resultó ser insensible tanto para coronatina en estomas como 

para MeJA en raíz. El fenotipo exhibido por Mv-0 resulta interesante ya que, si bien no es capaz 

de percibir a la coronatina y por ende, esperaríamos que se infecte menos con Pst DC 3000, 

percibe normalmente al MeJA, lo cual indicaría que a nivel de la planta entera podría gatillar 

normalmente la respuesta a necrótrofos. Si esto, fuera así, la planta tendría una ventaja respecto 

de otros ecotipos ya que no estaría afectada en la defensa a necrótrofos pero sí frenaría de modo 

más eficiente la entrada de patógenos por estomas. Tan interesante es este fenotipo en términos 

agronómicos que recientemente se reportó la modificación 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 más exhaustivo en 

términos experimentales y evolutivos, ya que de identificarse la mutación responsable podría 

ser transferida a especies de interés agronómico mediante ingeniería genética. 

4.2. PARTE II. Estudios de los mecanismos de acción del glucano β-(1,2) cíclico como 

supresor de la respuesta inmune vegetal 

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

Este trabajo muestra varios aspectos del rol del glucano β-(1,2) cíclico en la modulación de la 

inmunidad de las plantas. El pre-tratamiento con glucano β-(1,2) cíclico en hojas de A. thaliana 

da por resultado la supresión de la respuesta de defensa inducida por flg22 contra Xcc, 

aumentando los síntomas de enfermedad y mejorando la colonización 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 deposición de calosa con el 

propósito de fortalecer las paredes celulares (Boller and Felix, 2009; Tateda et al., 2014). La 

supresión de la deposición de calosa es un mecanismo muy extendido en el quiebre de la capa 

de inmunidad por parte de los patógenos de plantas. El xantano, el más abundante EPS 

secretado por Xanthomonas, induce la susceptibilidad de la planta suprimiendo la deposición de 

calosa (Yun et al., 2006) por un mecanismo de quelación de calcio a través de las cargas negativas 
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del polisacárido (Aslam et al., 2008). Sin embargo, el glucano β-(1,2) cíclico de Xcc es neutro, de 

modo que la inhibición de la deposición de calosa debe deberse a otro mecanismo. 

Adicionalmente, el efector proteico de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, XopJ, también 

inhibe la deposición de calosa en la pared celular como estrategia de colonización (Bartetzko et 

al., 2009). El glucano β-(1,2) cíclico también disminuye dramáticamente la deposición de calosa 

en plántulas luego de 24 horas de tratamiento con flg22, indicando que el compuesto 

activamente interfiere con las repuestas tardías de la flg22, lo que facilitaría la entrada del 

patógeno. Este resultado se encuentra de acuerdo con hallazgos previos en N. benthamiana 

(Rigano et al., 2007a). Vale la pena mencionar que el glucano β-(1,2) cíclico de Sinorizobium 

meliloti (que difiere del de Xcc en el número de residuos de glucosa) también exhibe el mismo 

comportamiento en la supresión de la deposición de calosa inducida por flg22 (no mostrado). 

Este resultado echa luz sobre el mecanismo de infección de la bacteria, mostrando cómo el 

glucano β-(1,2) cíclico actúa sobre respuestas de flg22. El tratamiento con flg22 conduce a la 

acumulación de la fitohormona y molécula señal SA (Mishina and Zeier, 2007; Tsuda et al., 

2008b). SA aumenta la acumulación de ERO inducida por flg22 (Sato et al., 2010; Tateda et al., 

2014; Xu et al., 2014). Sumado a esto, la flg22 induce la expresión de PR1, un gen dependiente de 

la vía hormonal de SA a 12 y 24 horas post-inducción con este MAMP (Denoux et al., 2008). 

Nuestros resultados muestran que el glucano β-(1,2) cíclico inhibe la inducción del gen PR1 

inducido por flg22 y por SA, indicando que el glucano β-(1,2) cíclico modula genes relacionados 

con SA, dejando a la planta más vulnerable a la infección. Este resultado sugiere que el glucano 

β-(1,2) cíclico, probablemente, pueda antagonizar la señalización de SA, a través de la 

modulación de PR1, como parte de la respuesta tardía. Aún resta determinar si el glucano β-(1,2) 

cíclico 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 β-(1,2) cíclico pudiera antagonizar la señalización dependiente de SA debido a una 

estimulación del antagonismo SA-JA (Van der Does et al., 2013). Sin embargo, aunque el glucano 

β-(1,2) cíclico antagoniza SA a través del expresión de PR1, este compuesto no tiene efecto 

alguno en la expresión de un gen de respuesta a JA, PDF1.2. Estos resultados sugieren que el 

glucano β-(1,2) cíclico no modularía la defensa de la planta a través de la señalización de JA. 
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Estos hallazgos difieren del modelo de acción propuesto para otro supresor sistémico de la 

defensa, la coronatina, el cual sugiere que dicha toxina alcanza su efecto supresor disparando la 

cascada de señalización de JA, lo que lleva a la supresión de los genes de síntesis de SA (Zheng 

et al., 2012). La flg22 rápidamente induce genes que cifran proteínas como factores de 

transcripción, fosfatasas y quinasas, entre otros que regulan el recambio de proteínas (Navarro 

et al., 2004). La flg22 también induce la producción de ERO en pocos minutos, como parte de la 

cascada de señalización de la PTI (Torres and Dangl, 2005). En este trabajo, mostramos que el 

glucano β-(1,2) cíclico reduce la inducción de los genes WRKY22, WRKY33, MPK3 y BIK1, todos 

inducidos por flg22 a muy cortos tiempos luego de la inducción, lo que indica que esta molécula 

es capaz de interferir con los componentes tempranos de la cascada de señalización de la PTI y 

que su acción está involucrada desde el inicio de la respuesta de defensa. La inhibición rápida 

llevada a cabo por el glucano β-(1,2) cíclico, sobre la producción de ERO inducida por flg22 

añade evidencia acerca del rol del glucano β-(1,2) cíclico en la respuesta temprana de defensa. La 

glicosilación, como modificaciones post-traduccionales, puede ser utilizada por los patógenos 

para enmascarar sus propios MAMPs, como la glicosilación de la flagelina en la bacteria 

Acidovorax avenae. Estas modificaciones post-traduccionales inhiben la producción de ERO y la 

expresión de genes de defensa (Hirai et al., 2011). De modo interesante, en un trabajo previo fue 

reportado que la producción de ERO inducida por flg22 era suprimida por xantano, de un modo 

dependiente de la concentración, con una completa inhibición a una concentración de 5 mg/ml 

(Aslam et al., 2008). Basada en la evidencia provista en este trabajo, es probable que el glucano β-

(1,2) cíclico afecte otras respuestas tempranas de la defensa como fosforilación de algunas 

proteínas como MAPKs, etc.  

4.2.b. La acción del glucano β-(1,2) cíclico requiere dos proteínas con dominios LysM en 

plantas de A. thaliana 

Dada la supresión que los factores NOD causan sobre la producción de ERO inducida por flg22, 

cuya percepción requiere de la proteína LYK3 (Liang et al., 2013), nos preguntamos si el glucano 

β-(1,2) cíclico podría requerir para ejercer su acción de los elementos genéticos involucrados en 

la percepción o señalización de los factores NOD, llamados receptores con dominios LysM, o 

proteínas LYK. Estos receptores en A. thaliana están caracterizados por la presencia de uno o más 
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motivos ricos en lisina en su dominio extracelular (Zhang et al., 2007). Las proteínas con 

dominios LysM no están presentes únicamente 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 infección muestra que, a diferencia de lo que ocurre en plantas 

silvestres Col y las mutantes lyk1 y lyk2, el glucano β-(1,2) cíclico de Xcc no es capaz de inhibir la 

inmunidad de las mutantes lyk3 y lyk4, las cuales son más resistentes a la invasión bacteriana. 

Esta evidencia nos llevó a examinar el rol de estas proteínas LYK en la supresión ejercida por el 

glucano β-(1,2) cíclico en la producción de ERO inducida por flg22. Mostramos que, en plantas 

defectivas en las proteínas LYK3 y LYK4, pero no en LYK1 y LYK2, el glucano no suprime la 

producción de ERO inducida por flg22. Todos juntos, estos resultados sugieren que LYK3 y 

LYK4 estarían involucradas en el mecanismo de acción del glucano β-(1,2) cíclico, ya sea en la 

percepción del mismo o como parte en la cascada de señalización. De modo interesante y como 

antes mencionamos, los factores NOD de nodulación, los cuales son moléculas señal en el 

establecimiento de la simbiosis Rhizobium-legumbres, fueron reportados como supresores de la 

producción de ERO inducida por flg22 en plantas de A. thaliana Col, lyk1, lyk2 y lyk4 pero estos 

compuestos no consiguieron ejercer su acción supresora en la mutante lyk3 (Liang et al., 2013), 

sugiriendo que la proteína LYK3 es requerida por los factores NOD para la supresión de la 

inmunidad inducida por MAMPs. Así, el glucano β-(1,2) cíclico y los factores NOD comparten 

algunas características similares, no solo por su naturaleza sacarídica parcial, sino también por 

rol supresor de la producción de ERO inducida por flg22. Se ha descripto que el glucano β-(1,2) 

cíclico de B. abortus, la bacteria patógena causante de la brucelosis en animales, desempeña un 

rol clave como supresor en el primer paso de la invasión, interactuando con los lipid rafts de la 

célula hospedadora y permitiendo la posterior colonización (Arellano-Reynoso et al., 2005). Sin 

embargo, el glucano β-(1,2) cíclico de B. abortus también ha sido descripto como un inductor de 

la respuesta inmune en células dendríticas animales (Martirosyan et al., 2012). Sería muy 

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

Más allá de las características comunes, los glucanos muestran una enorme diversidad 

estructural y funcional. El glucano β-1,3 lineal, laminarina, derivado del alga marrón Laminaria 

digitata, fue descripto, contrariamente al glucano β-(1,2) cíclico, 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 está formada por un glucano β-1,3 lineal y 

por quitina, MAMPs que inducen la respuesta de defensa en plantas de arroz. Este patógeno, a 

su vez, sintetiza un glucano α-1,3 lineal, el cual es crucial para una eficiente infección del hongo 

a través del enmascaramiento de la quitina y el glucano β-1,3 lineal, protegiéndolos de la 

degradación y permitiendo que el hongo evada exitosamente la activación de la defensa vegetal 

(Fujikawa et al., 2012). Sin embargo, una cepa de Rhizoctonia produce un glucano α-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 β-(1,2) cíclico es capaz de unirse con relativa afinidad a membranas de A. 

thaliana 

Para profundizar en el mecanismo de acción del glucano β-(1,2) cíclico, investigamos si dicho 

compuesto podría ser percibido por un posible receptor de A. thaliana. Los glucano cíclicos de B. 

japonicum son capaces de unirse a membranas de soja de modo específico (Bhagwat et al., 1999). 

Encontramos que glucano β-(1,2) cíclico de Xcc exhibe una unión rápida, específica y saturable a 

membranas de A. thaliana, alcanzando un plateau dentro de los 20 minutos, sugiriendo que 

existiría un receptor de membrana para este compuesto. Más aún, la curva de ajuste para la 

unión ligando-receptor del glucano β-(1,2) cíclico arrojó un valor de constante de disociación de 

Kd 2,397 μM. Esta Kd es al menos un orden de magnitud mayor que las típicas Kd de ligandos 

proteicos, como el Ef-Tu (Zipfel et al., 2006). La comparación de este valor con la menor de 

concentración de glucano β-(1,2) cíclico requerida para observar un efecto supresor a nivel 

sistémico (Rigano et al., 2007a), 30μg/ml o ~10 μM, indica que la afinidad del glucano β-(1,2) 

cíclico por un potencial receptor de superficie no es tan alta pero dicho valor es inferior al valor 

de glucano β-(1,2) cíclico utilizado en los ensayos. En el ensayo de desplazamiento, observamos 

que el glucano [14C] β-(1,2) cíclico puede ser desplazado por glucano β-(1,2) cíclico no radiactivo, 

alcanzando el 50% de desplazamiento a una concentración de 7 μM. Este valor acuerda con el 

valor de Kd, en el orden de magnitud, ambas por debajo de la concentración de glucano β-(1,2) 

cíclico requerida para ver un efecto supresor sistémico. También este valor está en concordancia 
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con los resultados de los ensayos de desplazamiento en ensayos de unión realizados con 

glucanos cíclicos de B. japonicum y membranas de soja, en los cuales el 50% de desplazamiento 

es alcanzado a una concentración de 10 μM (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 Kd para la unión entre el EPS y 

el ectodominio de EPR3 fue de 2,1 μM (Kawaharada et al., 2015), valor en concordancia con 

nuestros resultados. En resumen, este trabajo muestra que el glucano β-(1,2) cíclico de Xcc 

suprime la inmunidad de la planta afectando las respuestas montadas por la PTI inducidas por 

flg22 y, posiblemente, por otros MAMPs. Este efecto es alcanzado a través de la supresión de 

eventos tempranos y tardíos inducidos por este MAMP. El glucano β-(1,2) cíclico de Xcc impide 

la expresión de factores de transcripción de la familia WRYK, genes como MPK3, BIK1 y, 

tardíamente, PR1. El glucano β-(1,2) cíclico también interfiere con el estallido oxidativo inducido 

por flg22, inhibe la deposición de calosa y, para este objetivo, requiere de componentes de 

señalización 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 β-(1,2) cíclico ejerza 

su efecto supresor a través de la unión a un potencial receptor de superficie, cuya identidad 

molecular es materia de estudios futuros. Dado que los estudios de dispersión de rayos X han 

demostrado la unión intermolecular entre dominios LysM y quitohexosa (Wong et al., 2015), 

sería razonable especular que el glucano β-(1,2) cíclico de Xcc pudiera ser sensado por este tipo 

de proteínas 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 

adhesión y formación de biofilm de Xcc 

El xantano es el mayor exopolisacárido producido por Xcc y posee un rol muy importante en la 

virulencia de esta bacteria, disminuyendo la deposición de calosa (Yun et al., 2006), a través del 

secuestro de cationes Ca2+ (Aslam et al., 2008). Se sabe que los grupos cetal piruvato de las 

manosas externas del xantano los principales responsables de la quelación de cationes (Aslam et 

al., 2008; Bergmann et al., 2008) y no los grupos carboxilo del ácido glucorónico. Sin embargo, 
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poco se sabía acerca de qué parte de la molécula del xantano es crítica o indispensable para la 

correcta formación de biofilm. Tampoco se conocía si los grupos sustituyentes tenían un rol en la 

formación de dichas organizaciones bacterianas. En este trabajo, hemos podido avanzar en el 

conocimiento de cómo los grupos acetilos y piruvato afectan en distinto grado la adhesión y 

formación de biofilm sobre supeficies abióticas. 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 hidrógeno o hidrofóbicas con el backbone de celulosa. Esto confiere al EPS 

carente de grupos acetilos mayor flexibilidad y radio hidrodinámico. Por ello, el biofilm 

resultante tiene menor organización interna, con canales de agua difusos o nulos. La ausencia de 

acetilación en las manosas externas no tiene un efecto tan drástico en el biofilm resultante; eso 

puede deberse a que el porcentaje de acetilación de las manosas externas en general es mucho 

menor al grado de acetilación de las manosas internas, de modo que esto no afectaría 

dramáticamente su estructura, que aún 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 más 

ordenadas, compactas y rígidas, y menos cargadas negativamente. La estructura de este EPS 

evidentemente repercute drásticamente en la adhesión y formación 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 

formación de biofilm y las modificaciones más drásticas 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 formación de biofilm afecta aspectos de la vida de la bacteria no sólo en su vida libre o 

epifítica sino cuando ya se encuentra en el interior de la planta. Asi fue reportado en plantas de 

limón, en las cuales se observó la formación 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 crítica pueda ser la estructura del xantano en la 

virulencia de la bacteria. En el presente trabajo quisimos abordar el estudio de la relación entre 
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la estructura y la función 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 más afectadas en el crecimiento endofítico, lo que se ve muy claramente en los síntomas de la 

enfermedad. La sustitución de las manosas acetiladas no parece ser clave en la patogenicidad de 

la bacteria, más allá 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 función del xantano como supresor de la 

respuesta inmune no se ve afectada significativamente por la falta de acetilación 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 patrón se corresponde con la habilidad de estos 

EPS de suprimir la deposición de calosa en plántulas de A. thaliana. Los EPS incapaces de 

suprimir la deposición de calosa inducida por flg22 son aquellos que no poseen los grupos cetal 

piruvato ni la manosa externa completa. Es así como queda demostrado que la estructura del 

xantano cumple un rol muy importante en la virulencia de la bacteria y en su colonización 

endofítica, lo que la hará más o menos ventajosa en su lucha por proliferar. Es importante 

destacar que, hasta la actualidad, poco se conoce acerca de cómo es sensado el xantano en la 

planta, cómo 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 percepción 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 cómo los 

carbohidratos sintetizados por las bacterias y que funcionan como factores de virulencia son 

reconocidos por las plantas y evaden la respuesta inmune. Esta temática es por demás 

interesante para poder arbitrar en el futuro estrategias de control más eficientes contra Xcc y X. 

citri. 
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS  
 

Este trabajo de tesis tuvo por objetivo realizar una contribución en el conocimiento de los 

mecanismos a través de los cuales moléculas sintetizadas por Xcc, y también por Pst, actúan 

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 purificación del Xcc FV así como también 

pudimos conocer en mayor profundidad el mecanismo de acción de este compuesto y de la 

coronatina, encontrando que estas toxinas son capaces de inhibir, a nivel estomático, la 

producción 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 vía natural de 

ingreso de bacterias patógenas aunque también beneficiosas. Como estrategia de control, sería 

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 búsqueda de variantes naturales de las plantas de interés que tengan 

menor sensibilidad a MAMPs en estomas pero que exhiban normal percepción de los mismos en 

el resto de la planta. La otra posibilidad sería desarrollar plantas afectadas en el receptor COI1 

sólo 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 β-(1,2) cíclico de Xcc 

en la inmunidad inducida por flg22 y hallamos que este compuesto actúa como un supresor de 

la respuesta inmune inducida por este MAMP, disminuyendo la producción de ERO, la 

expresión de genes tempranos y tardíos de la defensa, inhibiendo la deposición de calosa y que 

su acción como supresor requiere de dos proteínas de  A. thaliana, LYK3 y LYK4, las cuales 

podrían estar involucradas en la percepción o señalización de este compuesto. Finalmente, 

pudimos demostrar que el glucano β-(1,2) cíclico es capaz de unirse de modo saturable, 

reversible y específico a membranas de  A. thaliana, apoyando la hipótesis de que existan 

receptores de azúcares que unan este tipo de moléculas. 
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En la tercer parte de este trabajo, estudiamos cómo la estructura del EPS más abundante de Xcc 

afecta la arquitectura del biofilm que forma la bacteria, su adhesión a superficies abióticas, su 

virulencia durante el proceso infectivo y su capacidad para inhibir la deposición de calosa. 

Encontramos que los cambios más drásticos 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 pentasacárido típico de este EPS.  

En relación a los polisacáridos producidos por Xcc, xantano y glucano β-(1,2) cíclico, resulta 

muy interesante continuar explorando el campo molecular de la percepción de estos azúcares 

por parte de putativos receptores en plantas, ya que hoy en día la evidencia publicada a este 

respecto, parece apoyar esta hipótesis, poniendo a los azúcares como actores de relevancia en la 

interacción planta-patógeno. Otro aspecto interesante a explorar, como posibles herramientas 

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

que degraden específicamente a estos polisacáridos (en el caso del xantano han sido descriptas 

liasas (Hashimoto et al., 1998; Ruijssenaars et al., 1999) pero en el caso del glucano β-(1,2) cíclico 

no hay casi antecedentes (Patente Kitahara (1990) N° JP02049583) y así 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 análisis evolutivo de la Sección 3.1. g. 

Los asteriscos indican los ecotipos ensayados experimentalmente. 

Ecotipo Ecotipo Ecotipo Ecotipo 
C24 Bil Sp-0 Wkse6 
Cats69937 Br-0 Sparta1 Udul6390 
CIBC5 ESP1119908 Sprr12 Ulies1 
Cyr88 Eden1 Spro1 Ulla1 
Can-0 Eden7 Spro3 Ullapool8 
Castelfeld421 Edi-0 Sr3 Uod2 
Chaba29624 En-2 Star8 Uod7 
Col-0 * Epidauros Stara1 Ved10 
Cvi-0 * Hap139786 Staro1 Vaar1 
Dr-0 HosB9800 Ste2 Vash1 
BRE149919 Had2 Ste3 WAR7477 
Bak2 Haes198791 Ste4 WestKar4 
Basta1 Hag2 Stilo1 Wil2 
Bor4 MNFChe21925 Sus1 Wu-0 
Bur-0 * Mv-0 * T1000 An1 
ENC219907 MARCE19655 T1070 Yeg2 
Eden-1 Mitterberg218 T1090 Yeg7 
Erg26 Demoe21 T110 Xan1 
Filet-1 Orast19741 T470 Zupan-1 
Fondi-1 Ove T480 Grivo 
Geo  Qui-0 T530 Gol2 
Geg14 Rak2 T570 Groen14 
Hsm Rakit1 T790 Pber-0 
Hel3 Rd0 T800 Had2 
Hov17 Rhen1 T990 Bro 
Hov41 Rio TAA04 Kondara * 
ICE102 SAUL249918 TAA18 Kas-2* 
ICE104 SLSP31 TB001  
ICE152 Sakata Tdr13  
ICE36 San2 Tdr2  
ICE60 Sanna2 TEDEN03  
ICE75 * Sap-0 TFAE07  
ICE92 Schip1 Tom6  
PBER0 Set1 Tom7  
ARR179927 Sever1 Trae1  
Aa0 Sf1 TV30  
Aedal3 Sg1 Tamm27  
Basta Sio Teiu2  
Benk1 Sha Try4  
Berg1 Sim1 Tomegap2  
Bg2 Smolj1 Uksek6  
Bijisk4 Sorbo Tub2  



124 

 

 

ANEXO II. Secuencias nucleotídicas de COI1 (región codificante y promotor) en las siete variantes 

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

Bu r0        1  GG TG CCT AAC AT CAA AGG TT GTC AG GTC CCA TC TCC TG ATT CAT CA TCA TCT TC TGG CT T 

Co l        1  GG TG CCT AAC AT CAA AGG TT GTC AG GTC CCA TC TCC TG ATT CAT CA TCA TCT TC TGG CT T 

Cv i        1  GG TG CCT AAC AT CAA AGG TT GTC AG GTC CCA TC TCC TG ATT CAT CA TCA TCT TC TGG CT T 

IC E- 75     1  GG TG CCT AAC AT CAA AGG TT GTC AG GTC CCA TC TCC TG ATT CAT CA TCA TCT TC TGG CT T 

Ka s2        1  GG TG CCT AAC AT CAA AGG TT GTC AG GTC CCA TC TCC TG ATT CAT CA TCA TCT TC TGG CT T 

Ko nd ara     1  GG TG CCT AAC AT CAA AGG TT GTC AG GTC CCA TC TCC TG ATT CAT CA TCA TCT TC TGG CT T 

Mv -0        1  GG TG CCT AAC AT CAA AGG TT GTC AG GTC CCA TC TCC TG ATT CAT CA TCA TCT TC TGG CT T 

 

 

Bu r0       61  TT CT GAA ACA GC TGA TTC CT CCT CG AGT GTA TC ATC AA AAT CTC TT AGA GCA CG CCA CG G 

Co l       61  TT CT GAA ACA GC TGA TTC CT CCT CG AGT GCA TC ATC AA AAT CTC TT AGA GCA CG CCA CT G 

Cv i       61  TT CT GAA ACA GC TGA TTC CT CCT CG AGT GCA TC ATC AA AAT CTC TT AGA GCA CG CCA CG G 

IC E- 75    61  TT CT GAA ACA GC TGA TTC CT CCT CG AGT GCA TC ATC AA AAT CTC TT AGA GCA CG CCA CT G 

Ka s2       61  TT CT GAA ACA GC TGA TTC CT CCT CG AGT GCA TC ATC AA AAT CTC TT AGA GCA CG CCA CG G 

Ko nd ara    61  TT CT GAA ACA GC TGA TTC CT CCT CG AGT GCA TC ATC AA AAT CTC TT AGA GCA CG CCA CT G 

Mv -0       61  TT CT GAA ACA GC TGA TTC CT CCT CG AGT GTA TC ATC AA AAT CTC TT AGA GCA CG CCA CG G 

 

 

Bu r0      1 21  TG GG ACT CAA CA GAC AAA GA CCC AA GGA AGC CT CAG CC CTA GAG CA AGC TCC TT CAA AG A 

Co l      1 21  TG GG ACT CAA CA GAC AAA GA CCC AA GGA AGC CT CAG CC CTA GAG CA AGC TCC TT CAA AG A 

Cv i      1 21  TG GG ACT CAA CA GAC AAA GA CCC AA GGA AGC CT CAG CC CTA GAG CA AGC TCC TT CAA AG A 

IC E- 75   1 21  TG GG ACT CAA CA GAC AAA GA CCC AA GGA AGC CT CAG CC CTA GAG CA AGC TCC TT CAA AG A 

Ka s2      1 21  TG GG ACT CAA CA GAC AAA GA CCC AA GGA AGC CT CAG CC CTA GAG CA AGC TCC TT CAA AG A 

Ko nd ara   1 21  TG GG ACT CAA CA GAC AAA GA CCC AA GGA AGC CT CAG CC CTA GAG CA AGC TCC TT CAA AG A 

Mv -0      1 21  TG GG ACT CAA CA GAC AAA GA CCC AA GGA AGC CT CAG CC CTA GAG CA AGC TCC TT CAA AG A 

 

 

Bu r0      1 81  AA AC ACA CTG AG AAA TGC TT CTC TA CGT ATC TC CTC TA GAG ATA AA TCA AAG GG ACA CA G 

Co l      1 81  AA AC ACA CTG AG AAA TGC TT CTC TA CGT ATC TC CTC TA GAG ATA AA TCA AAG GG ACA CA G 

Cv i      1 81  AA AC ACA CTG AG AAA TGC TT CTC TA CGT ATC TC CTC TA GAG ATA AA TCA AAG GG ACA CA G 

IC E- 75   1 81  AA AC ACA CTG AG AAA TGC TT CTC TA CGT ATC TC CTC TA GAG ATA AA TCA AAG GG ACA CA G 

Ka s2      1 81  AA AC ACA CTG AG AAA TGC TT CTC TA CGT ATC TC CTC TA GAG ATA AA TCA AAG GG ACA CA G 

Ko nd ara   1 81  AA AC ACA CTG AG AAA TGC TT CTC TA CGT ATC TC CTC TA GAG ATA AA TCA AAG GG ACA CA G 

Mv -0      1 81  AA AC ACA CTG AG AAA TGC TT CTC TA CGT ATC TC CTC TA GAG ATA AA TCA AAG GG ACA CA G 

 

 

Bu r0      2 41  TG AA GGC CAT TT CTC AAT CT TTG AT AAT TCA TC CAT TA CCT CTA TC CCC ACC AA TGT AG A 

Co l      2 41  TG AA GGC CAT TT CTC AAT CT TTG AT AAT TCA TC CAT TA CCT CTA TC CCC ACC AA TGT AG A 

Cv i      2 41  TG AA GGC CAT TT CTC AAT CT TTG AT AAT TCA TC CAT TA CCT CTA TC CCC ACC AA TGT AG A 

IC E- 75   2 41  TG AA GGC CAT TT CTC AAT CT TTG AT AAT TCA TC CAT TA CCT CTA TC CCC ACC AA TGT AG A 

Ka s2      2 41  TG AA GGC CAT TT CTC AAT CT TTG AT AAT TCA TC CAT TA CCT CTA TC CCC ACC AA TGT AG A 

Ko nd ara   2 41  TG AA GGC CAT TT CTC AAT CT TTG AT AAT TCA TC CAT TA CCT CTA TC CCC ACC AA TGT AG A 

Mv -0      2 41  TG AA GGC CAT TT CTC AAT CT TTG AT AAT TCA TC CAT TA CCT CTA TC CCC ACC AA TGT AG A 

 

 

Bu r0      3 01  GG GT TTT ATC CA GTC AGA AG GAG AA GTT GAA GA AGC TA CTG AGA AT TAT AAT GG AAT CA G 

Co l      3 01  GG GT TTT ATC CA GTC AGA AG GAG AA GTT GAA GA AGC TA CTG AGA AT TAT AAT GG AAT CA G 

Cv i      3 01  GG GT TTT ATC CA GTC AGA AG GAG AA GTT GAA GA AGC TA CTG AGA AT TAT AAT GG AAT CA G 

IC E- 75   3 01  GG GT TTT ATC CA GTC AGA AG GAG AA GTT GAA GA AGC TA CTG AGA AT TAT AAT GG AAT CA G 

Ka s2      3 01  GG GT TTT ATC CA GTC AGA AG GAG AA GTT GAA GA AGC TA CTG AGA AT TAT AAT GG AAT CA G 

Ko nd ara   3 01  GG GT TTT ATC CA GTC AGA AG GAG AA GTT GAA GA AGC TA CTG AGA AT TAT AAT GG AAT CA G 

Mv -0      3 01  GG GT TTT ATC CA GTC AGA AG GAG AA GTT GAA GA AGC TA CTG AGA AT TAT AAT GG AAT CA G 

 

 

Bu r0      3 61  AC AA ATT ATT GC TTT TGA AG AAG CA GAG TCA AC ACC AA GTA CAA TG ACC GGA CC TCC CC C 

Co l      3 61  AC AA ATT ATT GC TTT TGA AG AAG CA GAG TCA AC ACC AA GTA CAA TG ACC GGA CC TCC CC C 

Cv i      3 61  AC AA ATT ATT GC TTT TGA AG AAG CA GAG TCA AC ACC AA GTA CAA TG ACC GGA CC TCC CC C 

IC E- 75   3 61  AC AA ATT ATT GC TTT TGA AG AAG CA GAG TCA AC ACC AA GTA CAA TG ACC GGA CC TCC CC C 

Ka s2      3 61  AC AA ATT ATT GC TTT TGA AG AAG CA GAG TCA AC ACC AA GTA CAA TG ACC GGA CC TCC CC C 

Ko nd ara   3 61  AC AA ATT ATT GC TTT TGA AG AAG CA GAG TCA AC ACC AA GTA CAA TG ACC GGA CC TCC CC C 

Mv -0      3 61  AC AA ATT ATT GC TTT TGA AG AAG CA GAG TCA AC ACC AA GTA CAA TG ACC GGA CC TCC CC C 

 

 

Bu r0      4 21  AT TT CCT TTG AA GAT GGG TC CAC CA GTC TTT TC TCC TT ATT ATT GC TGG TGC CC TCC AA C 

Co l      4 21  AT TT CCT TTG AA GAT GGG TC CAC CA GTC TTT TC TCC TT ATT ATT GC TGG TGC CC TCC AA C 

Cv i      4 21  AT TT CCT TTG AA GAT GGG TC CAC CA GTC TTT TC TCC TT ATT ATT GC TGG TGC CC TCC AA C 

IC E- 75   4 21  AT TT CCT TTG AA GAT GGG TC CAC CA GTC TTT TC TCC TT ATT ATT GC TGG TGC CC TCC AA C 

Ka s2      4 21  AT TT CCT TTG AA GAT GGG TC CAC CA GTC TTT TC TCC TT ATT ATT GC TGG TGC CC TCC AA C 

Ko nd ara   4 21  AT TT CCT TTG AA GAT GGG TC CAC CA GTC TTT TC TCC TT ATT ATT GC TGG TGC CC TCC AA C 

Mv -0      4 21  AT TT CCT TTG AA GAT GGG TC CAC CA GTC TTT TC TCC TT ATT ATT GC TGG TGC CC TCC AA C  
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Bur0     481 CACTTCATCGCTTCACGCACCATCTGCCTCTTATCAGTTCCCTCCACTATCCATTGAGCT 

Col      481 CACTTCATCGCTTCACGCACCATCTGCCTCTTATCAGTTCCCTCCACTATCCATTGAGCT 

Cvi      481 CACTTCATCGCTTCACGCACCATCTGCCTCTTATCAGTTCCCTCCACTATCCATTGAGCT 

ICE-75   481 CACTTCATCGCTTCACGCACCATCTGCCTCTTATCAGTTCCCTCCACTATCCATTGAGCT 

Kas2     481 CACTTCATCGCTTCACGCACCATCTGCCTCTTATCAGTTCCCTCCACTATCCATTGAGCT 

Kondara  481 CACTTCATCGCTTCACGCACCATCTGCCTCTTATCAGTTCCCTCCACTATCCATTGAGCT 

Mv-0     481 CACTTCATCGCTTCACGCACCATCTGCCTCTTATCAGTTCCCTCCACTATCCATTGAGCT 

 

 

Bur0     541 ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGATCAGATGGATTCTTGAT 

Col      541 ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGATCAGATGGATTCTTGAT 

Cvi      541 ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGATCAGATGGATTCTTGAT 

ICE-75   541 ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGATCAGATGGATTCTTGAT 

Kas2     541 ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGATCAGATGGATTCTTGAT 

Kondara  541 ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGATCAGATGGATTCTTGAT 

Mv-0     541 ACCTTCCCTTCCGCCACTTTCCTCCTTATTACCAGCATCGGGATCAGATGGATTCTTGAT 

 

 

Bur0     601 CCCGTCATCACCGCTCGATCTCTCTGACATCCCTCCATTACCATTAGTCCACCACATACC 

Col      601 CCCGTCATCACCGCTCGATCTCTCTGACATCCCTCCATTACCATTAGTCCACCACATACC 

Cvi      601 CCCGTCATCACCGCTCGATCTCTCTGACATCCCTCCATTACCATTAGTCCACCACATACC 

ICE-75   601 CCCGTCATCACCGCTCGATCTCTCTGACATCCCTCCATTACCATTAGTCCACCACATACC 

Kas2     601 CCCGTCATCACCGCTCGATCTCTCTGACATCCCTCCATTACCATTAGTCCACCACATACC 

Kondara  601 CCCGTCATCACCGCTCGATCTCTCTGACATCCCTCCATTACCATTAGTCCACCACATACC 

Mv-0     601 CCCGTCATCACCGCTCGATCTCTCTGACATCCCTCCATTACCATTAGTCCACCACATACC 

 

 

Bur0     661 CATTCCAGGCTCATCATCATCATCATCCCAGCAACAGATGATGATTCCTATAATGTGCGA 

Col      661 CATTCCAGGCTCATCATCATCATCATCCCAGCAACAGATGATGATTCCTATAATGTGCGA 

Cvi      661 CATTCCAGGCTCATCATCATCATCATCCCAGCAACAGATGATGATTCCTATAATGTGCGA 

ICE-75   661 CATTCCAGGCTCATCATCATCATCATCCCAGCAACAGATGATGATTCCTATAATGTGCGA 

Kas2     661 CATTCCAGGCTCATCATCATCATCATCCCAGCAACAGATGATGATTCCTATAATGTGCGA 

Kondara  661 CATTCCAGGCTCATCATCATCATCATCCCAGCAACAGATGATGATTCCTATAATGTGCGA 

Mv-0     661 CATTCCAGGCTCATCATCATCATCATCCCAGCAACAGATGATGATTCCTATAATGTGCGA 

 

 

Bur0     721 CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAGCTATCTGGTAAG 

Col      721 CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAGCTATCTGGTAAG 

Cvi      721 CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAGCTATCTGGTAAG 

ICE-75   721 CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAGCTATCTGGTAAG 

Kas2     721 CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAGCTATCTGGTAAG 

Kondara  721 CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAGCTATCTGGTAAG 

Mv-0     721 CCCTATTGTTCATATTCCAGTTATCGATATCTTCTCTTCAGGTCAAAGCTATCTGGTAAG 

 

 

Bur0     781 CGCTGGACCCACCGGGATAATATCCACGGGCATCCCTCCGCTCCCAGTGGAGAATGATTC 

Col      781 CGCTGGACCCACCGGGATAATATCCACGGGCATCCCTCCGCTCCCAGTGGAGAATGATTC 

Cvi      781 CGCTGGACCCACCGGGATAATATCCACGGGCATCCCTCCGCTCCCAGTGGAGAATGATTC 

ICE-75   781 CGCTGGACCCACCGGGATAATATCCACGGGCATCCCTCCGCTCCCAGTGGAGAATGATTC 

Kas2     781 CGCTGGACCCACCGGGATAATATCCACGGGCATCCCTCCGCTCCCAGTGGAGAATGATTC 

Kondara  781 CGCTGGACCCACCGGGATAATATCCACGGGCATCCCTCCGCTCCCAGTGGAGAATGATTC 

Mv-0     781 CGCTGGACCCACCGGGATAATATCCACGGGCATCCCTCCGCTCCCAGTGGAGAATGATTC 

 

 

Bur0     841 ACTGGTCGAGAAAGGTGCAAGAGAAACACTACGATTGCTCATAAGCGGAGCCAATGCAAC 

Col      841 GCTGGTCGAGAAAGGTGCAAGAGAAACACTACGATTGCTCATAAGCGGAGCCAATGCAAC 

Cvi      841 GCTGGTCGAGAAAGGTGCAAGAGAAACACTACGATTGCTCATAAGCGGAGCCAATGCAAC 

ICE-75   841 GCTGGTCGAGAAAGGTGCAAGAGAAACACTACGATTGCTCATAAGCGGAGCCAATGCAAC 

Kas2     841 GCTGGTCGAGAAAGGTGCAAGAGAAACACTACGATTGCTCATAAGCGGAGCCAATGCAAC 

Kondara  841 GCTGGTCGAGAAAGGTGCAAGAGAAACACTACGATTGCTCATAAGCGGAGCCAATGCAAC 

Mv-0     841 ACTGGTCGAGAAAGGTGCAAGAGAAACACTACGATTGCTCATAAGCGGAGCCAATGCAAC 

 

 

Bur0     901 AACATCTACACCTTTGAACCATCATGGAAGCAGAGGTCTATACAGTGTGAGCCGGGATGT 

Col      901 AACATCTACACCTTTGAACCATCATGGAAGCAGAGGTCTATACAGTGTGAGCCGGGATGT 

Cvi      901 AACATCTACACCTTTGAACCATCATGGAAGCAGAGGTCTATACAGTGTGAGCCGGGATGT 

ICE-75   901 AACATCTACACCTTTGAACCATCATGGAAGCAGAGGTCTATACAGTGTGAGCCGGGATGT 

Kas2     901 AACATCTACACCTTTGAACCATCATGGAAGCAGAGGTCTATACAGTGTGAGCCGGGATGT  
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Bur0     961 GAGTGGTGTGAGCTTGTTTGCACCTATTGGGCTGCAACAACCGAGTTCAGTTGAGGGAGG 

Col      961 GAGTGGTGTGAGCTTGTTTGCACCTATTGGGTTGCAACAACCGAGTTCAGTTGAGGGAGG 

Cvi      961 GAGTGGTGTGAGCTTGTTTGCACCTATTGGGCTGCAACAACCGAGTTCAGTTGAGGGAGG 

ICE-75   961 GAGTGGTGTGAGCTTGTTTGCACCTATTGGGCTGCAACAACCGAGTTCAGTTGAGGGAGG 

Kas2     961 GAGTGGTGTGAGCTTGTTTGCACCTATTGGGCTGCAACAACCGAGTTCAGTTGAGGGAGG 

Kondara  961 GAGTGGTGTGAGCTTGTTTGCACCTATTGGGCTGCAACAACCGAGTTCAGTTGAGGGAGG 

Mv-0     961 GAGTGGTGTGAGCTTGTTTGCACCTATTGGGCTGCAACAACCGAGTTCAGTTGAGGGAGG 

 

 

Bur0    1021 AGATGGTGGTGGTGAGAGTGTGAGCTCAAGCGAAGCAGTGCCTGCGCCTCCCAGAGAGAC 

Col     1021 AGATGGTGGTGGTGAGAGTGTGAGCTCAAGCGAAGCAGTGCCTGCGCCTCCCAGAGAGAC 

Cvi     1021 AGATGGTGGTGGTGAGAGTGTGAGCTCAAGCGAAGCAGTGCCTGCGCCTCCCAGAGAGAC 

ICE-75  1021 AGATGGTGGTGGTGAGAGTGTGAGCTCAAGCGAAGCAGTGCCTGCGCCTCCCAGAGAGAC 

Kas2    1021 AGATGGTGGTGGTGAGAGTGTGAGCTCAAGCGAAGCAGTGCCTGCGCCTCCCAGAGAGAC 

Kondara 1021 AGATGGTGGTGGTGAGAGTGTGAGCTCAAGCGAAGCAGTGCCTGCGCCTCCCAGAGAGAC 

Mv-0    1021 AGATGGTGGTGGTGAGAGTGTGAGCTCAAGCGAAGCAGTGCCTGCGCCTCCCAGAGAGAC 

 

 

Bur0    1081 TTCTGGTTAATTTTTTTGGTTCTTTGTAAGTGTGGTCCGAGTTAAGTGTATAGAAAACTC 

Col     1081 TTCTGGTTAATTTTTTTGGTTCTTTGTAAGTGTGGTCCGAGTTAAGTGTATAGAAAACTC 

Cvi     1081 TTCTGGTTAATTTTTTTGGTTCTTTGTAAGTGTGGTCCGAGTTAAGTGTATAGAAAACTC 

ICE-75  1081 TTCTGGTTAATTTTTTTGGTTCTTTGTAAGTGTGGTCCGAGTTAAGTGTATAGAAAACTC 

Kas2    1081 TTCTGGTTAATTTTTTTGGTTCTTTGTAAGTGTGGTCCGAGTTAAGTGTATAGAAAACTC 

Kondara 1081 TTCTGGTTAATTTTTTTGGTTCTTTGTAAGTGTGGTCCGAGTTAAGTGTATAGAAAACTC 

Mv-0    1081 TTCTGGTTAATTTTTTTGGTTCTTTGTAAGTGTGGTCCGAGTTAAGTGTATAGAAAACTC 

 

 

Bur0    1141 ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCAGCCCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG 

Col     1141 ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCAGCCCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG 

Cvi     1141 ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCAGCCCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG 

ICE-75  1141 ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCAGCCCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG 

Kas2    1141 ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCAGCCCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG 

Kondara 1141 ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCAGCCCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG 

Mv-0    1141 ATCTCTCGCCTAGTTTTTGGTTTTGTTCAGCCCAAGTCTTTTGGTTTCAGGTGTAATTAG 

 

 

Bur0    1201 TCGGTTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCGAGTTTCAAATGAAGCTA 

Col     1201 TCGGGTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCGAGTTTCAAATGAAGCTA 

Cvi     1201 TCGGGTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCGAGTTTCAAATGAAGCTA 

ICE-75  1201 TCGGGTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCGAGTTTCAAATGAAGCTA 

Kas2    1201 TCGGGTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCGAGTTTCAAATGAAGCTA 

Kondara 1201 TCGGGTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCGAGTTTCAAATGAAGCTA 

Mv-0    1201 TCGGTTTTTTTGTAGCTTGCTTATATTACCTTTGTTATTTCCGAGTTTCAAATGAAGCTA 

 

 

Bur0    1261 AGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTTTCTTTCATGGTTCCCT 

Col     1261 AGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTTTCTTTCATGGTTCCCT 

Cvi     1261 AGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTTTCTTTCATGGTTCCCT 

ICE-75  1261 AGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTTTCTTTCATGGTTCCCT 

Kas2    1261 AGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTTTCTTTCATGGTTCCCT 

Kondara 1261 AGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTTTCTTTCATGGTTCCCT 

Mv-0    1261 AGAAATACGATCATAATAAAAAAGTTCTTTTGCAGTATTCATTTTCTTTCATGGTTCCCT 

 

 

Bur0    1321 CCTTATTCATAGTCATTGTTGTTCTTTCTAATACTTTTCCTGAGCTTTTTTTTTCTATTG 

Col     1321 CCTTATTCATAGTCATTGTTGTTCTTTCTAATACTTTTCCTGAGCTTTTTTTTTCTATTG 

Cvi     1321 CCTTATTCATAGTCATTGTTGTTCTTTCTAATACTTTTCCTGAGCTTTTTTTTTCTATTG 

ICE-75  1321 CCTTATTCATAGTCATTGTTGTTCTTTCTAATACTTTTCCTGAGCTTTTTTTTTCTATTG 

Kas2    1321 CCTTATTCATAGTCATTGTTGTTCTTTCTAATACTTTTCCTGAGCTTTTTTTTTCTATTG 

Kondara 1321 CCTTATTCATAGTCATTGTTGTTCTTTCTAATACTTTTCCTGAGCTTTTTTTTTCTATTG 

Mv-0    1321 CCTTATTCATAGTCATTGTTGTTCTTTCTAATACTTTTCCTGAGCTTTTTTTTTCTATTG 

 

 

Bur0    1381 GAAAAACTTTTGTCACTGAAAGAAATTTCAATGTGATTGGTTCTTTTCGCAACTGTAATA 

Col     1381 GAAAAACTTTTGTCACTGAAAGAAATTTCAATGTGATTGGTTCTTTTCGCAACTGTAATA 

Cvi     1381 GAAAAACTTTTGTCACTGAAAGAAATTTCAATGTGATTGGTTCTTTTCGCAACTGTAATA 

ICE-75  1381 GAAAAACTTTTGTCACTGAAAGAAATTTCAATGTGATTGGTTCTTTTCGCAACTGTAATA 

Kas2    1381 GAAAAACTTTTGTCACTGAAAGAAATTTCAATGTGATTGGTTCTTTTCGCAACTGTAATA  
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Bur0    1441 AGCACTAAAAGTTAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATTTAATCCCA 

Col     1441 AGCACTAAAAGTTAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATTTAATCCCA 

Cvi     1441 AGCACTAAAAGTTAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATTTAATCCCA 

ICE-75  1441 AGCACTAAAAGTTAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATTTAATCCCA 

Kas2    1441 AGCACTAAAAGTTAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATTTAATCCCA 

Kondara 1441 AGCACTAAAAGTTAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATTTAATCCCA 

Mv-0    1441 AGCACTAAAAGTTAATAATTTGCTGCTTTTTAAGTCTTGTTGCTGAATGATTTAATCCCA 

 

 

Bur0    1501 AAGACGTTAAAAAAAAGTCATGTAAATAGTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT 

Col     1501 AAGACGTTAAAAAAAAGACATGTAAATAGTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT 

Cvi     1501 AAGACGTTAAAAAAAAGTCATGTAAATAGTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT 

ICE-75  1501 AAGACGTTAAAAAAAAGACATGTAAATAGTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT 

Kas2    1501 AAGACGTTAAAAAAAAGTCATGTAAATAGTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT 

Kondara 1501 AAGACGTTAAAAAAAAGACATGTAAATAGTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT 

Mv-0    1501 AAGACGTTAAAAAAAAGTCATGTAAATAGTCTTTGTTCCAAAAGTACCATTTTGAGCGCT 

 

 

Bur0    1561 TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTACCAAATAAACCTTGAAAATCATACATCATTA 

Col     1561 TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTACCAAATAAACCTTGAAAATCATACATCATTA 

Cvi     1561 TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTACCAAATAAACCTTGAAAATCATACATCATTA 

ICE-75  1561 TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTACCAAATAAACCTTGAAAATCATACATCATTA 

Kas2    1561 TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTACCAAATAAACCTTGAAAATCATACATCATTA 

Kondara 1561 TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTACCAAATAAACCTTGAAAATCATACATCATTA 

Mv-0    1561 TTCTTTCGACAATTGATGTTGAACTTGTACCAAATAAACCTTGAAAATCATACATCATTA 

 

 

Bur0    1621 AATGTAGTGTTTTGTTATATACTTATATTCATATGGTCCATAATATATAGTTAACCATAT 

Col     1621 AATGTAGTTTTTTGTTATATACTTATATTCATATGGTCCATAATATATAGTTAACCATAT 

Cvi     1621 AATGTAGTTTTTTGTTATATACTTATATTCATATGGTCCATAATATATAGTTAACCATAT 

ICE-75  1621 AATGTAGTTTTTTGTTATATACTT-----------------AATATATAGTTAACCATAT 

Kas2    1621 AATGTAGTGTTTTGTTATATACTTATATTCATATGGTCCATAATATATAGTTAACCATAT 

Kondara 1621 AATGTAGTTTTTTGTTATATACTTATATTCATATGGTCCATAATATATAGTTAACCATAT 

Mv-0    1621 AATGTAGTGTTTTGTTATATACTTATATTCATATGGTCCATAATATATAGTTAACCATAT 

 

 

Bur0    1681 TATGGACCATATAAATTCATGCAGTCAACAACTTTTT-TTTTCCTCATTAAAAGCTACTA 

Col     1681 TATGGACCATATAAATTCATGCAGTCAACAACTTTTT-TTTTCCTCATTAAAAGCTACTA 

Cvi     1681 TATGGACCATATAAATTCATGCAGTCAACAACTTTTT-TTTTCCTCATTAAAAGCTACTA 

ICE-75  1664 TATGGACCATATAAATTCATGCAGTCAACAACTTTTT-TTTTCCTCATTAAAAGCTACTA 

Kas2    1681 TATGGACCATATAAATTCATGCAGTCAACAACTTTTT-TTTTCCTCATTAAAAGCTACTA 

Kondara 1681 TATGGACCATATAAATTCATGCAGTCAACAACTTTTTTTTTTCCTCATTAAAAGCTACTA 

Mv-0    1681 TATGGACCATATAAATTCATGCAGTCAACAACTTTTT-TTTTCCTCATTAAAAGCTACTA 

 

 

Bur0    1740 ATACTGTAGAAAATTTTTATCCTACAAAAGAAAGGAGAATTATTGTATTTTTATTTTAAT 

Col     1740 ATACTGTAGAAAATTTTTATCTTACAAAAGAAAGGAGAATTATTGTATTTTTATTTTAAT 

Cvi     1740 ATACTGTAGAAAATTTTTATCCTACAAAAGAAAGGAGAATTATTGTATTTTTATTTTAAT 

ICE-75  1723 ATACTGTAG-----TTTTATCTTACAAAAGAAAGGAGAATTATTGTATTTTTATTTTAAT 

Kas2    1740 ATACTGTAGAAAATTTTTATCCTACAAAAGAAAGGAGAATTATTGTATTTTTATTTTAAT 

Kondara 1741 ATACTGTAGAAAATTTTTATCCTACAAAAGAAAGGAGAATTATTGTATTTTTATTTTAAT 

Mv-0    1740 ATACTGTAGAAAATTTTTATCCTACAAAAGAAAGGAGAATTATTGTATTTTTATTTTAAT 

 

 

Bur0    1800 CACATATAAAGCAACCAAAGATAACATATACTAGTATTTAGTATTTTTAAATTTTTTGCT 

Col     1800 CACATATAAAGCAACCAAAGATAACATATACTAGTATTTAGTATTTTTAAATTTTTTGCT 

Cvi     1800 CACATATAAAGCAACCAAAGATAACATATACTAGTATTTAGTATTTTTAAATTTTTTGCT 

ICE-75  1778 CACATATAAAGCAACCAAAGATAACATATACTAGTATTTAGTATTTTTAAATTTTTTGCT 

Kas2    1800 CACATATAAAGCAACCAAAGATAACATATACTAGTATTTAGTATTTTTAAATTTTTTGCT 

Kondara 1801 CACATATAAAGCAACCAAAGATAACATATACTAGTATTTAGTATTTTTATTTTTTTTGCT 

Mv-0    1800 CACATATAAAGCAACCAAAGATAACATATACTAGTATTTAGTATTTTTAAATTTTTTGCT 

 

 

Bur0    1860 TAGGATTCAGGTTATTAATACTCTATAAAGAAATAACTAAATCTATCCATCGAATAAATC 

Col     1860 TAGGATTCAGGTTATTAATACTCTATAAAGAAATAATTAAATCTATCCATCGAATAAATC 

Cvi     1860 TAGGATTCAGGTTATTAATACTCTATAAAGAAATAATTAAATCTATCCATCGAATAAATC 

ICE-75  1838 TAGGATTCAGGTTATTAATACTCTATAAAGAAATAATTAAATCTATCCATCGAATAAATC 

Kas2    1860 TAGGATTCAGGTTATTAATACTCTATAAAGAAATAACTAAATCTATCCATCGAATAAATC 

Kondara 1861 TAGGATTCAGGTTATTAATACTCTAGAAAGAAATAATTAAATCTATCCATCGAATAAATC 

Mv-0    1860 TAGGATTCAGGTTATTAATACTCTATAAAGAAATAACTAAATCTATCCATCGAATAAATC  
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Bur0    2880 CTACTTTGGCTCGATGCTTTTGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACTTTGACTAG 

Col     2880 CTACTTTGGCTCGATGCTTTTGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACTTTGACTAG 

Cvi     2880 CTACTTTGGCTCGATGCTTTTGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACTTTGACTAG 

ICE-75  2858 CTACTTTGGCTCGATGCTTTTGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACTTTGACTAG 

Kas2    2880 CTACTTTGGCTCGATGCTTTTGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACTTTGACTAG 

Kondara 2881 CTACTTTGGCTCGATGCTTTTGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACTTTGACTAG 

Mv-0    2880 CTACTTTGGCTCGATGCTTTTGAGGTTTAGCGACTCCTTATCATTTCCTACTTTGACTAG 

 

 

Bur0    2940 AACTCTAGATGCATTTGGCTCTTTTTAAAAAACTTAATAAGTCGTCGTTGTACAAAGAAC 

Col     2940 AACTCTAGATGCATTTGGCTCTTTTTAAAAAACTTAATAAGTCGTCGTTGTACAAAGAAC 

Cvi     2940 AACTCTAGATGCATTTGGCTCTTTTTAAAAAACTTAATAAGTCGTCGTTGTACAAAGAAC 

ICE-75  2918 AACTCTAGATGCATTTGGCTCTTTTTAGAAAACTTAATAAGTCGTCGTTGTACAAAGAAT 

Kas2    2940 AACTCTAGATGCATTTGGCTCTTTTTAAAAAACTTAATAAGTCGTCGTTGTACAAAGAAC 

Kondara 2941 AACTCTAGATGCATTTGGCTCTTTTTAGAAAACTTAATAAGTCGTCGTTGTACAAAGAAC 

Mv-0    2940 AACTCTAGATGCATTTGGCTCTTTTTAAAAAACTTAATAAGTCGTCGTTGTACAAAGAAC 

 

 

Bur0    3000 CATATCTTGAGTTTGTGTTTGTAAAGATTTGATCTTCTTTAGCTCAATTGGGTAAGTTGT 

Col     3000 CATATCTTGAGTTTGTGTTTGTAAAGATTTGATCTTCTTTAGCTCAATTGGGTAAGTTGT 

Cvi     3000 CATATCTTGAGTTTGTGTTTGTAAAGATTTGATCTTCTTTAGCTCAATTGGGTAAGTTGT 

ICE-75  2978 CATATCTTGAGTTTGTGTTTGTAAAGATTTGATCTTCTTTAGCTCAATTGGGTAAGTTGT 

Kas2    3000 CATATCTTGAGTTTGTGTTTGTAAAGATTTGATCTTCTTTAGCTCAATTGGGTAAGTTGT 

Kondara 3001 CATATCTTGAGTTTGTGTTTGTAAAGATTTGATCTTCTTTAGCTCAATTGGGTAAGTTGT 

Mv-0    3000 CATATCTTGAGTTTGTGTTTGTAAAGATTTGATCTTCTTTAGCTCAATTGGGTAAGTTGT 

 

 

Bur0    3060 AACTTTGGTGGATACTTTTTGTCCTTAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC 

Col     3060 AACTTTGGTGGATACTTTTTGTCCTTAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC 

Cvi     3060 AACTTTGGTGGATACTTTTTGTCCTTAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC 

ICE-75  3038 AACTTTGGTGGATACTTTTTGTCCTTAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC 

Kas2    3060 AACTTTGGTGGATACTTTTTGTCCTTAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC 

Kondara 3061 AACTTTGGTGGATACTTTTTGTCCTTAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC 

Mv-0    3060 AACTTTGGTGGATACTTTTTGTCCTTAATGAAATTGGTGAACCTTACTTCATTTGATTTC 

 

 

Bur0    3120 TTAGTACACTTTACACTAAGAGTAATATAAGCAGAAACATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT 

Col     3120 TTAGTACACTTTACACTAAGAGTAATATAAGCAGAAACATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT 

Cvi     3120 TTAGTACACTTTACACTAAGAGTAATATAAGCAGAAACATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT 

ICE-75  3098 TTAGTACACTTTACACTAAGAGTAATATAAGCAGAAACATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT 

Kas2    3120 TTAGTACACTTTACACTAAGAGTAATATAAGCAGAAACATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT 

Kondara 3121 TTAGTACACTTTACACTAAGAGTAATATAAGCAGAAACATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT 

Mv-0    3120 TTAGTACACTTTACACTAAGAGTAATATAAGCAGAAACATTTATTTCAGAAAGTTTCAGT 

 

 

Bur0    3180 ATTTAGGCGTTCATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCTTGCTAT 

Col     3180 ATTTAGGCGTTCATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCTTGCTAT 

Cvi     3180 ATTTAGGCGTTCATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCTTGCTAT 

ICE-75  3158 ATTTAGGCGTTCATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCTTGCTAT 

Kas2    3180 ATTTAGGCGTTCATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCTTGCTAT 

Kondara 3181 ATTTAGGCGTTCATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCTTGCTAT 

Mv-0    3180 ATTTAGGCGTTCATGTTTGTCTTATATCCTTAATTGCTTTGCAACTGTTATGCTTGCTAT 

 

 

Bur0    3240 TAAAGCAGAAATTGCAATGATCTTCAGTTATTTCTCAATTGGGGAAGTATAAACTTTGAT 

Col     3240 TAAAGCAGAAATTGCAATGATCTTCAGTTATTTCTCAATTGGGGAAGTATAAACTTTGAT 

Cvi     3240 TAAAGCAGAAATTGCAATGATCTTCAGTTATTTCTCAATTGGGGAAGTATAAACTTTGAT 

ICE-75  3218 TAAAGCAGAAATTGCAATGATCTTCAGTTATTTCTCAATTGGGGAAGTATAAACTTTGAT 

Kas2    3240 TAAAGCAGAAATTGCAATGATCTTCAGTTATTTCTCAATTGGGGAAGTATAAACTTTGAT 

Kondara 3241 TAAAGCAGAAATTGCAATGATCTTCAGTTATTTCTCAATTGGGGAAGTATAAACTTTGAT 

Mv-0    3240 TAAAGCAGAAATTGCAATGATCTTCAGTTATTTCTCAATTGGGGAAGTATAAACTTTGAT 

 

 

Bur0    3300 CCGGATTTTATCTACAACCAATTTTTTCCCTCTTTGGGGAACATTCACTTTGTTTATGCA 

Col     3300 CCGGATTTTATCTACAACCAATTTTTTCCCTCTTTGGGGAACATTCACTTTGTTTATGCA 

Cvi     3300 CCGGATTTTATCTACAACCAATTTTTTCCCTCTTTGGGGAACATTCACTTTGTTTATGCA 

ICE-75  3278 CCGGATTTTATCTACAACCAATTTTTTCCCTCTTTGGGGAACATTCACTTTGTTTATGCA 

Kas2    3300 CCGGATTTTATCTACAACCAATTTTTTCCCTCTTTGGGGAACATTCACTTTGTTTATGCA  
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Bur0    3360 TAAATAGCAAAAAGATTGATTTCTGACATCTTCAGTCTGTCAGAGTTTATGTGTATTATT 

Col     3360 TAAATAGCAAAAAGATTGATTTCTGACATCTTCAGTCTGCCAGAGTTTATGTGTATTATT 

Cvi     3360 TAAATAGCAAAAAGATTGATTTCTGACATCTTCAGTCTGTCAGAGTTTATGTGTATTATT 

ICE-75  3338 TAAATAGCAAAAAGATTGATTTCTGACATCTTCAGTCTGTCAGAGTTTATGTGTATTATT 

Kas2    3360 TAAATAGCAAAAAGATTGATTTCTGACATCTTCAGTCTGTCAGAGTTTATGTGTATTATT 

Kondara 3361 TAAATAGCAAAAAGATTGATTTCTGACATCTTCAGTCTGTCAGAGTTTATGTGTATTATT 

Mv-0    3360 TAAATAGCAAAAAGATTGATTTCTGACATCTTCAGTCTGTCAGAGTTTATGTGTATTATT 

 

 

Bur0    3420 TGGTTTTTGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTTTAGCGGGAAAT 

Col     3420 TGGTTTTTGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTTTAGCGGGAAAT 

Cvi     3420 TGGTTTTTGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTTTAGCGGGAAAT 

ICE-75  3398 TGGTTTTTGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTTTAGCGGGAAAT 

Kas2    3420 TGGTTTTTGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTTTAGCGGGAAAT 

Kondara 3421 TGGTTTTTGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTTTAGCGGGAAAT 

Mv-0    3420 TGGTTTTTGAATCCTTGATTCGGCTGCTGCTGTTCTTCATATTCAGTTTTAGCGGGAAAT 

 

 

Bur0    3480 CCAAATATCTTGAGTTGTTTCTCACTTTATTCATGCAACTGTCTGTTGTCTTGTCCAGGA 

Col     3480 CCAAATATCTTGAGTTGTTTCTCACTTTATTCATGCAACTGTCTGTTGTCTTGTCCAGGA 

Cvi     3480 CCAAATATCTTGAGTTGTTTCTCACTTTATTCATGCAACTGTCTGTTGTCTTGTCCAGGA 

ICE-75  3458 CCAAATATCTTGAGTTGTTTCTCACTTTATTCATGCAACTGTCTGTTGTCTTGTCCAGGA 

Kas2    3480 CCAAATATCTTGAGTTGTTTCTCACTTTATTCATGCAACTGTCTGTTGTCTTGTCCAGGA 

Kondara 3481 CCAAATATCTTGAGTTGTTTCTCACTTTATTCATGCAACTGTCTGTTGTCTTGTCCAGGA 

Mv-0    3480 CCAAATATCTTGAGTTGTTTCTCACTTTATTCATGCAACTGTCTGTTGTCTTGTCCAGGA 

 

 

Bur0    3540 AAATAAAAACTTTGTTAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGTGAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC 

Col     3540 AAATAAAAACTTTGTTAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGTGAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC 

Cvi     3540 AAATAAAAACTTTGTTAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGTGAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC 

ICE-75  3518 AAATAAAAACTTTGTTAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGTGAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC 

Kas2    3540 AAATAAAAACTTTGTTAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGTGAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC 

Kondara 3541 AAATAAAAACTTTGTTAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGTGAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC 

Mv-0    3540 AAATAAAAACTTTGTTAATGGAAGAGAGTTCTTTTAGTGAAAAGGATGGTAAGTGGCTTC 

 

 

Bur0    3600 ATGAGCTTGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTTTAAACTTCTACATGACGGAGTTTG 

Col     3600 ATGAGCTTGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTTTAAACTTCTACATGACGGAGTTTG 

Cvi     3600 ATGAGCTTGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTTTAAACTTCTACATGACGGAGTTTG 

ICE-75  3578 ATGAGCTTGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTTTAAACTTCTACATGACGGAGTTTG 

Kas2    3600 ATGAGCTTGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTTTAAACTTCTACATGACGGAGTTTG 

Kondara 3601 ATGAGCTTGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTTTAAACTTCTACATGACGGAGTTTG 

Mv-0    3600 ATGAGCTTGCTCAGCACAACACATCTCTTGAGGTTTTAAACTTCTACATGACGGAGTTTG 

 

 

Bur0    3660 CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG 

Col     3660 CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG 

Cvi     3660 CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG 

ICE-75  3638 CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG 

Kas2    3660 CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG 

Kondara 3661 CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG 

Mv-0    3660 CCAAAATCAGTCCCAAAGACTTGGAAACCATAGCTAGAAATTGCCGCTCTCTGGTATCTG 

 

 

Bur0    3720 TGAAGGTCGGTGACTTTGAGATTTTGGAACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGCAGCTAATC 

Col     3720 TGAAGGTCGGTGACTTTGAGATTTTGGAACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGCAGCTAATC 

Cvi     3720 TGAAGGTCGGTGACTTTGAGATTTTGGAACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGCAGCTAATC 

ICE-75  3698 TGAAGGTCGGTGACTTTGAGATTTTGGAACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGCAGCTAATC 

Kas2    3720 TGAAGGTCGGTGACTTTGAGATTTTGGAACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGCAGCTAATC 

Kondara 3721 TGAAGGTCGGTGACTTTGAGATTTTGGAACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGCAGCTAATC 

Mv-0    3720 TGAAGGTCGGTGACTTTGAGATTTTGGAACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGCAGCTAATC 

 

 

Bur0    3780 TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTTGAATGAGGATATTGGAATGCCTGAGAAGTACATGA 

Col     3780 TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTTGAATGAGGATATTGGAATGCCTGAGAAGTACATGA 

Cvi     3780 TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTTGAATGAGGATATTGGAATGCCTGAGAAGTACATGA 

ICE-75  3758 TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTTGAATGAGGATATTGGAATGCCTGAGAAGTACATGA 

Kas2    3780 TTGAAGAATTTTGTGGTGGCTCCTTGAATGAGGATATTGGAATGCCTGAGAAGTACATGA 

In icio exón 2  
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Bur0    4320 CAAAGAGGATTAATCGCTTTGGCTCAGGGCTGCCAGGAGCTAGAATACATGGCGGTGTAT 

Col     4320 CAAAGAGGATTAATCGCTTTGGCTCAGGGCTGCCAGGAGCTAGAATACATGGCGGTGTAT 

Cvi     4320 CAAAGAGGATTAATCGCTTTGGCTCAGGGCTGCCAGGAGCTAGAATACATGGCGGTGTAT 

ICE-75  4298 CAAAGAGGATTAATCGCTTTGGCTCAGGGCTGCCAGGAGCTAGAATACATGGCGGTGTAT 

Kas2    4320 CAAAGAGGATTAATCGCTTTGGCTCAGGGCTGCCAGGAGCTAGAATACATGGCGGTGTAT 

Kondara 4321 CAAAGAGGATTAATCGCTTTGGCTCAGGGCTGCCAGGAGCTAGAATACATGGCGGTGTAT 

Mv-0    4320 CAAAGAGGATTAATCGCTTTGGCTCAGGGCTGCCAGGAGCTAGAATACATGGCGGTGTAT 

 

 

Bur0    4380 GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT 

Col     4380 GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT 

Cvi     4380 GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT 

ICE-75  4358 GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT 

Kas2    4380 GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT 

Kondara 4381 GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT 

Mv-0    4380 GTCTCAGATATAACTAACGAATCTCTTGAAAGCATAGGCACATATCTGAAAAACCTCTGT 

 

 

Bur0    4440 GACTTCCGCCTTGTCTTACTCGACCGGGAAGAAAGGATTACAGATCTGCCACTGGACAAC 

Col     4440 GACTTCCGCCTTGTCTTACTCGACCGGGAAGAAAGGATTACAGATCTGCCACTGGACAAC 

Cvi     4440 GACTTCCGCCTTGTCTTACTCGACCGGGAAGAAAGGATTACAGATCTGCCACTGGACAAC 

ICE-75  4418 GACTTCCGCCTTGTCTTACTCGACCGGGAAGAAAGGATTACAGATCTGCCACTGGACAAC 

Kas2    4440 GACTTCCGCCTTGTCTTACTCGACCGGGAAGAAAGGATTACAGATCTGCCACTGGACAAC 

Kondara 4441 GACTTCCGCCTTGTCTTACTCGACCGGGAAGAAAGGATTACAGATCTGCCACTGGACAAC 

Mv-0    4440 GACTTCCGCCTTGTCTTACTCGACCGGGAAGAAAGGATTACAGATCTGCCACTGGACAAC 

 

 

Bur0    4500 GGAGTCCGATCTCTTTTGATTGGATGCAAGAAACTCAGACGGTTTGCATTCTATCTGAGA 

Col     4500 GGAGTCCGATCTCTTTTGATTGGATGCAAGAAACTCAGACGATTTGCATTCTATCTGAGA 

Cvi     4500 GGAGTCCGATCTCTTTTGATTGGATGCAAGAAACTCAGACGGTTTGCATTCTATCTGAGA 

ICE-75  4478 GGAGTCCGATCTCTTTTGATTGGATGCAAGAAACTCAGACGGTTTGCATTCTATCTGAGA 

Kas2    4500 GGAGTCCGATCTCTTTTGATTGGATGCAAGAAACTCAGACGGTTTGCATTCTATCTGAGA 

Kondara 4501 GGAGTCCGATCTCTTTTGATTGGATGCAAGAAACTCAGACGGTTTGCATTCTATCTGAGA 

Mv-0    4500 GGAGTCCGATCTCTTTTGATTGGATGCAAGAAACTCAGACGGTTTGCATTCTATCTGAGA 

 

 

Bur0    4560 CAAGGCGGCTTAACCGACTTGGGCTTAAGCTACATCGGACAGTACAGTCCAAACGTGAGA 

Col     4560 CAAGGCGGCTTAACCGACTTGGGCTTAAGCTACATCGGACAGTACAGTCCAAACGTGAGA 

Cvi     4560 CAAGGCGGCTTAACCGACTTGGGCTTAAGCTACATCGGACAGTACAGTCCAAACGTGAGA 

ICE-75  4538 CAAGGCGGCTTAACCGACTTGGGCTTAAGCTACATCGGACAGTACAGTCCAAACGTGAGA 

Kas2    4560 CAAGGCGGCTTAACCGACTTGGGCTTAAGCTACATCGGACAGTACAGTCCAAACGTGAGA 

Kondara 4561 CAAGGCGGCTTAACCGACTTGGGCTTAAGCTACATCGGACAGTACAGTCCAAACGTGAGA 

Mv-0    4560 CAAGGCGGCTTAACCGACTTGGGCTTAAGCTACATCGGACAGTACAGTCCAAACGTGAGA 

 

 

Bur0    4620 TGGATGCTGCTGGGTTACGTAGGTGAATCAGATGAAGGTTTAATGGAATTCTCAAGAGGC 

Col     4620 TGGATGCTGCTGGGTTACGTAGGTGAATCAGATGAAGGTTTAATGGAATTCTCAAGAGGC 

Cvi     4620 TGGATGCTGCTGGGTTACGTAGGTGAATCAGATGAAGGTTTAATGGAATTCTCAAGAGGC 

ICE-75  4598 TGGATGCTGCTGGGTTACGTAGGTGAATCAGATGAAGGTTTAATGGAATTCTCAAGAGGC 

Kas2    4620 TGGATGCTGCTGGGTTACGTAGGTGAATCAGATGAAGGTTTAATGGAATTCTCAAGAGGC 

Kondara 4621 TGGATGCTGCTGGGTTACGTAGGTGAATCAGATGAAGGTTTAATGGAATTCTCAAGAGGC 

Mv-0    4620 TGGATGCTGCTGGGTTACGTAGGTGAATCAGATGAAGGTTTAATGGAATTCTCAAGAGGC 

 

 

Bur0    4680 TGTCCAAATCTACAGAAGCTAGAGATGAGAGGTTGTTGCTTCAGTGAGCGAGCAATCGCT 

Col     4680 TGTCCAAATCTACAGAAGCTAGAGATGAGAGGTTGTTGCTTCAGTGAGCGAGCAATCGCT 

Cvi     4680 TGTCCAAATCTACAGAAGCTAGAGATGAGAGGTTGTTGCTTCAGTGAGCGAGCAATCGCT 

ICE-75  4658 TGTCCAAATCTACAGAAGCTAGAGATGAGAGGTTGTTGCTTCAGTGAGCGAGCAATCGCT 

Kas2    4680 TGTCCAAATCTACAGAAGCTAGAGATGAGAGGTTGTTGCTTCAGTGAGCGAGCAATCGCT 

Kondara 4681 TGTCCAAATCTACAGAAGCTAGAGATGAGAGGTTGTTGCTTCAGTGAGCGAGCAATCGCT 

Mv-0    4680 TGTCCAAATCTACAGAAGCTAGAGATGAGAGGTTGTTGCTTCAGTGAGCGAGCAATCGCT 

 

 

Bur0    4740 GCAGCGGTTACAAAATTGCCTTCACTGAGATACTTGTGGGTACAAGGTTACAGAGCATCG 

Col     4740 GCAGCGGTTACAAAATTGCCTTCACTGAGATACTTGTGGGTACAAGGTTACAGAGCATCG 

Cvi     4740 GCAGCGGTTACAAAATTGCCTTCACTGAGATACTTGTGGGTACAAGGTTACAGAGCATCG 

ICE-75  4718 GCAGCGGTTACAAAATTGCCTTCACTGAGATACTTGTGGGTACAAGGTTACAGAGCATCG 

Kas2    4740 GCAGCGGTTACAAAATTGCCTTCACTGAGATACTTGTGGGTACAAGGTTACAGAGCATCG  
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Bur0    4800 ATGACGGGACAAGATCTAATGCAGATGGCTAGACCGTACTGGAACATCGAGCTGATTCCA 

Col     4800 ATGACGGGACAAGATCTAATGCAGATGGCTAGACCGTACTGGAACATCGAGCTGATTCCA 

Cvi     4800 ATGACGGGACAAGATCTAATGCAGATGGCTAGACCGTACTGGAACATCGAGCTGATTCCA 

ICE-75  4778 ATGACGGGTCAAGATCTAATGCAGATGGCTAGACCGTACTGGAACATCGAGCTGATTCCA 

Kas2    4800 ATGACGGGACAAGATCTAATGCAGATGGCTAGACCGTACTGGAACATCGAGCTGATTCCA 

Kondara 4801 ATGACGGGTCAAGATCTAATGCAGATGGCTAGACCGTACTGGAACATCGAGCTGATTCCA 

Mv-0    4800 ATGACGGGACAAGATCTAATGCAGATGGCTAGACCGTACTGGAACATCGAGCTGATTCCA 

 

 

Bur0    4860 TCAAGAAGAGTCCCGGAAGTGAATCAACAAGGAGAGATAAGAGAGATGGAGCATCCGGCT 

Col     4860 TCAAGAAGAGTCCCGGAAGTGAATCAACAAGGAGAGATAAGAGAGATGGAGCATCCGGCT 

Cvi     4860 TCAAGAAGAGTCCCGGAAGTGAATCAACAAGGAGAGATAAGAGAGATGGAGCATCCGGCT 

ICE-75  4838 TCAAGAAGAGTCCCGGAAGTGAATCAACAAGGAGAGATAAGAGAGATGGAGCATCCGGCT 

Kas2    4860 TCAAGAAGAGTCCCGGAAGTGAATCAACAAGGAGAGATAAGAGAGATGGAGCATCCGGCT 

Kondara 4861 TCAAGAAGAGTCCCGGAAGTGAATCAACAAGGAGAGATAAGAGAGATGGAGCATCCGGCT 

Mv-0    4860 TCAAGAAGAGTCCCGGAAGTGAATCAACAAGGAGAGATAAGAGAGATGGAGCATCCGGCT 

 

 

Bur0    4920 CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAACAGATTGTCCAACAACTGTTAGA 

Col     4920 CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAACAGATTGTCCAACAACTGTTAGA 

Cvi     4920 CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAACAGATTGTCCAACAACTGTTAGA 

ICE-75  4898 CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAACAGATTGTCCAACAACTGTTAGA 

Kas2    4920 CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAACAGATTGTCCAACAACTGTTAGA 

Kondara 4921 CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAACAGATTGTCCAACAACTGTTAGA 

Mv-0    4920 CATATATTGGCTTACTACTCTCTGGCTGGCCAGAGAACAGATTGTCCAACAACTGTTAGA 

 

 

Bur0    4980 GTCCTGAAGGAGCCAATATGA 

Col     4980 GTCCTGAAGGAGCCAATATGA 

Cvi     4980 GTCCTGAAGGAGCCAATATGA 

ICE-75  4958 GTCCTGAAGGAGCCAATATGA 

Kas2    4980 GTCCTGAAGGAGCCAATATGA 

Kondara 4981 GTCCTGAAGGAGCCAATATGA 

Mv-0    4980 GTCCTGAAGGAGCCAATATGA 

 

 

 

fin e xón 3  
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