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PCR: del inglés Polymerase Chain Reaction (Reaccién en cadena de la
polimerasa).

PR: Proteinas relacionadas com la patogénesis.

RA Fv T1: Raiz Adyacente Fusarium virguliforme Tiempo 1.
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RESUMEN

La soja (Glycine max (L.) Merr.), es en la actualidad el cultivo mas
importante de Argentina, no solo por la magnitud del drea que ocupa, sino,
fundamentalmente, porque la mayor parte de su produccidon se destina a la
exportacion. Argentina, ademds de ser el tercer pais productor de soja en el
mundo, ocupa el primer lugar en exportacién de aceite y harina de esta

oleaginosa.

Numerosas enfermedades pueden afectar al cultivo de soja, ocasionando
pérdidas importantes de rendimiento. Se conocen mas de 100 microorganismos
patégenos de soja, de los cuales alrededor de 35 pueden causar pérdidas de
importancia econdmica. La muerte subita de la soja es una enfermedad fungica,
gue en ataques severos puede producir disminuciones de rendimiento que
varian entre el 20 y el 80%, dependiendo del cultivar y del momento de
infeccion. En general, esta enfermedad estd asociada a la ocurrencia de
condiciones dptimas para el crecimiento del cultivo, ademas de altos contenidos
de humedad edafica también es importante la alta fertilidad. Recientes estudios
morfoldgicos y moleculares han permitido determinar al menos 4 especies
responsables de producir sintomas de la enfermedad. En Argentina se ha
determinado la presencia de F. tucumaniae y F. virguliforme; siendo este ultimo

el mas importante por ser el mas patogénico.
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El objetivo de este trabajo fue comprobar, mediante PCR en tiempo real,
la expresion diferencial de aquellos genes que se activa o se reprimen durante la
interaccién soja/F. virguliforme. Para ello se disefiaron cebadores especificos y
por PCR en tiempo real se comprobd que el gen Ugd se ve diferencialmente
expresado durante la interaccién con el patégeno. Se determind, por
comparaciones con la base de datos del NCBI, que la secuencia correspondiente
a este gen presenta similitud con la proteina UDP-glucosa 6-deshidrogenasa y a
la UDP-glucosa/GDP-manosa deshidrogenasa. Estas enzimas participan en la
biosintesis de pared celular, proceso que se ve claramente modificado durante

los diferentes estadios de la infeccidn fungica.

14

Universidad Internacional de Andalucia, 2012



INTRODUCCION

CULTIVO DE SOJA
Taxonomia

La soja (Glycine max (L.) Merr) es una especie de la familia de las
leguminosas (Fabaceae) cultivada por sus semillas, de alto contenido en aceite y

proteina.

El nombre de género Glycinefue introducido originalmente
por Linnaeus (1737) en la primera edicién de Genera Plantarum. La
palabra glycine deriva del griego - glykys (dulce) y se refiere, probablemente al
dulzor de los tubérculos comestibles con forma de pera (apiosen Griego)
producidos por la enredadera leguminosa o herbacea trepadora, Glycine apios,

gue ahora se conoce como Apios americana.

La soja cultivada primero aparecid bajo el nombre
de Phaseolus max L. La combinacién, Glycine max (L.) Merr., fue propuesta por

Merrill en 1917, ha llegado a ser el nombre valido para esta planta.

El género Glycine se divide en dos subgéneros: Glycine y Soja. El
subgénero Soja Moench incluye la soja cultivada, G. max (L.) Merr., y la soja
silvestre: G. soja. (Giorda and Baigorri, 1997). Ambas especies son anuales. La
soja crece sélo bajo cultivo mientras que G. soja crece en forma silvestre en
China, Japdn, Corea, Taiwdn y Rusia. Glycine soja es el ancestro silvestre de la

soja: el progenitor silvestre.

15

Universidad Internacional de Andalucia, 2012


http://es.wikipedia.org/wiki/Phaseolus
http://es.wikipedia.org/wiki/Glycine
http://es.wikipedia.org/wiki/Glycine
http://es.wikipedia.org/wiki/Moench
http://es.wikipedia.org/wiki/Anual

Distribucion geografica

Su centro de origen se sitla en el Extremo Oriente (China, Japdn,
Indochina). En 1765 se introdujo en América (Georgia, EE.UU.). Sin embargo, no
fue hasta la década del 40 donde se produce la gran expansion del cultivo en ese
pais, liderando la produccion mundial de soja a partir de 1954 hasta la
actualidad. Se comercializa en todo el mundo, debido a sus multiples usos. En
Brasil fue introducida en 1882, pero su difusidn se inicié a principios del siglo XX y
la produccion comercial comenzé también en la década del 40, constituyéndose

en la actualidad en el segundo productor mundial de grano de soja.

Los tres mayores exportadores de soja, Estados Unidos, Brasil y
Argentina son responsables del 90% de las exportaciones mundiales (Figura 1).
Conducido por aumentos continuos del area, Brasil se consolidara como el mayor
exportador mundial, la imposibilidad de extender el area sembrada en los
Estados Unidos limita la ampliacién de las exportaciones de este pais (USDA,

2003).
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Figura: 1 Principales paises exportadores de soja. Fuente: USDA Agricultural Baseline

Projections to 2012, February 2003. Economic Research Service, USDA.

En Argentina, el 95% de los cultivos de soja se ubican en una amplia
zona de la regién pampeana norte (provincias de Santa Fe, Cordoba, Entre Rios,
Buenos Aires, La Pampa y San Luis). El 5% restante se encuentra en la region
Norte del pais: provincias de Tucuman, Salta, Santiago del Estero, Catamarca,

Jujuy, Chaco, Formosa, Misiones y norte de Santa Fe (Ploper, 1999) (Figura 2).
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Figura: 2 Dispersidn geografica del cultivo en funcidn del area sembrada promedio de las
ultimas campanas. Fuente: Direccién de Coordinacion de Delegaciones- Estimaciones

Agricolas- SAGPyA/CNA 2002.

En los dltimos 30 afios se ha constituido en un fendmeno
trascendente y fundamental para el pais, tanto desde el punto de vista
econdmico como social. Las condiciones agroecoldgicas son ideales para el
desarrollo y expansion de la soja, convirtiéndola en el cultivo mds importante en
superficie y productividad (Cuniberti, et al., 2007) (Figura 3). En la campafia
2009/10, el factor de mayor preponderancia en el incremento de la superficie
sembrada con soja fue la reduccién del drea maicera en la zona nucleo -Cérdoba,
Santa Fe, Buenos Aires y Entre Rios- como también en areas de Chaco y Santiago
del Estero. Del mismo modo, se produjo un traspaso hacia el cultivo de soja,

aunqgue de menor magnitud en valores absolutos, donde no pudo concretarse la
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siembra de girasol o se perdieron lotes a causa de la sequia. Esto se dio en las
regiones del norte de Santa Fe y sur del Chaco, y algunas areas de la provincia de
Buenos Aires, donde también fue menor la superficie implantada (Bolsa de
Comercio de Rosario, 2009). La superficie sembrada con soja en Argentina en la
campafia 2005/06 fue estimada en 15,2 millones de hectareas, mientras que el
valor estimado de superficie sembrada para la campafia 2009/10, es de 18,7
millones de hectdreas (GEA, 2002). Ante la posibilidad de completar un area
récord y obtener un rinde algo mejor que el promedio cercano, la campafia
2009/10 podria exhibir como logro obtener 50,8 millones de toneladas de soja.

(Bolsa de Comercio de Rosario, 2009).

SOJA
Produccién Total por Provincia
(datos promedio del altimo quinquenio)

Salta Resto
2.12% 9.20% Buenos Aires
Santiago del 23 58%
Estero
3,63% Tucuman
1.79%
Santa Fe 1
27 .65% Chaco Cordoba
3 3.37% 28.66%

Figura: 3 Porcentaje de la produccion total por provincia (datos promedio del ultimo
quinquenio). Fuente: Direccion de Coordinacion de Delegaciones- Estimaciones

Agricolas- SAGPyA/CNA 2002.
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Condiciones de cultivo

Las temperaturas Optimas para el desarrollo de la soja estan
comprendidas entre los 20 y 302 C, siendo las temperaturas préximas a 302 C las
ideales para su desarrollo. El crecimiento vegetativo de la soja es pequeiio o casi
nulo en presencia de temperaturas préximas o inferiores a 102 C, quedando
frenado por debajo de los 42 C. Sin embargo, es capaz de resistir heladas de -2 a -
42 C sin morir. Temperaturas superiores a los 402 C provocan un efecto no
deseado sobre la velocidad de crecimiento, causando dafios en la floracién vy

disminuyendo la capacidad de retencién de legumbres.

Las temperaturas dptimas oscilan entre los 15 y los 182 C para la
siembra y los 252 C para la floracidn. Sin embargo, la floracién de la soja puede
comenzar con temperaturas proximas a los 132 C. Las diferencias de fechas de
floracion, entre afos, que puede presentar una variedad, sembrada en la misma

época, son debidas a variaciones de temperatura.

La soja es una planta sensible a la duracién del dia, es una planta de
dia corto. Es decir, que para la floracién de una variedad determinada, se hacen

indispensables unas determinadas horas de luz, mientras que para otra, no.

Respecto a la humedad, durante su cultivo, la soja necesita al menos
300 mm de agua, que pueden ser en forma de riego cuando se trata de regadio,
o bien en forma de lluvia en aquellas zonas templadas humedas donde las

precipitaciones son suficientes.
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La extensidon del area cultivada, la uniformidad genética centrada
particularmente en cultivares de ciclo corto, el monocultivo, el aumento de la
densidad poblacional, la siembra directa, y la ocurrencia de condiciones
ambientales favorables para los patdgenos son algunos de los factores que han
contribuido al incremento de la presencia de enfermedades, haciendo de la soja
un cultivo altamente vulnerable ((Carmona, 2004);(Carmona, et al., 2003);
(Formento, 2001); (Ploper, et al., 2006)). Numerosas enfermedades pueden
afectar al cultivo de soja, ocasionando pérdidas de rendimiento y/o disminucidn
de la calidad comercial del grano, como asi también problemas en la
germinacién, cuando los granos afectados son utilizados como semilla. Se
conocen mas de 100 microorganismos patogenos de soja, de los cuales alrededor
de 35 pueden causar pérdidas de importancia econdmica. Se ha estimado que las
pérdidas de rendimiento atribuidas a las enfermedades de soja en el pais pueden

alcanzar valores cercanos al 8% (Wrather, 2001).

Luego de la adopcion de la siembra directa las enfermedades en el
cultivo de soja comenzaron a manifestarse con mayor intensidad, aumentando
las pérdidas especialmente en lotes con monocultivo (Ploper, et al., 2006). Desde
hace algunos afios la probada contribucién de las practicas agricolas al deterioro
ambiental provocd el interés mundial por la investigacién sobre métodos
alternativos para el control de herbivoros, patégenos y malezas, utilizando
metabolitos secundarios relacionados con las estrategias defensivas de las

plantas.

21

Universidad Internacional de Andalucia, 2012



LA MUERTE SUBITA, UN SINDROME LIMITANTE EN EL CULTIVO DE
SOJA

Agente etiolégico
La muerte subita de la soja (SMS) es una enfermedad fungica que se
encuentra en las regiones sojeras de Estados Unidos, Canadd (Anderson and
Tenuta, 1998), Argentina, Brasil (Nakayima, 1996); (Yorinori, 2002) Paraguay
(Yorinori, 1999), Bolivia (Yorinori 2002) y Uruguay (Ploper, et al., 2003). Fue
detectada en Argentina por primera vez en cultivos del drea de Pergamino
(Provincia de Buenos Aires) durante la campafia 1991/92 (lvancovich, et al.,

1992).

Hasta el afio 2003 el agente etioldgico se conocia como Fusarium
solani f. sp. glycines (Rupe, et al., 1999). En 2003 se identificaron dos especies
causales de la enfermedad: Fusarium virguliforme en USA y F. tucumaniae en
Argentina (Aoki, et al., 2003). Recientes estudios morfolégicos y moleculares han
permitido determinar al menos 4 especies responsables de producir sintomas de
la enfermedad (Aoki, et al., 2005). En Argentina se ha determinado la presencia
de F. tucumaniae (Aoki, et al.,, 2003); (Scandiani, 2004) y F. virguliforme
(Scandiani, et al., 2004). Las pruebas de patogenicidad realizadas sobre distintos
genotipos de soja mostraron que los aislamientos de F. virguliforme resultaron
mas agresivos y patogénicos que los aislamientos de F. tucumaniae (Scandiani,

2004).
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Sintomas y signos de la enfermedad

En el sindrome de la muerte subita, plantas normales y vigorosas se
tornan amarillentas y mueren rapidamente, 10 a 20 dias luego de la aparicién de
los primeros sintomas. La infeccidon de las plantas se produce a través de las
raices, cuando el hongo penetra en el tejido vascular de la misma (Roy, et al.,
1997) y causa podredumbre radicular. Alli el patégeno produce toxinas que son
traslocadas a las hojas. Frecuentemente los sintomas aparecen luego de severas
lluvias durante los estadios reproductivos; la alta humedad edafica incrementa la

severidad de la enfermedad.

Las toxinas son responsables de los sintomas foliares ya que el hongo
per se no invade los tallos mas alld de unos pocos centimetros por encima de la
superficie el suelo (Roy, et al, 1997). Los sintomas foliares aparecen
generalmente después de floracion y consisten en manchas clordticas
internervales que suelen tornarse necréticas. Cuando dichas manchas coalescen
pueden abarcar una mayor area foliar. Las hojas quedan de color castafio, a
excepcion de las nervaduras que permanecen verdes y es frecuente observar la
caida de los foliolos pero no de los peciolos (Figura 4). Las plantas afectadas
pueden aparecer aisladas o en grupos formando manchones distribuidos por
todo el lote. La enfermedad debe su nombre a la rapidez con la cual los sintomas
foliares pueden desarrollarse. Este nombre no es siempre descriptivo porque el

progreso de la enfermedad puede ser mas lento si las condiciones ambientales
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no son completamente favorables o si el cultivar posee algin grado de

resistencia.

Figura: 4 Sintomas foliares de clorosis y necrosis internerval causados por el Sindrome

de Muerte Subita de la soja.

Los sintomas en las raices preceden a los sintomas foliares. Se produce
una necrosis acentuada del tejido vascular en la raiz y en la base del tallo, se
observan tonos grises internamente y, externamente, una coloracion rojiza algo

debajo del nivel del suelo, pero la médula permanece blanca (figura 5).
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Figura: 5 Corte longitudinal de base de tallo y raiz que muestra decoloracién vascular

causada por el SMS de la soja.

Los principales signos del patdgeno son: masas conidiales azules o
verdosas sobre la corteza radicular y base del tallo, tanto en forma macro como
microscépica (Roy, 1997a, Roy, 1997b, Roy, et al., 1997, Rupe and Hartman,
1999) e hifas del hongo alrededor de los haces vasculares e incluso dentro del

xilema (Goeke, et al., 2000) (Figura 6).

Figura: 6 Principales signos del agente causal del Sindrome de la Muerte Subita de la
soja sobre la raiz principal, esporulacién color azul formada por la presencia de

macroconidios.
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Condiciones favorables para la ocurrencia de la enfermedad

En general, esta enfermedad estd asociada a la ocurrencia de
condiciones dptimas para el crecimiento del cultivo, ademas de altos contenidos
de humedad eddfica también es importante la alta fertilidad. Scherm y Yang
(1996) determinaron a la temperatura como otro factor importante en el
desarrollo del sindrome de la muerte subita (Scherm, et al., 1996). La
temperatura éptima para producir podredumbre de raiz en cdmara de cultivo es
de 15°C, en cambio, la temperatura 6ptima para el desarrollo de sintomas
foliares varia entre 22 y 24°C (Rupe, 1999) y se ha observado un agravamiento de
la enfermedad con condiciones posteriores de sequia (lvancovich, et al., 1992).
Los mayores dafios se asocian a siembras tempranas en suelos frios, saturados, y
alta compactacion, descensos bruscos de temperatura e importantes lluvias dias

antes o durante la floracion (Figura 7).
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3

Figura: 7 Campo de soja con sintomas claros del sindrome de muerte subita. Fuente:
imagen tomada del articulo de Plant Health Progress: Foliar Symptom Expression in
Association with Early Infection and Xylem Colonization by Fusarium virguliforme

(formerly F. solani f. sp. glycines), the Causal Agent of Soybean Sudden Death Syndrome.

Los cambios fisioldgicos ocurridos en el hospedante durante el paso
del estado vegetativo al reproductivo pueden tener algun efecto sobre la
enfermedad, ya que el crecimiento neto de la raiz se reduce drasticamente, los
fotosintatos son transportados a las vainas en desarrollo y a las semillas, y no a
las hojas como en el estado vegetativo, pudiendo reducir las defensas (Rupe,

1995).
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Pérdidas

El nivel de pérdidas depende del estado de desarrollo del cultivo al
momento de infeccidn, de la reaccion del cultivar y, del ambiente (Lago, 2009).
En ataques severos puede producir disminuciones de rendimiento que varian
entre el 20 y el 80%, dependiendo del cultivar y del momento de infeccion (Rupe,
1992). Las mayores pérdidas se producen cuanto mas temprano se presenta la
enfermedad. La disminucion de los rendimientos se debe a la disminuciéon del
area fotosintéticamente activa, defoliacién, aborto de flores y vainas y reduccidn
del tamafio y peso de 1000 semillas (Costamilan, 2000, Ploper, et al., 1995, Rupe,

1989a, Rupe, 1989b, Rupe, 1991, Rupe and Hartman, 1999).

Las pérdidas promedio estimadas en la actualidad para las principales
enfermedades en la Argentina son de aproximadamente el 8 al 10% de la
produccién (1,9 a 2,4 millones de t); estas estimaciones reflejan solamente las
pérdidas directas sin considerar las indirectas, como la reducciéon de la vida util
de un lote por incremento de inoculo, mayores costos derivados del control
cultural y de la obtencidon de nuevos cultivares con resistencia genética. Sin
embargo, las pérdidas son similares a las informadas en otras regiones

productoras del mundo donde el cultivo se realiza desde hace mas de 50 afios.

Este alarmante aumento de los problemas sanitarios se debe a la
falta de rotaciones de cultivos, uno de los componentes basicos del manejo de
enfermedades. En los lotes de produccién, el monocultivo se practica de manera

tal que las enfermedades se tornaron limitantes; ademads, los sistemas de
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labranza conservacionista permiten detener procesos erosivos, optimizar el uso
del agua del suelo y reducir costos, pero inducen cambios en la epidemiologia de
las enfermedades. Algunas aumentan o disminuyen su importancia y otras,
permanecen invariables. También la uniformidad del germoplasma utilizado es

otro problema siempre presente.

MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS

El ataque de patdgenos es una condicion desfavorable que
generalmente activa una serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener,
aminorar o contrarrestar la infeccién. Las plantas poseen mecanismos
constitutivos de defensa que proveen, de forma pasiva, resistencia contra
patégenos. Los mecanismos de resistencia constitutiva se pueden dividir en
mecanismos de defensa estructurales constitutivos, como por ejemplo la
presencia de capas gruesas de cuticula, presencia de tricomas, deposicién de
ceras, entre otros; y mecanismos de defensa quimicos constitutivos, tales como

la acumulacién de compuestos toxicos en las células vegetales.

Sin embargo, la defensa incluye también otros mecanismos mas
sofisticados, en los que, tras la percepcién del factor de estrés, se activa de
forma especifica una cascada de sefales que desencadenan una serie de cambios
morfoldgicos, bioquimicos y fisioldgicos, y que requieren a menudo la activacién
de un conjunto de genes cuyos productos proporcionan proteccién, no sélo a
nivel local sino también, a menudo, sistémicamente en areas distales (Shah, et

al., 1999). Esa corriente de informacién en forma de flujo de sefiales es lo que
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constituye el proceso de transduccion de las sefiales defensivas. Cada una de
estas sefiales intermediarias es capaz de inducir la expresidon de multiples genes,
por lo que muchas respuestas de defensa comparten intermediarios comunes
gue establecen interacciones reguladoras entre las diversas rutas de

sefializacion.

Los mecanismos inducidos de defensa, también llamados como
resistencia inducida, se activan solamente como una respuesta al ataque de
patégenos (Collinge, et al., 1994). La resistencia inducida es un mecanismo activo
de defensa que involucra cambios claros en el metabolismo provocados por la
expresion diferencial de genes. Por lo tanto, para que ocurra la induccion de la
defensa, es necesaria la mediacién de sistemas de reconocimiento especifico,
mediante los cuales la planta reconoce la presencia del patégeno (Hutcheson,

1998).

La respuesta local ha sido llamada respuesta de hipersensibilidad
(HR) puesto que puede llevar, a altas dosis del patégeno, a la necrosis de parte
importante del tejido infectado (Figura 8). Esta necrosis se produce
fundamentalmente por activacion de herramientas quimicas: las células
infectadas producen altas concentraciones de potentes agentes oxidantes:
especies activas de oxigeno (ROS) y acido salicilico (SA). Ademas, estas células
producen altas concentraciones de otras hormonas como etileno, éxido nitroso
(NO), acido jasmonico y sus derivados (JA), y otros antibidticos o fitoalexinas. Es

interesante destacar que la reaccién local inducida utiliza también herramientas
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estructurales, fundamentalmente el reforzamiento de la pared celular, para
impedir la proliferacion y la diseminacién del patégeno hacia el resto dela

planta.

En los tejidos que rodean al sitio de entrada del patégeno ocurre una
reacciéon denominada de resistencia local adquirida (LAR). En estos tejidos se
acumulan especies reactivas de oxigeno, SA y las otras
hormonas, en concentraciones mas bajas que en las células infectadas. Estos
compuestos provocan la activacion de un gran niumero de genes de defensa. Un
grupo de estos genes codifica para enzimas de las rutas de
sintesis de fitoalexinas, provocando un aumento sostenido en la
produccién de estos compuestos antibidticos vy de fenoles precursores de la
lignina. Un segundo grupode genesdedefensa codifica para proteinas
estructurales de la pared, contribuyendo a su reforzamiento. Un tercer grupo
codifica para enzimas encargadas de detoxificar y proteger al tejido vegetal del
dano oxidativo. Un cuarto grupo de genes codifica para enzimas que degradan la
pared de hongos y bacterias (B-1,3-glucanasas y quitinasas). En consecuencia, la
reaccion LAR permite proteger al tejido circundante al sitio de infeccidn,

potenciando las barreras quimicas y estructurales.

En los tejidos distantes al sitio de infeccion se produce una
reaccion denominada de resistencia sistémica adquirida (SAR). Esta reaccién es
similar a la reaccién LAR, sdlo que es mas atenuada. La reaccién SAR estd

fundamentalmente destinada a proteger o inmunizar al resto de la planta frente
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a una potencial segunda infecciéon por el mismo u otro agente patégeno, se
caracteriza por ser de duracién larga (desde dias hasta semanas dependiendo del
patégeno) y por la activacion de la expresion selectiva y coordinada de un grupo
caracteristico de genes de defensa (genes SAR), que estaran directamente
implicados en el establecimiento y mantenimiento de dicha resistencia (Dong,
1998, Durrant and Dong, 2004, Glazebrook, 1999, Glazebrook, 2001, Gozzo,
2003, Grant and Lamb, 2006, Pieterse and Van Loon, 2004, Ward, et al., 1991). La
familia de genes SAR ha sido caracterizada en tabaco (Ward, et al., 1991) y en
Arabidopsis (Uknes, et al., 1992). Otros genes que también gobiernan las
reacciones de defensa no son expresados sistémicamente (Sha and Klessig,
1996). El conjunto mayoritario de proteinas defensivas sintetizadas en las plantas

durante dicha respuesta SAR pertenece a la familia de las proteinas PR.

Aunque la induccion de SAR no es dependiente del desarrollo de HR
(Van Loon, 1997) la resistencia se expresa a su nivel mas alto cuando el patégeno
inductor causa necrosis (Cameron et al, 1994). La necrosis inducida puede ser el
resultado de la muerte celular programada después del reconocimiento del
patdégeno en una interaccién incompatible, donde se produjo una respuesta
hipersensible, o de la muerte celular causada por la accién del patégeno en una

interaccidon compatible.
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SAR (Resistencia sistémica adquirida)
*Deteccién de sefiales desde sitio de infeccién
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HR (reaccién hipersensible)
*Reconocimiento R-Avr
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*Expresi6én de genes de defensa

*Resistencia

Figura: 8 Mecanismos de defensa activados por el patdégeno. El esquema muestra las
reacciones de defensa que ocurren en las células infectadas (reacciéon de
hipersensibilidad, HR), en el tejido vecino al sitio de infeccion (resistencia local
adquirida, LAR) y en los tejidos distantes al sitio de infeccidn (resistencia sistémica

adquirida, SAR).

Resistencia mediada por genes R
En la naturaleza, las plantas son generalmente resistentes a muchos
patdgenos. La capacidad de un patégeno para producir una enfermedad en una
planta huésped suele ser una excepcion, no una regla. Esto es porque las plantas
han desarrollado una habilidad para detectar posibles patégenos invasores y

establecer con éxito una defensa.

Un patdgeno puede ser muy patogénico o poco patogénico para un
hospedante dado. El grado de patogenicidad se define frecuentemente como

virulencia (Abad and Khara, 2007, Collinge, et al., 2001). De esta forma, y

33

Universidad Internacional de Andalucia, 2012



dependiendo de su habilidad de causar enfermedad, un patégeno puede ser
altamente virulento para un hospedante y levemente virulento para otro. Estos
conceptos han sido discutidos por Vand der Plank quien propuso que el nivel de
virulencia se determina con respecto a la resistencia del hospedante (Vand der
Plank, 1968). En otras palabras, la virulencia es un concepto estrechamente
ligado a la habilidad del patégeno de superar la resistencia de la planta. Sin
embargo, en términos genéticos, virulencia se utiliza para definir si una variante
o raza de un patégeno puede o no causar enfermedad en una variedad o cultivar
del hospedante. Asi, una especie de hospedante puede presentar cultivares que
muestran resistencia y otros que muestran susceptibilidad a un patégeno dado,
el cual a su vez puede presentar razas tanto virulentas como avirulentas para un

cultivar determinado (Collinge, et al., 1994).

Las reacciones a nivel molecular que inducen la resistencia en plantas
al ataque del patégeno fue descrita inicialmente por H. H. Flor (Flor, 1971) bajo la
hipdtesis de reconocimiento “Gen a Gen”, la cual afirma que la respuesta de
defensa existe como consecuencia de una directa interaccién entre el producto
de un gen de avirulencia (Avr) del patégeno denominado elicitor y la proteina
codificada por un gen de resistencia (R) de la planta, manteniendo una relacién
antigeno — anticuerpo similar al sistema inmune en mamiferos. Este modelo ha
sido descrito en numerosas especies de plantas incluyendo Arabidopsis y ha
servido como metodologia para clonar genes de resistencia. (Dangl and

McDowell, 2006, Roger, 2004).
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Recientes estudios indican una base de reconocimiento mas
compleja en la cual la accién de los productos de genes Avr es mediada por
mecanismos indirectos y envuelve al menos un tercer componente en la célula
huésped conformado por una “proteina blanco” de los factores de virulencia, la
cual es reconocida por el elicitor tanto en plantas resistentes como susceptibles.
En este caso las proteinas codificadas por los genes R actian como un guardian
monitoreando modificaciones en la “Proteina Blanco” y detectando las
alteraciones de procesos celulares que son claves para el patégeno, con la
consecuente induccién de la activacion de mecanismos de defensa (Bent and

Mackey, 2007, Jorunn, et al., 2003).

En base a lo anterior se formuld la existencia de dos tipos de
interacciones. La primera producida en plantas susceptibles en la cual se dice
gue hay una “interaccién compatible”, es decir el patégeno reconoce el huésped,
pero no hay reconocimiento por parte de la planta de los efectores del patdgeno,
por lo que no hay impedimento para el desarrollo de la enfermedad. En el caso
contrario se produce una “interaccion incompatible”, hay reconocimiento directo
o indirecto del patdgeno por parte de la planta y se desarrolla los mecanismos de

defensa que detienen la infeccion (Panabieres, et al., 1995).

Recientemente se reporto un nuevo modelo de interaccion que
integra el reconocimiento gen a gen vy la hipétesis de la molécula guardian. Este

modelo denominado “Dogma Central de la Fitopatologia” describe el proceso
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molecular de inducciéon de resistencia basado en una continua competencia
evolutiva (Bent y Mackey, 2007; Dangl y McDowell, 2006).
Nutricion de los patégenos y su relacion con el mecanismo de defensa
vegetal
Como parasitos, los fitopatdgenos estan obligados a obtener los
nutrimentos de fuentes existentes y para ello necesitan invadir y adaptarse al
tejido del hospedante para eventualmente reproducirse. Ademas, necesitan

evadir o contrarrestar los mecanismos de defensa de la planta.

Los patdgenos de plantas son a menudo divididos en biotrofos y
necrotrofos, segin su forma de vida. Los biotrofos se alimentan de tejido vivo,
mientras que los necrotrofos lo hacen de tejido muerto (Parbery, 1996). En el
caso de los biotrofos es facil de imaginar que la resistencia mediada por genes R
y la via de sefializacion por SA resulten en resistencia, ya que la respuesta
hipersensible no permite que el patdgeno llegue a la fuente de alimento. Sin
embargo, en el caso de los necrotrofos, la muerte celular programada de las
células huésped simplemente facilita la vida del patdégeno. Varios experimentos
realizados con mutantes de Arabidopsis en algunos genes relacionados con las
vias de defensa permitieron determinar la resistencia de muchos patégenos. La
mutacion en el gen nprl y el transgen NahG, que bloquea la sefal de SA, resulta
en la perdida de resistencia para el patdgeno biotrofico Peronospora parasitica,
pero no tiene ningun efecto para el hongo necrotrofico Alternaria brassicicola.

Por el contrario, una mutacién en coil, que bloquea la sefal de JA, compromete
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severamente la resistencia del hongo necrotrofico A. brassicicola, pero no tiene
ningun efecto para P. parasitica (Thomma, et al., 1998b). Estas observaciones
sugieren que la defensa dependiente de SA se activa en presencia de patégenos
biotrofos mientras que la respuesta dependiente de JA y ET se activan contra

patégenos necrotrofos (McDowell and Dangl, 2000).

Los nuevos conocimientos confirman que la activacién de defensa en
las plantas tiene una base compleja que depende de la manifestacién coordinada
de un conjunto de mecanismos de defensa. Estos mecanismos responden a la
expresion o represion de genes cuyos productos participan en las diferentes vias
metabdlicas que participan en la defensa. Pero, la respuesta de una planta a
cualquier estimulo exdégeno o enddgeno nunca es el resultado de la activaciéon de
una Unica ruta de seiializacién hormonal, sino que es la consecuencia de una
compleja red de interacciones entre distintas rutas de sefializacidn. Distintos
estimulos provocan una activacién asimétrica de esas redes sefalizadoras
complejas y el balance final de interacciones entre las mismas es el que
determina las respuestas especificas al estimulo inicial. La célula es capaz de
combinar de distintas formas las mismas rutas hormonales para determinar
respuestas muy distintas a diferentes estimulos. Un ejemplo claro lo constituye
la respuesta de las plantas a patégenos y heridas (Figura 9). Aunque en ambos
casos la planta activa las rutas de sefializacion de acido jasmodnico (JA) y de
etileno (ET), combina estas dos rutas de distintas formas para que las respuestas

finales sean distintas y especificas para cada estimulo.
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Figura: 9 Representacién esquemadtica de la activacidon de respuestas a patogenos y
herida en Arabidopsis dependientes de AtMYC2 y ERF1. Diferentes tipos de estrés, como
la herida (mecdnica o bidtica) o la infeccién por patégenos necrotrofos, inducen la
sintesis y posterior activacion de las rutas de ET y JA. El JA por si solo induce la expresion
de AtMYC2 que es el responsable de la activacidon de genes de respuesta a herida y de la
represion de genes de respuesta a patdgenos. Por otra parte, la cooperacion de las
sefalizaciones de ET y JA a través de la induccién transcripcional de ERF1 da lugar a la
activacion de genes de respuesta a patégenos y a la represion de genes de respuesta a

herida (Lorenzo, et al., 2003, Lorenzo, et al., 2004)

Las vias de seializacidn del SA, JA y ET interactuan extensivamente.
En el caso de patdgenos necrotrofos, por ejemplo, ambas hormonas (ET y JA)
actdan sinérgicamente en la activacidn de la expresidn de genes de defensa
(Penninckx, et al., 1998, Xu, et al., 1994), y los mutantes afectados en la sintesis o
sefializacion de cualquiera de estas dos hormonas son incapaces de inducir estas
respuestas de defensa y son mas susceptibles al ataque de los patdgenos
(Knoester, et al., 1998, Staswick, et al., 1998, Thomma, et al., 1998a, Thomma, et

al., 1999, Vijayan, et al., 1998). La produccién de estas sefales varia
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generalmente en cantidad, composicion y en el momento de accién, dando como
resultado la activacién de un set de genes relacionados con la defensa que
eventualmente determina la naturaleza de la respuesta. (Reymond and Farmer,

1998, Rojo, et al., 2003, Van Oosten, et al., 2004).

La resistencia mediada por genes R esta asociada con la activacion de
vias de sefalizacién del acido salicilico (SA) que lleva a la expresion de
fitoalexinas y proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) entre otros
productos metabdlicos cuya sintesis ocurre de novo en los tejidos afectados. Los
genes R que median la resistencia estan usualmente acompafiados por una
rapida produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS). La produccién de ROS
es requerida para otros componentes de la respuesta, la muerte celular
hipersensible (HR). Dado que las infecciones son eventos que ocurren por lo
general, de manera local, se propuso la existencia de sefiales sistémicas. En un
principio, se identificé al SA como una de estas moléculas sefales (Klessig and
Malamy, 1994 ), pero luego se demostrd que no es una sefial translocada de SAR
(Vernooij, et al., 1994), pero su acumulacidon es esencial para determinar la
resistencia en plantas (Delaney, et al., 1994). Se acumula intercelularmente en
un receptor especifico que se une a la enzima catalasa, por lo que se lo asocia
directamente con la produccidon de ROS. Normalmente la catalasa protege a la
planta contra el estrés oxidativo ejercido por especies reactivas de oxigeno. Sin
embargo, esta actividad de la catalasa es bloqueada por la unién del acido

salicilico (Chen, et al., 1993). Por lo que, alterando la cantidad de acido salicilico
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dentro de la célula, se puede regular el nivel de especies reactivas del oxigeno
como el perdéxido de hidrégeno. Si solamente una pequefa cantidad de acido
salicilico estd presente en la célula, y poco unido a la catalasa, su actividad
permanece alta, manteniendo los niveles de especies reactivas del oxigeno bajo.
Cuando los niveles de SA son altos y la actividad catalasa baja, los niveles de ROS
permanecen altos liberando la sintesis de proteinas PR (Klessig and Malamy,
1994 ). Recientemente, se ha propuesto al H,0, como un componente clave
durante la respuesta hipersensible (Levine, et al., 1994, Tenhaken, et al., 1995),
ya que actla como una molécula seiial, induciendo la expresién de genes. En
soja, el H,0, induce la expresion de genes de enzimas relacionadas con la
defensa como la glutation-S-transferasa (GST) y la glutation peroxidasa (GPx)
(Levine et al., 1994). También se ha demostrado en Arabidopsis que se induce la
expresion de GST y PAL. GST comprende una familia de enzimas involucradas en
procesos de detoxificacion celular después del estrés, incluyendo el estrés
oxidativo (Marrs, 1996),la glutation peroxidasa destruye al H,0, en el ciclo
glutation ascorbato (Foyer, et al., 1997), y PAL o fenilalanina amonio ligasa es

una enzima involucrada en la sintesis de compuestos relacionados a defensa.
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HIPOTESIS

e Lainfeccidon de platas de soja (Glycine max) por Fusarium virguliforme
modifica la expresidn de los genes involucrados en la respuesta de

defensa y puede ser evaluado en infecciones in vitro

OBIJETIVOS

e Ajustar un método de inoculacién e infeccidn de plantas de soja con

Fusarium virguliforme in vitro.

e Mediante la técnica de ADNc-AFLP, detectar, seleccionar y caracterizar los

polimorfismos encontrados en los distintos tratamientos.

e Determinar las secuencias nucleotidicas de los genes con expresién

polimérfica frente al estrés bidtico.

e Validar mediante la técnica de PCR en tiempo real la expresién génica

diferencial encontrada mediante ADNc-AFLP.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron semillas de soja (Glycine max) cultivar Don Mario 4800,
desinfectadas superficialmente. Bajo condiciones de esterilidad, las mismas
fueron pre-germinadas y colocadas cuidadosamente, a través de un orificio, en
cajas de Petri conteniendo medio Hoagland gelificado con Phytagel ™ (SIGMA).
Este medio de cultivo nos asegura el crecimiento autotréfico de las plantas de
soja y la no provision de fuentes de carbono al hongo patdgeno. Se utilizé una
dilucién de Hoagland 1X, ya que fue la 6ptima para el desarrollo y crecimiento de
las plantulas de soja, que llegaron a permanecer en el sistema por al menos 1

mes.

Material Fungico
Se utilizé una cepa de Fusarium virguliforme (Fv), la cual se mantuvo en
medio de cultivo sintético (SNA: Synthetic low nutrient agar, Nirenberg, 1976),

para ser utilizado como inoculo.

Diseiio experimental
Se disefid un sistema experimental in vitro (Bressano, et al., 2009) (Figura

10) que incluyé los siguientes tratamientos:

e Control: plantas sanas.

e Fv: plantas inoculadas con Fusarium virguliforme.
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El sistema se mantuvo en condiciones controladas de luz y temperatura,
y una vez que la planta desarrollé las primeras hojas trifoliadas, se procedié a la
infeccidn con F. virguliforme. Para ello, un taco de agar (de aprox. 1 cm x 1 cm)

con micelio fungico fue asépticamente transferido préximo a la raiz.

Se realizaron dos muestreos a diferentes tiempos postinfeccion. Para ello,
las placas se observaron bajo lupa, considerando como tiempo uno, el momento
en el que el patdégeno entra en contacto con la raiz. El segundo muestreo se llevé

a cabo 48 hs después.

Se tomaron muestras de raices, las cuales fueron conservadas a -809C. Se
eligieron dos zonas de muestreo, una zona adyacente y una zona lejana al lugar
de infeccidn. En la figura 1 se pueden observar las distintas zonas de muestreo y

el sitio de infeccidn con F. virguliforme.
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Raiz lejana

Raiz adyacente

Inéculo: F. virguliforme.

Figura: 10 Sistema experimental in Vitro. Planta de soja creciendo en medio Hoagland

™
I

gelificado con Phytage (SIGMA). La figura muestra el sitio de inoculacién del hongo

patdgeno (Fv) y las zonas de muestreo elegidas. Se tomaron muestras de raiz de una

zona adyacente y de una zona lejana al sitio de infeccion.

Extraccion de RNA

A partir de las muestras de raices se extrajo ARN total mediante el
método de TRIZOL, utilizando materiales libres de RNAasas. Para ello, se
pulverizé 0,1 g de muestra en mortero con aire liquido y se agregdé 1 ml de Trizol.
Se centrifugd a 12.000g durante 10 minutos a 42C. El sobrenadante fue
transferido a un tubo eppendorf nuevo de 1,5 ml e incubados durante 5 minutos
entre 15 a 3092C para permitir la completa disociacién de los complejos

nucleoproteicos. Se agregd 0,2 ml de cloroformo cada 1 ml de TRIZOL, se agité
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vigorosamente por 15 segundos y se incubd 2 a 3 minutos entre 15 a 30°C.
Pasado ese tiempo, se centrifugd nuevamente a 12.000g a 42C y se transfirid la
fase acuosa a un nuevo tubo al cual se le agregoé 0,5 ml de alcohol isopropilico (2-
propanol). Se incubé 10 minutos entre 15 a 30°C y se centrifugd durante 10
minutos a 12.000g a 429C. Al pellet se le agregd 1,5 ml de etanol 75% y se
centrifugd a 7.500g durante 5 minutos. Finalmente, el pellet se resuspendid en
30 ul de agua tratada con DEPC y se incubd durante 10 minutos a 552C. El RNA

extraido se mantuvo a -80°C hasta su utilizacion.

Las muestras de RNA fueron corridas en gel desnaturalizante de agarosa

al 1,2% para comprobar su integridad.

Se realizo un tratamiento con DNAasas con el fin de eliminar restos de
ADN de las muestras de ARN mediante columnas del kit RNAeasy, segun
protocolo del producto. La eliminacién de ADN contaminante se comprobé
mediante reacciones de PCR del ARN extraido.

Polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados a partir de ADNc
(ADNc-AFLP)

Con el objetivo de estudiar los genes cuya transcripcién se activa o se
reprime frente a la infeccidon de Fv, se realizé la técnica de polimorfismos de
longitud de fragmentos a partir de ADN copia (ADNc-AFLP: Amplified Fragment
Length Polymorphism a partir de ADNc). Dicho estudio fue llevado a cabo en

Brasil, en el Laboratorio de Genética Molecular del Departamento de
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Entomologia, Fitopatologia y Zoologia Agricola-Escuela Superior de Agricultura

Luiz de Queiroz, bajo la direccién del Dr. Luis Eduardo Aranha Camargo.

La Técnica de ADNc-AFLP consiste en la combinacidn de los métodos de
RT-PCR, PCR y andlisis de fragmentos de restricciéon, con el fin de detectar
polimorfismos debidos a modificaciones en la expresién de genes. Este cambio

se percibe como un patrdn diferente en nimero de bandas generadas.

Este analisis consiste en 4 pasos:

1. Sintesis de ADN copia usando ARN total y un oligonucledtido
poliT.

2. Produccion de un molde inicial mediante digestién con dos
enzimas de restriccién y posterior ligamiento de adaptadores.

3. Pre-amplificacion utilizando cebadores correspondientes a los
adaptadores

4. Amplificacion selectiva de los fragmentos de restriccidn con
cebadores extendidos en 1 o mas bases especificas. El resultado

final se observa con tincidn con plata en geles de poliacrilamida.

PCR reverso (RT-PCR) Sintesis de ADN copia usando ARN total
Para generar la primera hebra de ADN copia a partir del ARN extraido se
utilizdé el RT PCR KIT IMPROM —PROMEGA. Se utiliz6 1 ug de ARN de cada

muestra problema.
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Para verificar la reaccidn de la reverso transcriptasa se procedid a generar
un juego de cebadores a partir de un exén de la secuencia de la enzima

antioxidante Catalasa, el cual genera un amplicon de 427 pb (Tabla 1).

Nombre Secuencia (5°-3")
CAT exodn 3 up-5’ GTC CGC GAT GGC CTCAAGTT
CAT exon 3 low-3’ GGG GGT CAA AGT CAAGCCTGTC

Tabla: 1 Cebadores especificos para CAT.

Digestion y Ligacion de Adaptadores
Para generar la segunda hebra de ADN copia se utilizaron 10 pl de ADNc
hebra simple de cada muestra problema, posteriormente se llevé a cabo una

digestion con enzimas de restriccion y se ligaron los adaptadores.

Se utilizaron enzimas de restriccion de corte frecuente (Msel) y de corte

raro (Hindlll y EcoRI) combinadas de la siguiente manera:

. Msel y Hindlll

° Msel y EcoRlI

Para la Ligacidn se utilizaron los siguientes adaptadores (Tabla 2):
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Nombre Secuencia (5°-3°)

Mse |

Adaptador 1 GAC GAT GAG TCCTGA G
Adaptador 2 TAC TCA GGA CTC AT
EcoR|

Adaptador 1 CTC GTAGACTGC GTA CC
Adaptador 2 AAT TGG TAC GCA GTC TAC
Hind lll

Adaptador 1 CTC GTAGACTGCGTACC
Adaptador 2 AGC TGG TAC GCA GTCTAC

Tabla: 2 Juegos de adaptadores especificos utilizados para cada enzima de restriccion.

Pre-amplificacidon y amplificacion selectiva

Inicialmente se amplificd el ADNc utilizando cebadores correspondientes
a los adaptadores ligados con anterioridad. Luego se realizé una amplificacién
selectiva colocando cebadores con 1, 2 y 3 bases extras en el extremo 3’, lo que
permite restringir ampliamente el niumero de amplicones generados. Los

programas utilizados fueron los siguientes:

Programa de pre-amplificacion:

° 942C 2 minutos
° 942C 1 minuto
° 562C 1 minuto 26 ciclos
° 729C 1 minuto
° 72°C 5 minutos
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Programa de amplificacion selectiva:

° 942C 2 minutos

° 94°C 30 seg.

° 652C 30 seg. 13 ciclos
° 729C 1 minuto

° 94°C 30 seg.

° 562C 30 seg. 23 ciclos
° 72°C 1 minuto
° 72°C 5 minutos

Geles de poliacrilamida
Las muestras se corrieron en geles de poliacrilamida, y fueron reveladas
con nitrato de plata 0,2%. Alli se reconocieron los fragmentos de los genes cuya

expresion aparentemente se modifica (induce o reprime) frente al patégeno.

De estos posibles genes con modificaciones en su expresion se selecciond
el fragmento 67, cuyo comportamiento fue claramente diferencial. Una vez
seleccionadas las bandas polimorficas, las mismas fueron secuenciadas en el
Laboratorio a cargo del Dr. Luis Eduardo Aranha Camargo'. A partir de la
secuencia 67 obtenida, se disefid un juego de cebadores especificos (tabla 3)
para validar los resultados mediante PCR en tiempo real. Las propiedades de los
cebadores se calcularon con la herramienta de Internet Oligo Calc:
Oligonucleotide Properties Calculador

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).

! Lab. del Dr. Luis Eduardo Aranha Camargo, Departamento de Biologia, Escuela Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz (Esalq) de la Universidad de Séo Paulo (USP)
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Nombre Orientacién Secuencia (5°-3") Amplicon

(pb)
Left Primer
AGAGTTGAAGGGATTTGAAC
Primer 67 Right Primer 127
GCTGATGTATCCAAGAGTG
Left Primer
CTGTAACAAAATGGATGCTA
Factor de 106

Elong. 1a Right Primer
GTCAGGGTTGTATCCTACTT

Tabla: 3 Secuencias de cebadores especificos disefiados para llevar validar los resultados

por PCR en tiempo real.

PCR en tiempo real

Para realizar los ensayos de PCR en tiempo real se siguié el protocolo del
Kit de Invitrogen “EXPRESS One-Step SYBRR GreenER™ “, usando EXPRESS SYBRR
GreenER™ gPCR SuperMix Universal, EXPRESS SuperScriptR Mix for One-Step
SYBRR GreenER, 0.1 ug de molde de RNA y 0.2 uM de Cebadores especificos.
Ademas, para cada muestra se corrieron reacciones con el cebador especifico
para el Factor de Elongacion 1a, el cual fue usado como gen calibrador, para
asegurar que la expresion diferencial no fue debida a diferente cantidad de

molde inicial de RNA.

El experimento fue llevado a cabo en un termociclador Rotor Gene 6000.

El programa utilizado fue el siguiente:
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° 532C 5 min
° 952C 2 min
° 952C 15 seg

° 532C 60 seg 45 ciclos
. 74°C 10 seg @)
. Curva de melting

RACE (Rapida Amplificacion de los Extremos de ADNc)

Dada la corta extension de la frecuencia de fragmento 67, no fue posible
determinar su identidad por comparacion de secuencias en los bancos de datos.
Por esta razén se decidié generar un fragmento mayor del transcripto mediante
la técnica de 5° RACE (Nature Methods, 2005, Schramm, et al., 2000). Esta
técnica utiliza la enzima reverso transcriptasa, el RNA extraido y un cebador
universal poli T que contiene en el extremo 5° una secuencia al azar. Este
cebador hibrida en la secuencia poli A de los RNA mensajeros y a partir de alli,
mediante la enzima reverso transcriptasa, se genera una hebra de ADN copia,
gue serd amplificada mediante el uso de los cebadores especificos de cada gen
buscado y un cebador que reconoce la secuencia agregada a la cola poli T (Tabla

4).

Nombre Secuencia (5°-3)
Poli T+ cola 5 TATAGGCCATCGAGGCC(T)y0
Cola 5’ TATAGGCCATCGAGGCC

Tabla: 4 Cebadores especificos utilizados para la técnica RACE.

Inicialmente, la reaccidon se llevo a cabo en un volumen de 50 ul

conteniendo Buffer colorless con Cl,Mg 1X y 1.5 mM respectivamente, dNTPs
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(0.25 mM), Cebadores (0.2 uM), ADN (1ul) y 1 U. de la Enzima Polimerasa. El
programa empleado fue:

° 94°C 5 min

° 94°C 30 seg

. 532C 30seg 35 ciclos

° 72°C 2 min

° 72°C 15 min
° 4°C 48 hs

Preparacion de Muestras para Secuenciar

Las muestras fueron corridas en geles preparativos de agarosa al 2%, y
luego fueron tefidas durante 30 min en SYBR Green®. Las bandas fueros
extraidas del gel con ayuda de un transiluminador Quantity One®. Las mismas

fueron purificadas siguiendo el protocolo de purificacion del kit comercial GFX.

El producto obtenido después de la purificacién se cuantifico por

espectrofotometria (NanoDrop ND-1000°).

Clonado de secuencias

Las secuencias amplificadas por RACE fueron clonadas en el plasmido
vector, el pCR®4-TOPO®, gue permite clonar directamente productos generados
por PCR. Para ello se uso el kit de invitrogen TOPO TA Cloning® Kit for
Sequencing, siguiendo el protocolo del fabricante. Se usaron células electro-
competentes One Shot” TOP10 Electrocomp” E. coli de Invitrogen. Una vez
transformadas las mismas se hicieron crecer en medio selectivo LB

suplementado con Ampicilina (100 pg/ml).
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El andlisis de los transformantes positivos, se realizdé mediante una
reaccion PCR a partir de colonia, usando los cebadores M13 Forward y M13

Reverse (tabla 5).

Nombre Secuencia
M13 Forward 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’
M13 Reverse 5"-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

Tabla: 5 Cebadores M13 especificos para amplificar transformantes positivos por PCR.

Se seleccionaron los clones que presentaron un inserto superior al
esperado en el vector autoligado. Las colonias seleccionadas fueron repicadas en
medio liquido LB + Ampicilina. A los cultivos con 16 hs de crecimiento a 379C se
los centrifugd a 3000 rpm por 20 minutos. El plasmido fue purificado siguiendo el
protocolo de Fermentas (“GenelET™ Plasmad Miniprep”); se midié la
concentraciéon en NanoDrop ND-1000® vy se llevo a cabo una digestion con la
enzima EcoRl (1U de enzima/1 pug de DNA) para verificar los clones positivos. Las
digestiones fueron corridas en geles de agarosa al 1%. En la Figura 11 se pueden

observar los sitios de corte de la enzima EcoRI.
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5
2 pCR'4-TOPO’
4.0 kb

Figura: 11 El mapa muestra las caracteristicas de la PCR ® 4-TOPO ® y la secuencia que
rodea el sitio ® TOPO Cloning. Se pueden observar los sitios de restriccion de la enzima

EcoRl.

Andlisis de secuencias

Las secuencias nucleotidicas de los clones generados fue determinada
usando los servicios de la empresa Macrogene. Todas las secuencias
nucleotidicas obtenidas se procesaron con los programas Chromas lite 2.01 y
SeqMan Pro (DNASTAR lasergene version 8.0.2). La identificaciéon molecular de la
secuencia consenso se realizo usando el programa MegaBlastn de la herramienta
BLAST (Basic Local  Alignment Search Tool) del Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).
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RESULTADOS
Toma de muestra

Las muestras de raices fueron tomadas luego de la observacion de las
placas bajo lupa. La figura 12 muestra el tiempo 1 en el cual, el hongo (Fv), entra
en contacto con la raiz de las plantas de soja. En este tiempo, se tomaron
muestras tanto de raices adyacentes como lejanas al sitio de infeccién

(denominados como RA Fv T1 y RL Fv T2 respectivamente).

Fusarium virguliforme

Raiz Planta de soja

Figura: 12 El circulo indica la zona en la que el hongo patédgeno (Fusarium virguliforme)
entra en contacto con las raices de soja. A este momento se lo considerd como tiempo

1. Se tomaron muestras de raices adyacentes y lejanas al sitio de infeccidn.
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En la figura 13 se puede observar a Fv luego de 48hs de entrar en
contacto con las raices de soja. Se consideré a este muestreo como el tiempo 2,y

se identificd a las muestras como RA Fv T2 y RL Fv T2 segun la zona muestreada.

También se tomaron muestras de plantas controles sin inocular con Fv.

Se hizo extraccidon de RNA a todas las muestras.

Figura: 13 La figura muestra al hongo patégeno (Fusarium virguliforme) luego de 48 hs
de haber entrado en contacto con las raices de soja. A este momento se lo consideré

como tiempo 2. Se tomaron muestras de raices adyacentes y lejanas al sitio de infeccién.

56

Universidad Internacional de Andalucia, 2012



Extraccion de RNA

Mediante el método del Trizol y luego de la eliminacion del ADN
contaminante pudo obtenerse de a 0.04-0.2 ug/ul de ARN total. La integridad
del material extraido fue evaluada mediante electroforesis en geles de agarosa
desnaturalizante (Figura 14). Ademds, se hizo una estimacion visual y se
comprobd que la relacion de RNA ribosémico 25s/18s fue de aproximadamente 1
para todas las muestras. La pureza se evalud en base a la relacién Ajso/280 que en

todos los casos se mantuvo entre 1.8-2.0.

Mare 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10

4 25s
<] 18s

Figura: 14 Muestras de ARN de raices cultivadas in vitro en un gel desnaturalizante de

agarosa 1.2%
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Polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados a partir de ADNc
(ADNc-AFLP)

PCR reverso (RT-PCR) Sintesis de ADN copia usando ARN total
Se comprobé la generacién de cDNA mediante una reaccién de PCR, para
amplificar un fragmento de 427 pb, correspondiente a un exén de la enzima

antioxidante Catalasa (Figura 15).

Marc (#) Kn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 -RT -PCR

Figura: 15 Gel de agarosa 1% confirmando la amplificacién del gen CAT como
comprobacién de la reaccidon RT-PCR. (+): Control positivo, Kn: kanamicina, positivo RT,
1-10: muestras problema, -RT: reaccidn negativa RT, -PCR: negativo. La flecha sefiala las

bandas generadas, cuyo tamafio es de 427pb.
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Andlisis de geles de poliacrilamida

Los productos de la amplificacidn selectiva obtenidos mediante la técnica
de ADNc-AFLP que fueron separados en geles de poliacrilamida al 6% (Figura 16),
fueron analizadas cuidadosamente, con la ayuda de un transiluminador de luz
blanca. Alli se reconocieron los fragmentos polimérficos, eventualmente
pertenecientes a genes con expresion diferencial, ya sea por activacion o
supresion, para los tratamientos control e inoculado con Fv, a las 24 y 48hs post-

inoculacidén con el patdgeno.

Comb1 Comb2 Comb3 Comb4

Figura: 16 Gel de poliacrilamida en donde se muestran 4 combinaciones de cebadores
especificos. La figura ampliada muestra en detalle y a modo de ejemplo, un
polimorfismo diferencial encontrado, donde (-): negativo; C: control 1A: raiz adyacente
inoculada con Fv tiempo uno; 1L: raiz lejana inoculada con Fv tiempo uno; 2A: raiz

adyacente inoculada con Fv tiempo dos; 2 L: raiz lejana inoculada con Fv tiempo dos.

De los 75 polimorfismos encontrados segun las distintas combinaciones

de cebadores utilizados durante la técnica cDNA-AFLP, se selecciond uno, el
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denominado fragmento 67, cuya expresion se vio claramente modificada durante

la interaccion con el patégeno.

El fragmento 67 fue eluido del gel como se indica en materiales y métodos y la
secuencia nucleotidica de ambas cadenas fue determinada. Los datos obtenidos
fueron procesados con los programas Chromas lite 2.01 y SeqMan Pro (DNASTAR
lasergene versidn 8.0.2), para determinar el consenso de las cadenas sentido y

antisentido.

Disefio de los cebadores para validacion por PCR en tiempo real de la expresion
diferencial del fragmento 67

En base a pardmetros estandares para PCR, se definieron dos cebadores internos
a la secuencia determinada para el fragmento 67. La tabla 6 muestra la secuencia
de 127pb del fragmento 67 y en rojo, las secuencias de los cebadores disefiados

para su amplificacion en experimentos de PCR en tiempo real.

AAGAGTTGAAGGGATTTGAACTTGATTCCCTAGGCATTGCGAGTCAAAATTTTC
Consenso
TCTATGGCCTCAGCAGTTTTCACAGGGACAGTGGATTTCTCCACCACAATCTTGT
67
CACTCTTGGATACATCAGCAATCATGCGTGCTGCACTCTCCCAGTACGT

Tabla: 6 Secuencia consenso del fragmento 67. En rojo pueden observarse los sitios de
unién de los cebadores especificos disefiados para validar el resultado por PCR en

tiempo real.
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Niveles de expresion relativa del fragmento 67
Para calcular los cambios en la expresion de los genes encontrados, se

usé el método 27447

, que supone una eficiencia de reacciéon de PCR dptima e
idéntica (del 100%) tanto para el gen de interés como para el gen de referencia.
En este trabajo, se calculé la eficiencia de reaccidn para los diferentes cebadores,

y se comprobd que, tanto el cebador 67 como el Factor de Elongacion 1aq,

mostraron la misma eficiencia.

En los ensayos de PCR en tiempo real, cuando se evalué el nivel de expresiéon
relativa (Figura 17 y 18), se pudo observar que, cuando Fv entraba en contacto
con la raiz (tiempo 1), el gen representado por el fragmento 67 incrementaba
161% su expresion en la zona adyacente al sitio de infeccién en relacién al
control sin inocular. También se observé un incremento en la expresién del
mismo gen para la zona de raiz lejana a este punto (RL Fv T1) aunque en menor
medida (41%) (Figura 17).

Sin embargo, a las 48 hs post-infecciéon (tiempo 2), la expresion del mismo gen se
vio disminuida un 64% para las zonas adyacentes (RA Fv T2), mientras que para
las zonas lejanas al punto de infeccidon (RL Fv T2) esta disminucién fue menor,
disminuyendo solo un 15% en relacién al control (Figura 18). La siguiente tabla
muestra la expresion relativa para cada tratamiento medida en porcentajes

respecto al control (tabla 7).

61

Universidad Internacional de Andalucia, 2012



Tratamientos Concentracion Expresidn Relativa al control

Relativa (%)

Control 67 1 0
RAFvT1 2,61 161
RLFvT1 1,41 41
RAFv T2 0,36 -64
RLFv T2 0,85 -15

Tabla: 7 La tabla muestra las concentraciones relativas para cada tratamiento y los
niveles de expresién relativos al control (medidos como porcentaje).

Expresion Relativa Gen 67
Tiempo 1

/ 261

ﬁ
1,41 » Tratamiento
r ’—1— control 67

Concentracion Relativa
=
(#)]

SV BNV

RAFvTI RLFvT1

Figura: 17 El grafico representa los niveles de expresion relativa para el gen 67, en el
momento que el hongo entra en contacto con la raiz (tiempo 1). RA Fv T1: Raiz
Adyacente, inoculado con Fusarium virguliforme, Tiempo 1. RL Fv T1: Raiz Lejana al sitio

de infeccién, inoculada con Fv, Tiempo 1.
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Expresion Relativa Gen 67
Tiempo 2

]

0,9 -
0,8 -
0,7
0,6 -
0,5 -
04 -
03 -
02 -
0,1 -

= Tratamiento

L | control 67

Concentracion Relativa

||
1

|

RAFvT2 RL Fv T2

Figura: 18 El grafico representa los niveles de expresion relativa para el gen 67, a las 48
horas post infeccién (tiempo 2). RA Fv T2: Raiz Adyacente, inoculado con Fusarium
virguliforme, Tiempo 2. RL Fv T2: Raiz Lejana al sitio de infeccidn, inoculada con Fv,

Tiempo 2.

Luego de realizada la reaccién de PCR en tiempo real, las muestras fueron
corridas en gel de agarosa, donde se comprobd el tamano de fragmento
amplificado (127 pb). El orden de siembra fue el siguiente: C: Control (sin
inocular), 1: Raiz adyacente inoculada con Fv tiempo 1 (RA Fv T1), 2: Raiz
adyacente inoculada con Fv tiempo 2 (RA Fv T2), 3: Raiz lejana inoculada con Fv
tiempo 1 (RL Fv T1) y 4: Raiz lejana inoculada con Fv tiempo 2 (RL Fv T2) (Figura

19).
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1 2 3 4 Marc

< 127pb

Figura: 19 Gel de agarosa 2%. 1: Raiz adyacente inoculada con Fv tiempo 1 (RA Fv T1), 2:
Raiz adyacente inoculada con Fv tiempo 2 (RA Fv T2), 3: Raiz lejana inoculada con Fv
tiempo 1 (RL Fv T1) y 4: Raiz lejana inoculada con Fv tiempo 2 (RL Fv T2). La flecha indica

el tamafio del amplicén.

RACE (Rapida Ampilificacion de los Extremos de ADNc)

La primera cadena de cDNA fue sintetizada usando el cebador poliT + cola
5°, como se describié previamente. Luego, la segunda reaccién de PCR, fue
llevada a cabo con el cebador especifico que hibrida con la regién de la cola 5" y
el cebador 67R (ver tabla 4 y 3 respectivamente) disefiado para las reacciones de
PCR en tiempo real. De esta manera se obtuvo un fragmento de 1400pb, un

tamafio mayor al obtenido por PCR en tiempo real (Figura 20).
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Marc 67R+cola 5”

700pb
500pb

300pb

Figura: 20 Gel de agarosa 2%. La flecha muestra la banda amplificada a partir de los

cebadores cola 5"y 67R, la cual muestra un tamafo aproximado de 1400pb.

Clonado del Fragmento

La secuencia 67 amplificada fue clonada en el plasmido vector pCR"4-
TOPO’. Se analizaron los transformantes positivos mediante PCR a partir de
colonia y se seleccionaron los clones 67.1, 67.5, 67.8 y 67.10 para su posterior

analisis.

Los clones seleccionados, se digirieron con la enzima EcoRI. Después de
realizado el gel de agarosa, se observaron bandas cuyo tamafio fue préximo a
1400 pb. Se tomaron como positivos los clones 67.1 y 67.8. Los mismos fueron

mantenidos en glicerol a -802C.
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Identificacion molecular de la secuencia 67

Los clones con el fragmento adecuado fueron enviados a secuenciar a la
empresa Coreana Macrogene. Una vez obtenida la secuencia 67, se analizé la
misma mediante la herramienta Chromas lite 2.01 y SeqMan Pro (DNASTAR

lasergene version 8.0.2) y se obtuvo la siguiente secuencia consenso:

ACATGATTACGCCAGCTCAGAATTAACCCTCACTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTA
AACGAATTCGCCCTTGCTGATGTATCCAAGAGTGACAAGATTGTGGTGGAGAAATCC
ACTGTCCCTGTGAAAACTGCTGAGGCCATAGAGAAGATTTTGACTCACAATGGAAAG
GGAATCAAGTTCCAAATCCTTTCAAACCCTGAATTCCTTGCTGAGGGAACTGCAATCC
AAGATCTTTTCAACCCGGATCGAGTCCTAATTGGAGGCAGGGAGACCCCAGAAGGCC
AAAAAGCAATTCAAACATTGAAAAATGTGTATGCTCATTGGGTTCCTGAGAAGAAAA
TTCTAACCACAAACCTCTGGTCTGCTGAGCTATCCAAGCTTGCTGCTAATGCCTTTTTG

Secuencia GCACAGAGAATTTCATCTGTGAATGCTATGTCAGCACTTTGTGAGGCCACTGGGGCA

consenso AATGTCACACAAGTTTCCTATGCTGTTGGCACAGACACAAGGATTGGACCGAAATTCC

del gen 67 TCAATGCTAGTGTTGGTTTTGGTGGATCCTGCTTCCAGAAGGATATCTTGAACCTTGTC
TACATCTGTGAATGTAATGGCCTTCCAGAGGTGGCTGAGTACTGGAAACAAGTGATC
AAGGTCAATGATTACCAGAAGAGCCGGTTCGTGAACCGCGTGGTTTCGTCAATGTTTA
ACACTGTTGCAACCAAAAAGATAGCAATTCTTGGGTTTGCATTCAAGAAGGACACTG
GTGACACAAAGGGAGACACCAGCCATTGATGTGTGCAAGGGACTACTCGGCGACAA
GGCGCGCCTAAGCATATATGATCCACAGGTCACTGAGGACCAATTCAGAGGGATTTA
TGGATGAACAGTTTGATTGGGACACCCTATTCACTTGCAGCCACTAGTCCTACACTGA
GAAGAAAGTTAGTGTGTTGG

Tabla: 8 Secuencia consenso obtenida para el gen 67.

Se analizd la secuencia en el programa MegaBlastn de la herramienta
BLAST  (Basic Local Alignment Search Tool) del Genbank (

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi ), en la tabla 9 se resumen las
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principales secuencias con las que presentdé similitud la secuencia consenso 67.

En la figura 21 se muestra el alineamiento multiple de las secuencias

nucleotidicas obtenidas en el Genbank y la secuencia 67.

Accession Description Max Total Query Evalue Max
score score coverage ident

AK286096.1 Glycine max c¢DNA, clone: 1552 1552 92% 0.0 98%
GMFLO1-21-N19

BT099482.1 Soybean clone JCVI-FLGm- 1546 1546 92% 0.0 98%
26P24 unknown mRNA

AK287356.1 Glycine max cDNA, clone: 1280 1280 89% 0.0 94%
GMFLO1-51-D20

U53418.1 Glycine max  UDP-glucose 929 929 92% 0.0 86%
dehydrogenase MRNA,
complete cds

BT095417.1 Soybean clone JCVI-FLGm- 913 913 92% 0.0 85%
25K19 unknown mRNA

AK285878.1 Glycine max cDNA, clone: 863 863 50% 0.0 99%

GMFLO1-17-N18

Tabla: 9 Secuencias del Genbank con las cuales el consenso 67 presento similitud, segin

el programa blastn.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=210143314&dopt=GenBank&RID=S89HMMAY01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=S89HMMAY01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#210143314#210143314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=255648376&dopt=GenBank&RID=S89HMMAY01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=S89HMMAY01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#255648376#255648376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=210144574&dopt=GenBank&RID=S89HMMAY01S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=S89HMMAY01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#210144574#210144574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1518539&dopt=GenBank&RID=S89HMMAY01S&log$=nucltop&blast_rank=4
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=S89HMMAY01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#1518539#1518539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=255638732&dopt=GenBank&RID=S89HMMAY01S&log$=nucltop&blast_rank=5
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=S89HMMAY01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#255638732#255638732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=210143096&dopt=GenBank&RID=S89HMMAY01S&log$=nucltop&blast_rank=6
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=S89HMMAY01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#210143096#210143096

33 an 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

1 |

AK286036 TGGAGCCGGARAGGCTGCAGATTTGACTTACTGGGAGAGTGCAGCACGCATGATTGCTGATGTCTCCARGAGTGACARGATTGTGETGGAGARRTCCACTGTCCCTGTGARRRCTGCTGAGGCCATAGAG
67 AGGGACTAGTC---CTGCAGGTTTAA---AC----- GARTTC-GCCC---—-- TTGCTGATGTATCCARGAGTGACARGATTGTGGTGGAGARATCCACTGTCCCTGTGARARCTECTGAGGCCATAGAG
BT099482 TGGAGCCGGAAAGGCTGCAGATTTGACTTACTGGGAGAGTGCAGCACGCATGATTGCTGATGTCTCCARGAGTGACARGATTGTGETGGAGARRTCCACTGTCCCTGTGARRACTGCTGAGGCCATAGAG
GHU53418  TGGAGCTGGCARAGCAGCAGATTTGACATATTGGGAGAGTGCAGCTCGCATGATTGCTGATGTCTCGARGTC TGACARGATCGTGETGGAGARRTCCACAGTCCCTGTCARRRCTGCTGARGCCATAGAG
AK287356 ARAGATTGTGGTGGEAGARATCCACTGTCCCTG--ARAACTRCTGAGGCCATAGAG
BT095417 TGGAGCCGGARAGGCTGCAGATTTGACTTACTGGGAGAGTGCAGCACGCATGATTGCTGATGTCTCCARGAGTGACARGATTGTGETGGAGARRTCCACTGTCCCTGTGARRRCTGCTGAGGCCATAGAG
AK285878 TGGAGCCGGARAGGCTGCAGATTTGACTTACTGGGAGAGTGCAGCACGCATGATTGCTGATRTCTCCARGAGTGACARGATTGTGETGGAGARRTCCACTGTCCCTGTGARRRCTGCTGAGGCCATAGAG
C 4 tgcagabblgacttact L tgabbgctgatptot t.gacARGATTGTGETGGAGARRTCCACTGTCCCTGEzARARCTGC TGAGGCCATAGAG
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AK286036  RAAGATTTTGACTCACARTGGARAGGGARTCARGTTCCARATCCTTTCARACCCTGART TCCTTGCTGAGGGARCTGCARTCCARGATCTTTTCARCCCGGATCGAGTCC TARTTGGAGGCAGGGAGACCE
67 ARGATTTTGACTCACARTGGARAGGGRATCARGTTCCARRTCCTTTCARACCCTGARTTCCTTGCTGAGGGARCTGCARTCCARGATCTTTTCARCCCGGATCGAGTCCTARTTGEAGGCAGGGAGACCT
BT099482 RAGATTTTGACTCACARTGGARAGGGARTCARGTTCCARATCCTTTCARACCCTGARTTCCTTGCTGAGGGARCTGCARTCCARGATCTTTTCARCCCGGATCGAGTCCTARTTGGAGGCAGGGAGACCE
GHU53418 AAGATTCTGACCCACARTAGCARGGGARTCARATTCCAGATTCTATCARACCCTGARTTCCTTGCAGAGGGARCTGCARTCARAGATCTCTTTARCCCAGACCGTGTTCTTATTGGAGGCAGGGARACCE
AK287356 AARATTTTGACTCACARTGGCARGGGARTCARGTTCCARATCCTTTCARACCCTGARTTCCTTGCTGAGGGARCTGCARTCCARGATCTTTTCARTCCGGACCGTGTCCTCATTGGAGGCAGGGAGACCE
BT095417 RAGATTTTGACTCACARTGGARAGGGAATCARGTTCCARATCCTTTCARACCCTGARTTCCTTRCTGAGGGARCTGCARTCCARGATCTTTTCARCCCGGATCGAGTCC TARTTGGAGGCAGGGAGACCE
AK285878 AAGATTTTGACTCACARTGGARAGGGARTCARGTTCCARATCCTTTCARACCCTGARTTCCTTGCTGAGGGARCTGCARTCCARGATCTTTTCARCCCGGATCGAGTCCTARTTGGAGGCAGGGAGACCE
Consensus  ARgATTTTGACTCACARTGGaAAGGGAATCARGTTCCARATCCTTTCARACCCTGARTTCCTTGCTGAGGGARCTGCARTCCARGATCTTTTCARCCCGGAECGaGTCCTAATTREAGGCAGGGAGACCE

651 660 670 680 630 00 Ho 20 730 140 50 760 770 780

1 !

AK286036 CAGARGGCCARRARGCARTTCARACATTGARARATGTGTATGCTCATTGGGTTCCTGAGARGARRATTCTARCCACARACCTCTGGTCTGCTGAGCTATCCARGCTTGCTGCTARTGCCTTTTTGGCACA
67 CAGARGGCCARARAGCAATTCRARRCATTGAARAATGTGTATGCTCATTGGGTTCCTGAGARGARAATTCTARCCACARRCCTCTGGTCTGCTGAGCTATCCARGCTTGCTRCTARTGCCTTTTTGGCACA
BT099482 CAGARGGCCAARARGCARTTCARACATTGARARATGTGTATGCTCATTGGGTTCCTGAGAAGARRATTCTARCCACARACCGCTGETCTGCTGAGCTATCCARGCTTGCTGCTARTGCCTTTTTGGCACA
GHU53418 CAGAGGGCCARARAGCTATTCARACATTGARGGATGTTTATGCTCARTGGGTCCCCGARGARAGAATACTGACCACARATCTTTGETCGGCAGRACTGTCTARGCTTGCTGCTARTGCCTTCTTAGCACA
AK287356 CAGARGGCCAARARGCCATTCARACATTGARGGATGTATATGCTCATTGGGTTCCTGAGGGAAGAATCCTARCCACARACCTGTGETCTGCTGAACTGTCCARGCTTGCTGCTARTGCCTTCTTGGCACA
BT095417 CAGARGGCCAARARGCARTTCARACATTGARARATGTGTATGCTCATTGGGTTCCTGAGARGARAATTCTARCCACARACCTCTGETCTGCTGAGCTATCCARGCTTGCTGCTARTGCCTTTTTGGCACA
AK285878 CAGARAGGCCAARARGCARTTCARACATTGARARATGTGTATGCTCATTGGGTTCCTGAGAAGARAATTCTARCCACARACCTCTGETCTGCTGAGC TATCCARGCTTGCTGCTARTGCCTTTTTGGCACA
Consensus  CAGARGGCCARARAGCaATTCARACATTGARaaATGT2TATGCTCATTGGGTTCCTGAGaagAaAATLCTARCCACARACCTeTGRTCTGCTGALCTaTCCARGCTTGCTGCTARTGCCTTETTGECACA

81 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 300 10

1 1

AK286086 GRAGARATTTCATCTGTGARTGCTATGTCAGCACTTTGTGAGGCCACTGGGGCAARTGTCACACARGTTTCCTATGCTGTTGECACAGACACARGGATTGGACCGARATTCCTCAATGCTAGTGTTGRTTTT
67 GAGARTTTCATCTGTGAATGCTATGTCAGCACTTTGTGAGGCCACTGGGGCARATGTCACACARGTTTCCTATGCTGT TGGCACAGACACARGGATTGGACCGARRTTCCTCARTRCTAGTGTTGGTTTT
BT099482 GRAGARTTTCATCTGTGARTGCTATGTCAGCACTTTGTGRGGCCATTGGGEGCARRTGTCACACARGTTTCCTATGCTGTTGECACAGACACARGGATTGGACCGARATTCCTCARTGCTAGTGTTGGTTTT
GHU53418 ARGGATTTCATCTGTCARTGCCATGTCAGCACTTTGTGRGGCTACTGGEGCARRCGTTCARCAGGTGTCCTATTCTGTTGETACAGACTCARGGATTGGACCCARGTTTCTCAATGCCAGTGTTGGTTTT
AK287356 GRAGARTTTCATCTGTGARTGCTATGTCAGCACTTTGTGRGGCCACTGGEGCARRTGTCACACARGTGTCCTATGCTGTTGECACTGACACARGGATTGGACCARAGTTCCTGRATTCTAGTGTTGGTTTT
BT095417 GRGARTTTCATCTGTGARTGCTATGTCAGCACTTTGTGAGGCCACTGGGGCAARTGTCACACARGTTTCCTATGCTGTTGGCACAGACACARGGATTGGACCGARATTCCTCAATGCTAGTGTTGGTTTT
AK285878 GRAGARTTTCATCTGTGARTGCTATGTCAGCACTTTGTGRGGCCACTGGGGCARRTGTCACACARGTTTCCTATGCTGTTGECACAGACACARGGATTGGACCGARATTCCTCARTGCTAGTGTTGGTTTT
Consensus  GAGARTTTCATCTGTGARTGCTATGTCAGCACTTTGTGAGGCCACTGGGGCARATGTCACACARGTE TCCTATGC TGTTGECACaGACACARGEAT TGEACCeARATTCCTCARTECTAGTGTTGETTTT

. 520 930 940 950 960 970 980 930 1000 1010 1020 1030 1040

1 |
AK286096 GGTGGATCCTGCTTCCAGARGGACATCTTGARCCTTGTCTACATCTRTGAATGTARTGGCCTTCCAGAGGTGGCTGAGTACTGEARACAAGTGATCARGGTCARTGATTATCAGAAGRGCCGGTTCGTGA
67 GGTGGATCCTGCTTCCAGARGGATATCTTGARCCTTGTCTACATCTGTGARTGTAATGECCTTCCAGAGGTGGCTGAGTACTGGARACAAGTGATCAAGGTCARTGATTACCAGARGAGCCGRTTCGTGA
BT099482 GGTGGATCCTGCTTCCAGARGGATATCTTGARCCTTGTCTACATCTRTGAATGTARTGGCCTTCCAGAGGTGGCTGAGTACTGEARACAAGTGATCARGGTCARTGATTATCAGAAGRGCCGGTTCGTGA
GHU53418 GGTGGATCCTGCTTCCAGARGGATATCTTGARCCTTGTTTACATCTRTGAGTGCARTGGCCTTCCAGAGGTGGCTGAGTATTGEARACAAGTGATCARGATCARTGATTATCAGAAGRGCCGATTTGTGA
AK287356 GGTGGCTCCTGCTTCCAGARGGACATCTTGARCCTTGTCTACATCTATGAGTGTARTGGCCTGCCAGAGGTGGCTGAGTACTGEARACAAGTGATCARGATCARTGATTATCAGAAGRGCCGGTTCGTGA
BT095417 GGT
AK285878 GGT
C GGTgg,boctgett abcttgaaccbbgl bacatcbgbga, by, aabggect  ccagaggtopcbpagta, bygaaacaagbpatcaag, boaatgatba, cagaagageeg. Eb . ghea

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

| |
AK286096 ACCGCGTGGTTTCGTCAATGTTTARCACTGTTGCARCCARARAGATAGCART TCTTGGGTTTGCAT TCAAGARGGACAC TGGTEACACAA-GGGAGACACCAGCCATTGATGTGTGCAAGGGACTACTCG
67 ACCGCGTGGTTTCGTCAATGTTTARCACTGTTGCARCCARARAGATAGCARTTCTTGGGTTTGCATTCAAGARGGACACTGGTGACACARRGGEAGACACCAGCCAT TGATGTGTECARGGGACTACTCG
BT099482 ACCGCGTGGTTTCGTCAATGTTTARCACTGTTGCARCCARARAGATAGCAATTCTTGGGTTTGCATTCAAGARGGACACTGGTGACACAA-GGGAGACACCAGCCATTGATGTGTGCARGGGACTACTCG
GHU53418 ACCGTGTTGTTGCATCAATGTTCARCACAGTTTCARACARAAAGATTGCTATTCTGGGATTTGCCT TCAAGARAGACACTGGTGACACAA-GGGAGACTCCTGCCATTGATGTATRCCAGGGGECTACTAG
AK287356 ACCGTGTTGTTTCGTCGATGTTCARCACAGTTGCARCCARAAAGATAGCCATTCTGGGGTTTGCATTCAAGARGGACAC TGGGEACACAA-GGGAGACACCAGCARTTGATGTGTGCAAGEGACTACTCG
BT095417
AK285878
Consensus  accg,ghb,.gtt,c,bc,atgth,aacac,gbt,caa,casaaagat,ge,attet, g, bibge, Lhcaagaa, gacact gg, gacacaa, gggagac, o, gc, abbgatgt . Lge, apgg, ctact . ¢

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
I |

AK286096 GCGACARGGCGCGCCTARGCATATATGATCCACAGGTCACTGAGGACCAAAT TCAGAGGGATTTATGGATGARCARGT TTGATTGGGACCACCCTATTCACTTGCAGCCARCTAGTCCTACARCTGAGAR
67 GCGACARGGCGCGCCTAAGCATATATGATCCACAGGTCACTGAGGACCAA-TTCAGAGGGATTTATGGATGARCA-GTTTGATTGGGA-CACCCTATTCACT TGCAGCC-ACTAGTCCTAC-ACTGAGAR
BT099482 GCGACARGGCGCGCCTARGCATATATGATCCACAGGTCACTGAGGACCAAAT TCAGAGGGATTTATGGATGARCARGT TTGATTGGGACCACCCTATTCACTTGCAGCCARCTAGTCCTACARCTGAGAR
GHU53418 GTGATARGGCCAACCTGAGCATATACGACCCGCAAGTAACCGAGGACCAAATCCAGAGGGATCTATCCATGARCARGTTTGATTGGGATCATCCTATCCACTTGCAGCCCACARGTCCTACTACTGTGAR
AK287356 GTGACARGGCACGCCTARGCATATATGATCCACAAGTCACTGAGGACCAAAT TCAGAGGGATTTATGGATGARCARGTTTGATTGGGACCACCCTATTCACTTGCAGCCARCTAGTCCTACARCTGAGAR
BT095417
AK285878
Consensus  g.ga,aagge,.,cct,ageatata,ga,ce,ca, g, ac, gaggaccaa, b cagagggat .bat, ,atgaaca, gbtbgatbggga,ca, cctat  cacttgcagee, ac, agboectac, actg, gaa

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

AK286036 GRAAAGTTAGTGTGGTTTGGGATGCTTATGAGGCARCARRGGATGCAGATGGTGTTTGCATTCTARCTGAGTGGGATGAGTTCARGAGTCT TGATTATCAGARGGTGTATGACAACATGAGAARACCAGCA
67 GARRGTTAGTGTGHTTG

BT099482 GRAAAGTTAGTGTGGTTTGGGATGCTTATGAGGCAACARRGGATGCAGATGGTGTTTGCATTCTARCTGAGTGGGATGAGT TCARGAGT TTTGATTATCAGARGGTGTATGACRACATGAGRARACCAGCA

GHU53418 GRAGGTCAGTGTTGTTTGGGATGCCTATGARGCARCARRGGATGCACATGGCCTTTGCATTCTARCCGAGTGGGATGAGTTCARGACTCTTGATTACCAGARGATATTTGACAACATGCARARACCAGCA

AK287356 GRAARGTTAGTGTGGTTTGGGATGCATACGAGGCAACARRGGATGCAGATGGTGTCTGCATTCTCACTGAGTGGGATGAGTTCARGACTCTTGATTATCAGARGGTGTATGACAACATGAGAARACCAGCA

BT095417

AK285878

LONSENSUS  ZA8, 00 AEEEE s s et s s sssnsarsosasssrsrsosnsssrersrsnstsssssssessssssessesstsesessststsrsnststsrsnsesostessssesesssssssssststsns

Figura: 21 Alineamiento multiple de la secuencia consenso 67 y las secuencias obtenidas

en el Genbank.
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Usando la herramienta SeqBuilder (DNASTAR lasergene version 8.0.2) se
obtuvieron los marcos de lectura abiertos (ORF) correspondientes a la secuencia
67. En la figura 22 se muestra el ORF a partir del cual se hizo el analisis en el
NCBI. En la tabla 10 se muestra la secuencia de aminodcidos que corresponde al
ORF con el cual, después de buscar en la base de datos de proteinas (Blastp) en
el NCBI, se encontré que la misma, muestra similitud con la proteina UDP-

glucosa 6 dehydrogenasa.

5 CATGATTACGCCAGCTCAGAATTAACCCTCACTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTARACGAATTCGCCCTTGCTGATGTATCCAAGAGT 91
92 H DY AS S ELTLTKSGTSPAGTLNETFALADUV S K S

5 GACAAGATTGTGGTGGAGAAATCCACTGTCCCTGTGAAAACTGCTGAGGCCATAGAGAAGATTTTGACTCACAATGGAAAGGGAATCAAG 181
92 D K I VVEKSTVPV KTAEAIEZKIT L THNSGTE KTGI K

5 TTCCAAATCCTTTCAAACCCTGAATTCCTTGCTGAGGGAACTGCAATCCAAGATCTTTTCAACCCGGATCGAGTCCTAATTGGAGGCAGG 271
2 FQ I L S$NUPEFLAEGTAI QDLFNPDRV L I GGR

5 GAGACCCCAGAAGGCCAAAAAGCAATTCAAACATTGAAAAATGTGTATGCTCATTGGGTTCCTGAGAAGARAATTCTAACCACARACCTC 361
92 E T P EGQ KAl QT L KNV Y AHWV P EKK I L T TNIL

5 TGGTCTGCTGAGCTATCCAAGCTTGCTGCTAATGCCTTTTTGGCACAGAGAATTTCATCTGTGAATGCTATGTCAGCACTTTGTGAGGCC 451
2 W S§ A E L S KL AANAFLAQRIT $§S§SVNAMSATLTCTEA

5 ACTGGGGCAAATGTCACACAAGTTTCCTATGCTGTTGGCACAGACACAAGGATTGGACCGAAATTCCTCAATGCTAGTGTTGGTTTTGGT 541
2 T G ANV TQV SY AV GTDTRI GPKFLNASVGFG

5 GGATCCTGCTTCCAGAAGGATATCTTGAACCTTGTCTACATCTGTGAATGTAATGGCCTTCCAGAGGTGGCTGAGTACTGGAAACAAGTG 631
2 G § CFQ KD I L NLVY ] CECNGL®PEVAEYWZKQYV

5 ATCAAGGTCAATGATTACCAGRAGAGCCGGTTCGTGAACCGCGTGGTTTCGTCAATGTTTAACACTGTTGCAACCAAAAAGATAGCAATT 1721
2 I KV NDY QK SRFVNRVV SSMFNTVATIKK I A

5 CTTGGGTTTGCATTCAAGAAGGACACTGGTGACACAAAGGGAGACACCAGCCATTGA
L GF AF K KDTSGDTKGDT S H

LU

Figura: 22 Secuencia de nucledtidos correspondientes a la secuencia 67 y la secuencia

de aminoacidos deducida correspondiente al ORF 1.
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HDYASSELTLTKGTSPAGLNEFALADVSKSDKIVVEKSTVPVKTAEAIEKILTHNGKGIKFQILSNPEFL

AEGTAIQDLFNPDRVLIGGRETPEGQKAIQTLKNVYAHWVPEKKILTTNLWSAELSKLAANAFLAQR
ORF 1

ISSVNAMSALCEATGANVTQVSYAVGTDTRIGPKFLNASVGFGGSCFQKDILNLVYICECNGLPEVA

EYWKQVIKVNDYQKSRFVNRVVSSMFNTVATKKIAILGFAFKKDTGDTKGDTSH

Tabla: 10 Secuencia de aminoacidos deducida que corresponde al marco de lectura

abierto usado para comparar con la base de datos de proteinas del NCBI.

El andlisis de los resultados obtenidos en el Blastp mostré ademas que la
secuencia 67 presenta un dominio conservado correspondiente a la superfamilia
de la UDP-glucosa/GDP-manosa deshidrogenadas (UDPG_MGDP_dh (cl03053)) y un

multidominio correspondiente a la UDP-glucosa 6-dehydrogenasa (PLN02353) (Figura

23).

Conserved |
| NewSearch Structure Home 3D Macromolecular Structures [ Conserved Domains Pubchem | BioSystems
Conserved domains on [iclseqsig_563c4ecd35e2calefdc0294dd9315ba6) View full result ®

Local query sequence

Graphical summary show options »
1 50 100 1% Eil) s

Query seq.
Superfanilies [ IE E_d\ superfamily )
Hulti-donains PLNO2353

Search for similar domain architectures | @ Refine search ] i
List of domain hits *
+ Description Pssmid Multi-dom E-value
[HUDPG_MGDP_dh super family{ci03053). The UDP-glucose/GDP dehydrog are 3 small group of enzymes which 144540 no 4e-35
HPLN02353[PLN02253). UDP-glucose 8-dehydrogenase 165994 yes 2e-150

Figura: 23 Grafica de similitud con la superfamilia UDPG_MGDP_dh [cl03053] vy al
multidominio UDP-glucose 6-dehydrogenase (PLN02353), obtenidos usando Blastp.
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DISCUSION

Este trabajo de tesis describe la variacién en la expresién génica en
plantas de soja (Glycine max) en respuesta al estrés bidtico generado durante la

interaccidn con el hongo patdgeno Fusarium virguliforme.

De los resultados obtenidos en la base de datos del GenBank se observé
que el fragmento 67, seleccionado a partir de la técnica cDNA-AFLP, mostrd una
altisima similitud con la proteina UDP-glucosa 6 dehydrogenasa, comprobandose
de esta manera la identidad del fragmento seleccionado por su expresion
diferencial la cual se vio claramente modificada durante la interaccién con el
patégeno. Estos resultados también revelaron que dicha proteina presenta
dominios conservados correspondientes a UDP-Glucosa 6 dehidrogenasa (UDP-
GlcDH, EC 1.1.1.22) y a la UDP-glucosa/GDP-manosa deshidrogenadas (UDPG-

MGDDP-dh).

La UDPG-MGDDP-dh es un pequeno grupo de enzimas que poseen la
capacidad de catalizar la oxidacién, dependiente de NAD, de un alcohol a un
acido sin la liberacion de un aldehido como intermediario (Campbell, et al., 1997,
Roychoudhury, et al., 1989a, Roychoudhury, et al., 1989b, Roychoudhury S,
1989) La UDP-glucosa dehidrogenasa (UDP-GIcDH, EC 1.1.1.22) cataliza la
oxidacion de la UDP-glucosa (UDP-Glc) y la convierte en UDP-acido glucuronico
(UDP-GIcA). ElI UDP-GIcA es precursor de muchos nucleétidos de azucares,

incluyendo UDP-acido galacturonico (UDP-GalA), UDP-xilosa (UDP-Xyl), UDP-
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arabinosa (UDP-Ara) y UDP-apiosa, que son sustratos para la sintesis de los

polimetros de pectina y hemicelulosa (Gibeaut and Carpita, 1994).

Este grupo de enzimas tienen un amplio rango de funciones. En las
plantas, la enzima UDP-GIcDH (EC: 1.1.1.22), participa en la sintesis de
hemicelulosa y pectina (Johansson, et al., 2002), que son los principales
componentes de la pared celular. En organismos como el pez cebra, la misma
enzima es utilizada para la formacién de la valvula cardiaca (Walsh and Stainier,
2001), mientras que, en la bacteria fitopatogénica Xanthomonas campestris, la

UDP-glucosa deshidrogenasa es requerida para la virulencia (Chang, et al., 2001).

El analisis de los componentes de la pared celular de Arabidopsis thaliana
ha revelado que, aproximadamente el 50% de la biomasa de la pared celular
deriva de UDP-GIcA mientras que el 30% deriva de UDP-Glc como precursor de
celulosa y xiloglucanos (Zablackis, et al., 1995). Se ha demostrado que la UDP-
GlucDH es la enzima limitante en la biosintesis de los polisacaridos no celuldsicos
de la pared celular, sugiriendo que es un paso regulatorio clave (Amino, et al.,
1985, Dalessandro and Northcote, 1977a, Dalessandro and Northcote, 1977b). A
pesar de la importancia de la pared celular vegetal, poco se conoce sobre esta
enzima en plantas. La UDP-GIcDH es codificada por el gen Ugd, que fue clonado
(Tenhaken and Thulke, 1996) y secuenciado en soja y que el mismo tiene una alta
homologia con la Unica otra secuencia conocida en eucariotas (caracterizada a
partir de higado bovino). También se vio que es altamente conservado entre

diferentes especies vegetales (Hempel, et al., 1994). Es evidente que los genes
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de la Ugd estdn presentes en casi todos los organismos, con excepcion de
algunos pocos microorganismos con un genoma secundariamente reducido
como la levadura Saccharomyes cerevisiae. A menudo varias isoformas de Ugd
estdn presentes en plantas, un hallazgo que, hasta el momento, sélo ha sido

estudiado en maiz (Karkonen, et al., 2005).

Seitz y col. (2000) demostraron que la expresion del gene Ugd en
Arabidopsis estd controlada a nivel de la transcripcién y que es expresado en

tejido en crecimiento, especialmente en el sistema vascular (Seitz, et al., 2000).

Durante el desarrollo de esta tesis se puedo observar que, para esta
interaccion planta-patdégeno, la expresion del gen Ugd se vio diferencialmente
expresada tanto temporal como espacialmente. Los resultados de validaciéon
mediante PCR en tiempo real demostraron que, durante una fase temprana de la
infeccion, el gen Ugd incrementa notablemente su expresién, en relacién al
control sin inocular. Esta variacion estuvo relacionada con el sitio de infeccion,
ya que el aumento de dicha expresion fue menor para aquellas raices que fueron
cosechadas en zonas distantes al punto inoculacién (RL Fv T1) (Figura 17). Esto
podria estar relacionado con la reaccion de defensa inducida, ya que es sabido
gue cuando la célula detecta la presencia de un organismo patdgeno, se activan
una serie de mecanismos de defensa, y que esta reaccion es mas severa a nivel
local, en el tejido que estd directamente en contacto con el patégeno, y mas
débil a nivel sistémico, en los tejidos no infectados de la planta (Benezer-

Benezer, et al., 2008).
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En el afo 2004, Moy y colaboradores reportaron que, luego de haber
inoculado plantas de soja con el patégeno fungico Phytophothora sojae, un total
de 7.7% genes del huésped fueron regulados de manera positiva durante un
periodo de 3-48 h después de la inoculacién; y que dichos genes incluian

proteina relacionadas con la defensa y la patogénesis (Moy, et al., 2004).

Un estudio previo llevado a cabo por Igbal y colaboradores (2002)
demostré que, raices de soja infectadas con Fv provocaron un aumento en la
cantidad de transcriptos luego de 14 dias de inoculacién, y que estos aumentos

estaban relacionados con la sintesis de pared celular (Igbal, et al., 2002).

Rodriguez-Gélvez y Mendgen (1995) han reportado que F. oxysporum en
un primer momento solo colonizan la superficie de la raiz, produciendo una masa
densa de micelio. Este micelio no altera la morfologia de la raiz, ni tiene efectos
perjudiciales en el desarrollo radicular. En este momento, las hifas no penetran
las células vegetales, pero inducen la sintesis de pared celular (Rodriguez-Galvez
and Mendgen, 1995). Observaciones similares fueron hechas para otras especies
de F. oxysporum (Brammall and Higgins, 1988, Parry and Pegg, 1985, Smith and
Peterson, 1983) y para otros patégenos de suelo como Rhizotonia y Pythium

(Huisman and Gerick, 1989).

Los autores observaron también que, luego de 24 h de la inoculacién, F.
oxysporum invade los drganos vegetales y comienza a penetrar la raiz de manera

inter o intracelular, dando lugar a la induccién y la expresidon sostenida de
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algunos genes relacionados con la defensa (Rodriguez-Galvez and Mendgen,
1995). Xu y Mendgen (1997) han demostrado que la cuticula que rodea el sitio
de penetracion, sufre cambios en su estructura, probablemente como resultado
de la actividad enzimatica. Los autores indican que, en esta zona, tanto la pectina

como los xyloglucanos son degradados.

La deposicion adicional de pared celular que se produce durante el
crecimiento del hongo dentro de la célula vegetal, incluye una gran cantidad de
epitopes de 4cido poligalacturénico. Mientras que la capa externa de la
epidermis se mantiene sin cambios después de la infeccion, la capa interna
muestra un aumento dramatico en el niumero de estos epitopes (Xu and
Mendgen, 1997). Sin embargo, al evaluar la expresiéon del gen Ugd luego de 48 h
de haber inoculado las plantas con Fv (tiempo 2), se observd que la misma
disminuyo notablemente, en relacién a los controles sin inocular; y que esta
disminucion fue mds acentuada para aquellas muestras tomadas en las zonas
adyacentes al sitio de infeccién (RA Fv T2), que para las zonas lejanas a este
punto (RL Fv T2) (Figura 18). Algunos reportes indican que, una vez que el hongo
penetra las células del huésped, se genera una zona de interfaz entre el
patégeno y el hospedante. Estas zonas muestran similitud con los organismos
biotroficos (Harder D.E., 1990, Harder and Chong, 1990, Knauf G.M., 1989),
hemibiotroficos (O'Connell, 1987) y con hongos micorrizicos (P. Bonfante-Fasolo;
R. Peretto and Perotto, 1992). En este punto, la pared fungica es rodeada por

una gran matriz con propiedades de tincidon similar a la pared normal de la
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planta. La membrana plasmdtica que rodea esta estructura no muestra
evidencias de degradacion, mostrando similitud a las modificaciones de la
membrana extra-haustorial en interacciones biotroficas (Knauf, et al., 1989). Es
comun que los patdgenos fungicos desarrollen una fase latente dentro del

huésped antes de causar algun tipo de dafo (Fisher and Petrini, 1992).

Algunos estudios sugieren que Fusarium presenta una corta “fase
endodfita o biotréfica”, en la cual, puede infectar los tejidos vegetales sin causar

danos importantes (Rodriguez-Galvez and Mendgen, 1995, Yuan, et al., 2008).

Los resultados de este trabajo de tesis permiten concluir que, cuando F.
virguliforme entra en contacto con la raiz de plantas de soja, las células vegetales
responden tanto de manera espacial como temporal al ataque del hongo
patégeno. Esta respuesta mostrd, en un primer momento, un incremento
importante en la cantidad de transcriptos correspondientes al gen Ugd, el cual
sintetiza una proteina con actividad enzimatica, la UDP-glucosa 6
dehydrogenasa. Esta proteina participa en la biosintesis de pared celular,
proceso que se ve claramente modificado durante los diferentes estadios de la
infeccion fangica. El contacto inicial entre las raices y el micelio fungico provocan
un marcado aumento en la produccién de componentes de la pared celular. Esta
variacién puede estar relacionada con la produccion de enzimas fungicas, las
cuales degradan la pared celular vegetal para poder penetrar e infectar el
interior celular. Esta degradacion es localizada, justo en la zona de penetracién

de la hifa. Sin embargo, nuestros resultados indicaron que, luego de dos dias de
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haber inoculado, el mismo gen mostré una regulacidon negativa comparada con el
control sin inocular. Esto tiene una clara relacidon con la capacidad de Fusarium
de crecer de manera semi-biotrofica; es capaz de utilizar haustorios para
alimentarse de células vivas, o puede utilizar la degradaciéon enzimatica y
alimentarse de células muertas (Roy et al. 1998). Esta “doble vida” permite al

hongo crecer de manera enddfita, sin producir dafio alguno en las células.

Es importante destacar que, si bien estos resultados nos permiten
observar modificaciones en la expresion de un gen particular, el cual esta
relacionado con la entrada del patégeno en las células vegetales, quedan por
analizar 74 polimorfismos (encontrados inicialmente con la técnica de cDNA-
AFLP). Estos futuros estudios nos permitiran tener una idea mas clara de qué
genes estan involucrados en la respuesta de defensa durante un periodo corto

de interaccién con el patégeno.
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