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RESUMEN

La superficie dedicada al cultivo de la soja ha manifestado un constante incremento
durante los altimos 15 afios en la Argentina lo cual significd que nuestro pais se posicione
como el principal exportador mundial de aceite y harina de soja, y el tercer exportador de
grano de esta oleaginosa. Entre las enfermedades que pueden causar pérdidas importantes
de rendimiento, el “Sindrome de la Muerte Subita” de la soja, causada por al menos cuatro
especies del género Fusarium se destaca a nivel mundial. La simbiosis con hongos
micorricicos arbusculares (HMA) puede proteger a las plantas frente a condiciones de
estrés (biotico o abittico). El objetivo de esta tesis doctoral fue comprobar la existencia de
un efecto atenuador de las micorrizas (Rhizophagus irregularis MUCL 41833.) sobre el
patosistema soja/Fusarium virguliforme y analizar sus posibles mecanismos. Para lograr
este objetivo, se realizaron estudios de larga duracion (en condiciones controladas de
invernadero) y de corta duracion (en condiciones controladas in vitro). Se evalu6 la
capacidad de las micorrizas de mejorar el estado nutricional de la planta hospedante y de
mitigar el estrés hidrico como mecanismos de proteccion contra F. virguliforme, en plantas
de 4 y 12 semanas de crecimiento. Se comprobé que la simbiosis micorricica disminuyo el
dafio oxidativo causado por F. virguliforme, tanto en condiciones de riego continuo como
de sequia. Se evidenci6 un aumento de la actividad superéxido dismutasa en plantas
micorrizadas, sugiriendo un posible mecanismo de regulacion por parte de la micorriza
durante el estrés causado por el patdgeno. Aplicando una metodologia experimental in
vitro fue posible monitorear la llegada de F. virguliforme a la raiz, pudiéndose evaluar,
mediante técnicas moleculares, los cambios ocurridos a nivel transcripcional de los genes
involucrados en la defensa contra patdégenos durante los primeros momentos de la
interaccién en plantas micorrizadas y sin micorrizar. Se analizaron en mayor profundidad
los cambios transcripcionales de un gen que codifica una proteina quinasa con motivos
repetidos ricos en leucina (LRR-PK). Los resultados generados permiten afirmar que existe
una activacion de la reaccion de defensa inducida en las plantas de soja micorrizadas
(MIR, del inglés mycorrhizal induced resistance) que permite a la planta una mas rapida y
efectiva respuesta defensiva a la invasion del patogeno. Con los resultados obtenidos pudo
demostrarse que las plantas con buen nivel de micorrizacion pueden responder mejor ante
la invasion de un patogeno fangico como F. virguliforme y que probablemente esa mejor
capacidad de respuesta se deba a que mantienen un estado de alerta (priming) inducido por

la simbiosis micorricica.



SUMMARY

The soybean croping area has increased over the last 15 years in Argentina, positioning our
country as the world's leading exporter of soybean oil and flour, and the third largest
exporter of soy grain. One of the most important diseases worldwide that can cause
significant yield losses, is "sudden death syndrome™ of soybeans, caused by at least four
species of the genus Fusarium. The symbiosis with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
can protect plants from stress conditions (biotic or abiotic). The objective of this thesis was
to prove the existence of an attenuating effect from mycorrhizae (Rhizophagus irregularis
MUCL 41833) on the soybean/Fusarium virguliforme pathosystem. To achieve this
objective, long and short-term studies were conducted (under controlled greenhouse and in
vitro conditions respectively). The capacity of mycorrhizae of improving soybean
nutritional status and of mitigating water stress as the main protecting mechanisms of F.
virguliforme in plants of 4 and 12 week was evaluated. It was found that the mycorrhizal
symbiosis reduced the oxidative damage caused by F. virguliforme both under continuous
irrigation and under drought conditions. An increased superoxide dismutase activity was
evidenced in mycorrhizal plants, suggesting a possible mechanism of regulation by
mycorrhiza during stress caused by the pathogen. Applying an in vitro methodology, it was
possible to observe F. virguliforme arriving to the root. This allowed us to evaluate, using
molecular techniques, the changes at the transcriptional level of genes involved in the plant
defense during the first moments of the interaction, comparing mycorrhizal and non
mycorrhizal plants. Transcriptional changes of a gene encoding a kinase protein with
leucine-rich repeat motif (LRR-PK) were further analyzed. The results confirm that there is
an activation of the plant defense reaction induced in mycorrhizal soybean plants (MIR:
mycorrhizal induced resistance) that allows faster and more effective plant defense
response to pathogen invasion. Our results showed that a plant with good mycorrhization
level can respond better to infection by pathogenic fungi like F. virguliforme, and probably

this capacity of response is due to a priming status induced by the mycorrhiza.






Rol de las Micorrizas Arbusculares en la proteccion de la
soja [Glycine max (L.) Merr.] contra el Sindrome de la
Muerte Subita causada por Fusarium virguliforme

INTRODUCCION GENERAL

1. Cultivo de soja

Caracteristicas generales del cultivo

La soja [Glycine max (L.) Merr.] es una planta herbicea anual, de primavera-
verano, cuyo ciclo vegetativo oscila de tres a siete meses. Esta planta posee un sistema
radicular potente, con una raiz principal y raices secundarias, la longitud total de la misma
puede alcanzar los 50 cm. Las hojas, los tallos y las vainas son pubescentes, variando el
color de los pelos de rubio a pardo mas o menos grisaceo. El tallo es rigido, adquiere
alturas variables, de 0,4 a 1,5 metros, segun variedades y condiciones de cultivo, suele ser
ramificado. Las hojas son alternas, compuestas, excepto las basales, que son simples. Son
trifoliadas, con los foliolos oval-lanceolados (Figura 1A) de color verde caracteristico que
se torna amarillo en la madurez, quedando las plantas sin hojas. Las flores se encuentran en
inflorescencias racemosas axilares en numero variable, son de color blanquecino o
purpura, segun la variedad (Figura 1B). El fruto es una vaina dehiscente por ambas suturas
(Figura 1C). La longitud de la vaina es de dos a siete centimetros. Cada fruto contiene de
tres a cuatro semillas, las cuales son generalmente esféricas y de color amarillo. Algunas
variedades presentan una mancha negra que corresponde al hilo de la semilla. Su tamafio
es mediano (100 semillas pesan de 5 a 40 gramos, aunque en las variedades comerciales
oscila de 10 a 20 gramos). La semilla es rica en proteinas y en aceites. En algunas
variedades mejoradas presenta alrededor del 40-42% de proteina y del 20-22% en aceite,
respecto a su peso seco. En la proteina de soja hay un buen balance de aminoacidos

esenciales, destacando lisina y leucina.



Figura 1: Dibujo de las partes de una planta de soja [Glycine max (L.) Merr.]. A: hojas
trifoliadas de una planta de soja, donde se observa la forma oval-lanceolada de los foliolos. B:

dibujo de una flor. C: Fruto de soja, vaina o chaucha. Imagenes tomadas de la web.

Esta planta pertenece a las Dicotileddneas, Familia Fabaceae. El género Glycine
Willd esta dividido de acuerdo a Hymowitz y Newell (1980) en los subgéneros Glycine y
Soja. Dentro del subgénero Soja (Moench) FJ Herm se incluye la soja cultivada, Glycine
max (L.) Merr. (INTA, 1997).

Origen y distribucion del cultivo

El cultivo de soja es originario del sudeste asiatico. Estados Unidos de
Norteamérica es considerado el primer pais en introducir el cultivo en el continente
americano. El desarrollo de la investigacidn en este pais arrojo como resultado las primeras
variedades americanas, y fueron estas variedades, las que se utilizaron por primera vez en
nuestro pais. A partir de entonces, se ha trabajado para obtener materiales genéticamente
adaptados a las condiciones de produccion argentinas. Es a partir de la década de 1980
cuando comienzan a registrarse masivamente variedades desarrolladas localmente, lo que
acompafid y tuvo como consecuencia la expansion del cultivo. A mediados de los 90
comienzan a evaluarse las primeras variedades transformadas genéticamente que
manifestaban resistencia a un herbicida no selectivo, el glifosato. Esta nueva tecnologia
ampli6 las fronteras del cultivo, incrementando la superficie cultivada (Figura 2), pasando
de las 6 millones de hectareas en 1996 a 20,64 millones de hectareas que se esperan
terminar de implantar en la campafia 2014/2015 (Informe especial sobre cultivos GEA —
Guia Estratégica para el Agro. ANO VII - N° 060 - 14/01/2015
https://www.bcr.com.ar/GEA%20Archivos%20Diarios/Informes/Informe%20especial %20
060%202015_14 01.pdf).
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Figura 2: Superficie implantada y cosechada de soja total en Argentina desde la campafia
1991/92 a la campafia 2013/14. Cifras en hectéreas anuales. Fuente: MAGYP, Sistema Integrado
de Informacion Agropecuaria (SIA). http://www.siia.gov.ar/sst_pcias/estima/estima_1b.php

Si bien los rendimientos han sido fluctuantes, debido principalmente a las
condiciones climaticas, fueron crecientes desde el inicio del cultivo, posicionando a la
Argentina como el mayor exportador mundial de aceite y harina de soja, y el tercer
exportador de grano de esta oleaginosa. Segun el Ministerio de Agricultura Ganaderia y
Pesca (MAGYP), la produccion de soja en nuestro pais fue de 53,4 millones de toneladas
en la campafia 2013/14, manteniéndolo como tercer pais productor a nivel mundial (Tabla
1).

Tabla 1: principales paises productores de soja del mundo

Oct Nov
2011/12 2012/13 2013/14 2014/15 2015/16 2015/16

Estados Unidos 84,291 82,791 91,389 106,878 105,806 108,354
Brasil 66,5 82 86,7 96,2 100 100
Argentina 40,1 49,3 53,5 60,8 57 57
China 14,485 13,05 12,2 12,35 11,5 11,5
India 11,7 12,2 9,5 9 11 9,5
Paraguay 4,043 8,202 8,19 8,1 8,8 8,8
Canada 4,467 5,086 5,359 6,049 5,95 5,95
Otros 14,841 16,195 16,307 19,302 20,436 19,911
Total 240,427 268,824 283,145 318,679 320,492 321,015

Cifras en Millones de Toneladas - Fuente: USDA 11/10/2015



En Argentina, el 95% de los cultivos de soja se ubican en una amplia zona de la
region 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).

2. El sindrome de muerte subita de la soja

El sindrome de muerte subita de la soja (SMS) es causada por cuatro especies de
Fusarium: F. tucumaniae, F. virguliforme, F. brasiliense, y F. crassistipitatum (Aoki et
al., 2005, 2012; O’Donnell et al., 2010), siendo Fusarium virguliforme, formalmente
conocido como Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. glycines (Roy et al., 1997; Rupe et al.,
1989), uno de los mas prevalentes.

La enfermedad fue descubierta por primera vez en Arkansas en 1972 (Rupe and
Hartman, 1999) pero no fue hasta 1983 que Hirrel le dio el nombre de SMS por la rapidez
con la que se desarrollan los sintomas (Hirrel, 1983). Para el afio 1984, fue detectada en los
estados de Mississippi, Missouri, Kentucky y Tennessee, y en 1986 en Indiana e Illinois.

La enfermedad fue reportada por primera vez en Sudamérica 20 afios después que
en Estados Unidos. En Argentina, fue detectada por primera vez en cultivos del area de
Pergamino (region pampeana norte) durante la campafia 1991/92 (lvancovich, et al., 1992)
y en el noroeste argentino (NOA) en la campafia siguiente (Ploper, 1993). Actualmente se
encuentra en todas las regiones sojeras del pais (Distéfano et al., 2006). En 1993 se
informo la presencia de la enfermedad en Brasil (Nakayima et al, 1996; Yorinori, 2002), en
1999 en Paraguay (Yorinori, 1999), en 2002 en Bolivia (Yorinori, 2002) y en 2003 en
Uruguay (Ploper et al., 2003).

Las pérdidas econdmicas ocasionadas por esta enfermedad, han hecho que se la
considere una de las principales tanto en Ameérica del Norte como en América del Sur,
especialmente en Estados Unidos, Argentina y Brasil, dado que son los principales paises
productores de soja en el mundo. Las pérdidas anuales son del orden los cientos de
millones de dolares.

Las pérdidas de rendimiento dependen en gran medida del momento de inicio y de
la severidad de la enfermedad. Pueden ser pérdidas insignificantes o casi totales. En 2011
se reportaron pérdidas que variaron de 4% a 59% en diferentes regiones de Argentina
(Scandiani, comunicacion personal). Las mayores pérdidas se producen cuanto mas

temprano se presenta la enfermedad.
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La disminucion de los rendimientos se debe a la disminucion del é&rea
fotosintéticamente activa, defoliacion, aborto de flores y vainas y reduccion del tamafio y
peso de 1000 semillas (Costamilan, 2000; Ploper, et al., 1995; Rupe, 1989a; Rupe, 1989b;
Rupe, 1991; Rupe and Hartman, 1999).

Ciclo de la enfermedad

Se cree que Fusarium virguliforme (Fv) pasa el invierno principalmente como
clamidosporas, ya sea libres en el suelo o en restos de cultivos. Las clamidosporas son
esporas de resistencia; cuando la semilla de soja germina y las temperaturas del suelo
aumentan, las mismas son capaces de germinar, dando inicio al ciclo de infeccion. Las
raices emergentes son particularmente susceptibles al ataque del patdgeno. El ciclo de la
enfermedad comienza cuando el inéculo del patégeno (hifas, macro y microconidios),
presente en el suelo, penetra en la raiz de la soja. Esto, en cultivos a campo, ocurre durante
el estadio de plantulas, 14 dias luego de la plantacion (Njiti et al., 1997; Gao et. al., 2006;
Rupe and Gbur, 1995; Roy et al., 1989; Huang and Hartman, 1998). La penetracion
conidial en semillas pregerminadas fue detectada a las 6 hs post inoculacién (Navi and
Yang, 2008), y los sintomas de podredumbre de raiz fueron observados 3 dias posteriores a
la plantacion en suelos infectados con Fv (Huang and Hartman, 1998).

El proceso de infeccion ha sido descripto en base a estudios de microscopia. Navi y
Yang (2008) observaron tubo germinativo, apresorio y el gancho de penetracion del hongo
en las radiculas de semillas pre-germinadas inoculadas con macroconidios. Los autores
observaron que las zonas de mayor penetracion de Fv fueron la punta de raiz y la base de
los pelos radicales (Navi and Yang, 2008).

Luego de la penetracion, la colonizacion de la hifa es mayormente intracelular,
aunque ocasionalmente se ha observado crecimiento intercelular (Melgar et al., 1994).
Ademas de la colonizacion de los tejidos corticales, el hongo también es capaz de
colonizar el tejido vascular (Navi and Yang, 2008). La infeccion en etapas tempranas del
desarrollo de la plantula, permite que el patdégeno se establezca efectivamente en los tejidos
xilematicos, dando lugar a los sintomas foliares (Yang and Navi, 2003). En cambio, si la
infeccion ocurre en una etapa tardia del crecimiento, el patdgeno no es capaz de colonizar
el tejido xilematico, por lo que no ocurre movimiento de la toxina que produce los
sintomas foliares (Navi and Yang, 2008). La forma en como el patdgeno llega a penetrar
en el xilema es desconocida (Navi and Yang, 2008). La habilidad de Fv para colonizar los

tejidos vasculares (xilema y floema) depende del genotipo (Navi and Yang, 2008) y de la
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edad de la planta (Gongora-Canul and Leandro, 2011a; 2011b). Las plantas adultas han
mostrado ser menos susceptibles a la colonizacién vascular con Fv (Gongora-Canul and
Leandro, 2011a; 2011b), posiblemente debido a una mayor deposicion de compuestos
fenolicos, tales como lignina y suberina. Estos compuestos sirven como mecanismo de
defensa para algunos patogenos; sin embargo, Fv tiene la capacidad de degradar lignina,
porque produce 2 enzimas, lacasa y lignina peroxidasa (Lozovaya et al.; 2006), las cuales
juegan un rol importante en la penetracion del patdégeno en el tejido vascular.

Una vez establecida la infeccion, el hongo en si no invade mas alld de unos pocos
centimetros por encima de la linea del suelo, colonizando el tejido vascular. Cuando el
patdgneo se establece en el xilema, produce toxinas que se transfieren sistémicamente a lo
largo de la planta. Dichas toxinas son las responsables de producir sintomas foliares, que
no suelen verse hasta la etapa de floracion. La produccion y el posterior transporte de esta
toxina se incrementan bajo condiciones de humedad. Esto, sumado a la aparicion de otras
enfermedades asociadas con dichas condiciones, puede aumentar el potencial de infeccion

y, por consiguiente, la gravedad de la enfermedad.

Sintomas

Las raices infectadas por Fv desarrollan una coloracion marron-rojiza (Rupe and
Hartman 1999; Roy et al., 1997), que es aparente en las plantulas y puede ser menos
evidente en cultivo a campo. Sin embargo, si se realiza un corte longitudinal de la raiz
primaria, el tejido cortical mostrara una coloracion marron-rojiza (Figura 3B). Esta
coloracion de la raiz puede, algunas veces, alcanzar la base del tallo, pero la médula
permanece blanca. Las raices severamente infectadas pueden mostrar reducida la masa
radicular (incluyendo raices laterales) (Rupe, 1989; Li et al., 2009; Gray et al., 1999;
Gongora-Canul et al., 2012; Gao et al., 2006). Cuando la humedad del suelo es buena, las
plantas en condiciones de campo pueden mostrar masas azuladas de conidios en la
superficie de la raiz (Roy et al., 1997), una sefial util para el diagnéstico de la enfermedad
(Figura 3B).

Los sintomas foliares tipicos aparecen durante los estados reproductivos del cultivo
de soja. Se observa un manchado clorético, que luego se extiende entre las nervaduras de
las hojas desarrollando necrosis, causante de la clorosis y necrosis tipica de SMS (Figura
3C). Si la enfermedad progresa, las hojas comienzan a enrularse y eventualmente se caen,
guedando los peciolos unidos al vastago. Este proceso de secado y desfoliacion ocurre mas

rapido en la parte superior de la planta, y es a menudo, el sintoma mas evidente en un
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campo con plantas infectadas. En los casos mas graves, las plantas pierden por completo
las hojas, quedando solo los tallos de pie (Figura 3D).

Aunque la colonizacion del hongo se limita a la raiz, los dafos ocurridos en el SMS
se producen en toda la planta, incluyendo las vainas, siendo los sintomas mas llamativos
los que ocurren en las hojas. Dado que el patdgeno no ha podido ser aislado de hojas ni
tallos de plantas con sintomas, es que se considera que una 0 mé&s toxinas son las
responsables de causar los sintomas foliares. Estas toxinas son transportadas por los
conductos xilematicos desde las raices hasta las hojas, causando los sintomas tipicos de
SMS (Figura 3D) (Nickell and Widholm, 1996; Jin et al., 1996). Hasta el momento se han
identificado dos fitotoxinas en F. virguliforme que estan asociadas a los sintomas de SMS
en hoja (Jin et al., 1996a; Jin et al., 1996b; Brar et al., 2011). La primera fitotoxina
identificada es una proteina de 17 KDa, purificada de cultivos filtrados del patogeno (Jin et
al., 1996b). La segunda toxina es un péptido de 13.5 KDa producido por un gen de copia
Unica llamado FvTox1 (Brar et al., 2011).

En cultivos a campo, los sintomas foliares de la enfermedad se desarrollan durante
el estado reproductivo del cultivo (Rupe and Hartman, 1999; Roy et al., 1997; Luo et al.,
1999), aunque, a veces los sintomas pueden ocurrir en el estadio de plantula (Roy et al.,
1997, Gongora-Canul and Leandro, 2011a). La razon de la diferencia temporal entre la
infeccion de la raiz durante el estadio de plantula y el desarrollo de los sintomas foliares
durante el estado reproductivo no se conoce, pero puede deberse a los cambios fisiologicos

durante el estado reproductivo (Rupe and Gbur, 1995).
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Figura 3: Estados claves del ciclo del sindrome de muerte subita en soja. A: Infeccion
de plantas jovenes de soja y colonizacién de la hifa en el tejido cortical y vascular de la
raiz. B: coloracién marron del tejido cortical de la raiz y masas azuladas de esporas en la
superficie de la raiz. C: tipica clorosis internerval y necrosis de las hojas. D: planta
desfoliada con peciolos secos unidos al tallo. llustrado por Hannah M. Vetter. Tomado de
Leandro et al. (2013).

3. Micorrizas

Las micorrizas son asociaciones simbidticas mutualistas establecidas entre las
plantas y algunos hongos del suelo. Probablemente se trate del tipo de simbiosis mas
distribuido en la biosfera, ya que aproximadamente el 80% de las plantas terrestres son
capaces de establecer algun tipo de micorrizas (Smith and Read, 2008). Sin embargo, se ha
demostrado que hay plantas libres de micorrizas, como las de las familias Proteacea
(Nicholson, 1967; Brundrett et al., 1996), Cruciferae, Zygophyllaceae (Varma, 1998)
Dipterocaceae, Betulaceae, Myrtaceae y Fagacaeae (Nicholson, 1967). Aunque se piensa
que especies de Cactaceae, Chenopodiaceae, Cyperaceae, Amarantaceae y Juncaceae no
micorrizan, se comprobé que la mayoria de estas especies estaban infectadas en
condiciones de pastizales naturalemente estresados (Shanker et al., 1991). La razo6n por la

cual algunas plantas no forman micorrizas no se conoce completamente, pero puede estar
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relacionado con la presencia de compuestos antifangicos en el tejido cortical de la raiz o en
los exudados radiculares. También se podria deber a las interacciones entre el hongo y la
planta a nivel de pared celular o de la lamina media (Tester et al., 1987).

El término micorrizas hace referencia a la interaccion especifica entre el suelo, la
raiz de las plantas, y ciertos hongos del suelo (Figura 4); y se clasifican en base a las
estructuras y al tipo de hongo y planta implicados en la interaccion. De esta manera,
podemos encontrar Ectomicorrizas, Ectendomicorrizas y Endomicorrizas o Micorrizas
Arbusculares. Este altimo grupo, son considerados el tipo mas comun y ampliamente
distribuido. Dado que esta tesis tiene como principal objetivo el estudio de los hongos
formadores de micorrizas arbusculares, a partir de aqui nos vamos a centrar
exclusivamente en el estudio de los hechos més relevantes en relacion a los hongos

micorricicos arbusculares, a los que nos referiremos como HMA.

Hongo

Figura 4: Asociacion micorritica, mostrando la interaccidn entre hongos, plantas y suelo.
Tomado de Brundrett et al. (1996).

Hongos Micorricicos Arbusculares

Inicialmente, los hongos micorricicos arbusculares (HMA) fueron clasificados
como Zygomycetes y las caracteristicas morfoldgicas de sus esporas, si son producidas
dentro o fuera de la raiz de la planta huésped, y la forma en que se agrupan (si forman o no
esporocarpos), fueron usadas como marcadores taxonomicos (Morton and Benny, 1990).
Morton y col. (1998) argumentaron consistentemente que las esporas podrian ser
independientes de las otras partes del organismo, y si esto es asi, una diferencia en la
espora no refleja necesariamente la verdadera filogenia. Esto ha quedado demostrado con
las nuevas técnicas moleculares. De hecho, esto quedo evidenciado en algunos casos en los

que la morfologia de las esporas no mostraba diferencias entre organismos de diferentes
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especies, familias e incluso ordenes (Morton and Redecker, 2001; Walker et al., 2007;
Walker, 2008; Gamper et al., 2009).

Recientemente, analisis basados en las secuencias de la subunidad pequefia del
rRNA llevaron a una reclasificacion y a la creacion de un nuevo phylum, el Phylum
Glomeromycota, proximos a los Ascomycota y Basidiomycota (Figura 5 A), con los que
compartiria un ancestro comun (Schiifler et al., 2001).

A 1 Ascomycota
Basidiomycota
\ Glomeromycota
Endogone & Mortierella
Chytridiales,
including Basidiobolus
Blastocladiales N .\%’v‘
L4
Entomophthorales ‘ > %
\ iy,
’CQ%-
0, 4
N\ A %
Kickxellales & ,L, 2
Harpellales x
Fa
Mucorales
B Archaeosporales
Archacosporaceae

Geosiphonaceae

Acaulosporaceae
Paraglomeraceae

Diversisporales
Paraglomerales

Diversisporaceae fam. ined.
Gigasporaceae

Basidiomycetes

& Ascomycetes Glome: ”

Glomeraceae (Glomus-group A)

(Glomus-group B)
Glomerales

Figura 5: A: Filogenia de hongos basados en secuencias de la subunidad pequefia (SSU)
del rRNA. B: Estructura taxondémica general propuesta para las micorrizas arbusculares y

hongos relacionados (Glomeromycota). Tomado de Schufiler et al. (2001).
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La clasificacion taxonomica de los HMA, basada en Redecker y col.

(2013) y SchiiRler y Walker (2010) se muestra a continuacion:

phylum Glomeromycota
class Glomeromycetes
orders (4) families (11)

Glomerales Glomeraceae

Claroideoglomeraceae

Diversisporales Gigasporaceae

Acaulosporaceae
Pacisporaceae

Diversisporaceae

Sacculosporaceae

Paraglomerales Paraglomeraceae
Archaeosporales Geosiphonaceae
Ambisporaceae

Archaeosporaceae

genera (25)

Glomus

Funneliformis (former Glomus Group Aa, 'Glomus
mosseae clade")

Rhizophagus (former Glomus Group Ab, 'Glomus
intraradices clade")

Sclerocystis (basal in former Glomus Group Ab)
Septoglomus

Claroideoglomus (former Glomus Group B, ‘Glomus
claroideum clade")

Cetraspora

Dentiscutata

Gigaspora

Intraornatospora (insufficient evidence, but no formal
action was taken)

Paradentiscutata (insufficient evidence, but no formal
action was taken)

Racocetra

Scutellospora

Acaulospora (including the former Kuklospora)
Pacispora

Corymbiglomus (insufficient evidence, but no formal
action was taken)

Diversispora (former Glomus Group C)

Otospora (insufficient evidence, but no formal action was
taken)

Redeckera

Tricispora (insufficient evidence, but no formal action was
taken)

Sacculospora (insufficient evidence, but no formal action
was taken)

Paraglomus

Geosiphon

Ambispora

Archaeospora (including the former Intraspora)

(Tomado de http://schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/)
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El phylum Glomeromycota incluye una sola clase, los Glomeromycetes y cuatro
ordenes: Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y Archaesporales (Figura 5B). Un
aspecto clave de esta nueva clasificacion es que el género Glomus sp., antes clasificado en
base a criterios morfologicos y estructurales, se ha escindido en al menos tres grupos
distintos: Glomus A, B y C. Los dos primeros grupos estdn englobados en el orden
Glomerales, mientras que Glomus C pertenece a los Diversisporales. La especie Glomus
intraradices, utilizada en este trabajo de tesis pertenece al Grupo A (SchiBler et al., 2001).
Esta especie ha sido recientemente renombrada como G. irregulare y luego
como Rhizophagus irregularis Btaszk., Wubet, Renker & Buscot C. Walker & A. Schii3ler
comb. nov.(Stockinger et al., 2009).

Ciclo de vida de los Hongos Micorricicos Arbusculares

Los hongos de este phylum son considerados generalmente como simbiontes
obligados (SchiRBler and Walker, 2010) por lo que no son capaces de crecer en ausencia de
una planta hospedera (Azcon-Aguilar and Barea, 1996); necesitan colonizar la raiz de una
planta susceptible de formar micorrizas para completar su ciclo de vida. Vierheilig y Bago
(2005) sugieren la existencia de distintas fase durante la interaccion entre las plantas y los

HMA. Entre ellas tenemos:

. Fase asimbiotica, cuando el hongo germina y crece en ausencia de sefiales
de la planta.
. Fase pre-simbiética, cuando el hongo germina y crece en presencia de

sefiales (exudados).
. Fase simbiotica, cuando el hongo ha penetrado en la raiz, dando lugar a

estructuras intraradicales tipicas (arbusculos).

El ciclo de vida se inicia con la germinacion de las esporas, la cual se evidencia por
la formacion de uno o varios tubos de germinacion. EI micelio que se produce luego de la
germinacién, es decir a partir del tubo germinativo, alcanza un desarrollo limitado en
ausencia de una planta hospedadora. Pero, en presencia de raices capaces de ser
micorrizadas o de los exudados que estas producen, el micelio alcanza un mayor
desarrollo, aumentando especialmente su grado de ramificacion (Gianinazzi-Pearson et al.,
1989; Tamasloukht et al., 2003), con lo que aumentan sus posibilidades de contacto con la
raiz (Giovannetti et al., 1993). Cuando una hifa contacta con la superficie de la raiz, se

adhiere a ella y forma un apresorio, estructura de pre-colonizacion a partir de la cual, dos o
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tres dias despues, se iniciard la penetracion en la raiz de la planta (Giovannetti et al., 1993;
Jolicoeur et al., 1998). El proceso y la tasa de colonizacion determinan la efectividad de un
HMA.

Al mismo tiempo que la infeccion se esparce dentro de las células corticales de la
raiz, un micelio de hifas extraradicales crece afuera, hacia el suelo. Este micelio
extraradical cumple un papel fundamental en la incorporacion de nutrientes y forma una
fuente de colonizacion secundaria a lo largo de las raices y entre ellas (Harley and Smith,
1983; Smith and Gianinazzi-Pearson, 1988; Smith et al., 1992). Normalmente, se forman
esporas a partir del micelio externo, y también en algunos casos, se forman en el interior de
la raiz a partir del micelio interno. Las esporas de resistencia pueden permanecer
inalteradas en el suelo por mucho tiempo, mientras que las hifas del hongo colapsan tras
una permanencia en el suelo de 2 a 4 semanas si no encuentran una raiz hospedadora
(Bolan and Abbott, 1983). La espora tiene la capacidad de germinar varias veces, y de
hecho, lo hard cada vez que encuentre las condiciones favorables (Bago et al., 1998;
Azcon-Aguilar et al., 1999).

4. EIl estrés oxidativo como mecanismo de mitigacion del estrés bidtico en la
simbiosis HMA-soja

La generacion de Especies Reactivas del Oxigeno (EROs) es un hecho inevitable en
la vida en aerobiosis. Las EROs se producen normalmente a partir de procesos fisiologicos
béasicos, como fotosintesis, respiracion, fotorrespiracion y lignificacion. Cuando hablamos
de EROs, hacemos referencia tanto a los radicales libres del oxigeno [como son el anién
superdxido (#O2-) y el hidroxilo (*OH-)], asi como a otras moléculas que no son radicales,
[como el oxigeno singulete y el peroxido de hidrogeno (H202)]. El término también
incluye al oxido nitrico (ON), una molécula de sefializacion importante en animales y
plantas (Halliwell et al., 1999).

Bajo condiciones fisioldgicas normales, una serie de complejos mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos son capaces de eliminar de manera equilibrada la produccion
de EROs (Tabla 2). Pero cuando el equilibrio entre la produccion y la capacidad de
detoxificacion se rompe, es decir, cuando la generacion de EROs supera la capacidad de
los sistemas antioxidantes ocurre lo que se conoce como “estrés oxidativo”. Las EROs
producidas pueden reaccionar con casi todos los componentes celulares, dafiando lipidos,
proteinas y acidos nucleicos (Bailey-Serres and Mittler, 2006; Halliwell and Gutteridge,
2007; del Rio and Puppo, 2009; Sies, 2014).
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Tabla 2: Principales antioxidantes de las plantas

Enzimatico No-enzimatico o de bajo peso molecular
Catalasa Glutation (GSH)

Superoxido dismutasa (SOD) Acido ascorbico (vitamina C)

Enzimas del ciclo ascorbato-glutation Tocoferoles (vitamina E)

Peroxidasas Polifenoles (flavonoides)

NADP-dehidrogenasas

Peroxiredoxina (Prx)

Entre los factores de estrés capaces de producir dafios por acumulacién de EROs se
encuentran las infecciones fungicas, bacterianas y virales y la sequia, entre muchas otras
tales como la alta irradiacion, hiperoxia, anoxia, deficiencia mineral, bajas y altas
temperaturas, herbicidas redox-ciclicos (paraquat, diquat), contaminantes atmosféricos
(SO2, NO2, 0zono) y metales pesados. Existen muchas fuentes de EROs que pueden ser
activadas dentro de una especie vegetal, en diferentes situaciones en funcién del tipo de
estrés (Bolwell et al., 2002; Lamb and Dixon, 1997). Una variedad de sistemas de enzimas
han sido implicados en la generacion de EROs tras el reconocimiento de patégenos, entre
ellas, la forma reducida de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa
(Bedard et al., 2007; Carter et al., 2007; Grant et al., 2000), SOD (Auh y Murphy, 1995;
Deepak et al., 2006), oxalato oxidasas (Hu et al., 2003; Zimmermann et al., 2006),
peroxidasas (Bindschedler et al., 2006; Bolwell et al., 2002), lipoxigenasas (Babitha et al.,
2004) y las amino oxidasas (Allan y Fluhr 1997; Cona et al., 2006; Walters 2003). La
generacion de EROs es una de las respuestas mas tempranas al ataque de un patégeno; a
menudo, es la primera respuesta que se activa en las interacciones incompatibles. La
acumulacién excesiva de estos compuestos durante las primeras horas de la infeccion se
conoce como “estallido oxidativo”. La interaccion planta-patégeno activa una NADPH-
oxidasa del plasmalema, que produce superdxido; a partir de éste, espontaneamente o por
accion de la superdxido dismutasa (SOD), se puede formar peroxido de hidrégeno. El
H20- juega un papel central en la respuesta hipersensible. Se ha visto que: (1) interviene en
el reforzamiento de la pared celular impidiendo de esta manera que el patégeno avance por
las células vecinas, quedando atrapado en las células destinadas a la muerte celular

programada; (2) Actla como disparador de la muerte de las células en problema, y (3) es
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capaz de difundir entre las células e inducir genes de defensa de la planta (Tenhaken et al.,
1995; Daub et al., 2013).

Esta ampliamente aceptado que las EROs no solo participan de procesos
perjudiciales para la célula, sino que juegan un importante papel en la sefializacion de las
plantas. En los ultimos afios se ha prestado especial interés al estudio de las sefiales redox
como parte de la respuesta de las plantas a los cambios del entorno. Esto introduce un
nuevo concepto, el de “sefializacion oxidativa” o “sefializacion redox” (Foyer and Noctor,
2005).

Se ha reportado que la interaccion planta-microorganismos benéficos del suelo
permite a las primeras incrementar la tolerancia a diferentes condiciones limitantes del
crecimiento y de la produccion (Ruiz-Lozano et al., 1996; Freire-Cruz et al., 2000). La
interaccion entre las plantas y micorrizas o las bacterias fijadoras de nitrégeno deben
evocar una respuesta rapida de modo de establecer enlaces que faciliten el beneficio
mutuo. Se ha visto que las raices micorrizadas acumulan EROs y enzimas hidroliticas
(como quitinasas y glucanasas). Esta acumulacién de compuestos fue asociado tanto al
establecimiento y control de la simbiosis, como a la proteccién de la planta (Dumas-
Gaudot et al., 2000). También se ha sugerido que la produccién de EROs en raices
micorrizadas incluyé aumento de jasmonatos durante la fase tardia de la simbiosis (Hause
et al., 2002) y la induccion de diversas enzimas antioxidantes sobre la micorrizacion
(Arines et al., 1994; Blilou et al., 2000; Lambais et al., 2003).

5. La respuesta inmune de las plantas

La percepcion de las sefiales del ambiente y la habilidad para responder de manera
acorde son esenciales para que los organismos puedan sobrevivir. Si bien las plantas
carecen de células especializadas para defenderse de potenciales organismos patgenos,
son capaces de reconcer moléculas de origen microbiano a través de proteinas receptoras
(PRR: del inglés pattern-recognition receptors). Este reconocimiento conduce a la
activacion de un nivel basal de resistencia a las enfermedades. La aparicion de estas
reacciones de inmunidad local a menudo desencadena una resistencia sistémica adquirida
(SAR) en los tejidos distantes del sitio de reconocimiento de la infeccién. Muchos
microorganismos benéficos que estan presentes en la rizosfera estimulan una resistencia
sistemica inducida (ISR) que es fenotipicamente similar y que, como SAR, es eficaz para
un amplio espectro de patogenos (Pieterse and Van Wees, 2015). Las vias de sefializacion
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de la resistencia inducida que son desencadenadas por patdgenos, microorganismos
beneficiosos, e insectos se superponen parcialmente y comparten componentes de
sefializacion comunes (Pieterse et al., 2014). Esto le proporciona a las plantas un enorme
potencial de regulacion para adaptarse rapidamente a su entorno bidtico y utilizar sus

limitados recursos para el crecimiento y la supervivencia de una manera mas eficiente.

Resistencia sistémica adquirida (SAR) inducida por patdgeno

El termino SAR fue definido por primera vez por Ross (1961) para describir el fendmeno
de resistencia sistemica en partes no infectadas de la planta como respuesta a una infeccion
previa. SAR se desencadena luego del reconocimiento tanto de efectores como de patrones
moleculares patogénicos (Shah and Zeier, 2013). En los tejidos sistémicos, SAR se
caracteriza tanto por incrementar los niveles de &cido salicilico (SA) (Vlot et al., 2009),
como de activar de manera coordinada genes relacionados con la patogénesis. Muchos de
estos genes codifican proteinas PR con actividad antimicrobiana (Van Loon et al., 2006).
Una vez que SAR se activo, la sefial de SA es traducida por la proteina reguladora redox
NPR-1, que funciona como un co-activador de la transcripcién de un gran complejo de
genes PR (Fu and Dong, 2013). Con la acumulacion de SA, ocurren cambios en el estado
redox celular que permiten que NPR-1 se transloque al nucleo. Una vez en el nucleo, NPR-
1 interactda con factores de transcripcion TGA que, junto con los factores de transcripcion
WRKY activan genes PR.

Resisencia sistémica inducida (ISR) por microorganismos benéficos

Ademéas de los microorganismos patdgenos, también hay grandes comunidades de
microorganismos comensales 'y mutualistas que interctian con las plantas
proporcionandoles mejor nutricion mineral, fijacion de nitrégeno, promocion del
crecimiento y proteccién contra patdgenos (Lugtenberg and Kamilova, 2009; Zamioudis
and Pieterse, 2012; Pieterse et al., 2014). Estas comunidades de microbios se asocian al
sistema radicular, y forman parte de la rizosfera. Numerosos estudios han demostrado que
la colonizacién de las raices por cepas seleccionadas de rizobacterias promotoras de
crecimiento (PGPR) puede estimular el sistema inmune en las partes aéreas de las plantas,
dando como resultado resistencia a un amplio espectro de patdgenos. A este tipo de
resistencia se la denomingd resistencia sistémica inducida por rizobacterias (Van Peer et al.,
1991; Wei et al., 1991; Alstrom, 1991). Desde entonces, cientos de estudios en mono y
dicotileddneas han informado la habilidad de las rizobacterias promotoras del crecimiento

vegetal (PGPRs: plant growth-promoting rhizobacteria) de promover la salud de las plantas
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a través de ISR. Estos estudios involucran mayormente cepas PGPR de Bacillus,
Pseudomonas, y Serratia. Ademé&s, cepas no patogénicas de hongos promotores del
crecimiento vegetal (PGPF) han demostrado activar ISR. Entre ellas podemos nombrar
Trichoderma spp., Piriformospora indica, y los hongos micorricicos arbusculares (Pieterse
etal., 2014).

Para estimular ISR, los microorganismos benéficos producen elicitores que son los
responsables de iniciar la inmunidad sistémica. Algunos elicitores microbianos de ISR
incluyen antibidticos, como 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) y piocianina, flagelos, N-acil
homoserina lactonas, sideréforos y biosurfactantes (De Vleesschauwer and Hofte, 2009).
También se ha demostrado que algunos compuestos orgénicos volatiles pueden actuar
como elicitores (Ryu et al., 2004; Lee et al., 2012).

Inicialmente se creia que la resistencia inducida por organismos benéficos compartia la
misma mecénica con la resistencia producida por patégenos (SAR). Sin embargo, se
comprobod que el desarrollo de ISR no producia acumulacion de proteinas PR (que son
caracteriaticas de SAR) (Hoffland et al., 1995; Pieterse et al., 1996). Evidencias genéticas
demostraron que ISR puede ser mediada por vias de sefializacion independientes de SA
(Pieterse et al., 1996). Por lo tanto, ISR y SAR son reguladas por diferentes vias de
sefializacion. Sin embargo, se ha reportado que ciertas cepas de microorganismos
benéficos son capaz de desencadenar ISR por la via dependiente de SA, de la misma
manera gque ocurre con organismos patdégenos (De Vleesschauwer and Hofte, 2009; Van de
Mortel et al., 2012). En este caso, las especies reactivas de oxigeno que se acumulan en el
sitio de colonizacion actuarian como elicitores (De Vleesschauwer and Héfte, 2009).

En muchos casos, la colonizacion de la raiz por microorganismos benéficos no provoca
grandes cambios en la expresion de genes relacionados con la defensa en las partes aéreas
de la planta. Pero, si se comparan plantas controles con plantas expresando ISR, la
infeccion posterior con patdgenos a menudo conduce a la expresion acelerada de genes
relacionados con la defensa en aquellas plantas que expresan ISR (VanWees et al., 1999;
Van Oosten et al., 2008). Esta preparacion de toda la planta para combatir mejor al
organismo pat6geno se conoce como “priming”, y se caracteriza por una activaciéon mas

rapida y/o mas fuerte de la defensa celular a la invasion (Conrath, 2011).

Resistencia inducida por micorrizas (MIR)
Muchos son los beneficios atribuidos a la colonizacion de las plantas por HMA,

principalmente la captacion de nutrientes (Smith and Read, 2008) y la competencia en la
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rizosfera. Los HMA son capaces de suprimir enfermedades y pestes a través de la
induccion de un sistema de resistencia (Jung et al., 2012; Pineda et al., 2010). Esta
resistencia inducida por micorrizas (MIR) comparte caracteristicas tanto con la SAR
inducida por patégeno como con la ISR inducida por rizobacterias. La resistencia inducida
por micorrizas ha sido asociada con la SAR por el sensibilizado de genes dependientes de
SA, pero a menudo coincide con el sensibilizado de la defensa dependiente de &cido
jasmonico y la defensa de la pared celular. Se han asociado altas concentraciones de JA
enddgeno a raices de plantas micorrizadas. Este incremento de JA ocurre cuando la
simbiosis micorricica esta bien establecida (Hause et al., 2002), y podria ser la responsable
de la resistencia mediada por HMA. Al igual que en la interaccion entre Rhizobium-
leguminosas, se ha visto que los HMA suprimen parcialmente la respuesta de defensa
dependiente de SA para establecer una interaccion compatible. En este sentido, Pozo y
Azcon-Aguilar (2007) han propuesto que cuando la micorrizacion es funcional, hay una
supresion parcial de la respuesta dependiente de SA en la planta, que se compensa con la
activacion de la respuesta regulada con JA. Basados en estos resultados es que este tipo de
resistencia (MIR) se ha sugerido que es similar a ISR que incluye la sefalizacion de
jasmonato y el fendbmeno de “priming” (Pozo and Azcon-Aguilar, 2007; Jung et al., 2012).
En este sentido, se ha visto que MIR confiere proteccion contra un amplio rango de
atacantes, incluyendo patdgenos biotrofos, necrotrofos, nematodes, y artrépodos
herbivoros. Muchos de los estudios de proteccion mediada por micorrizas, que muestran
reduccion de la insidencia y/o severidad a enfermedades han sido compilados por Whipps
(2004).
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OBJETIVO GENERAL

Comprobar el posible efecto atenuador de las micorrizas sobre el patosistema

soja/F. virguliforme y analizar sus posibles mecanismos.

HIPOTESIS GENERAL

Los Hongos Micorricicos Arbusculares ejercen un rol protector en plantas de soja
(Glycine max (L.) Merr.) frente al ataque del hongo patégeno Fusarium virguliforme, uno

de los agentes causales del sindrome de la muerte subita.
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Capitulo 1

Analisis in vivo del efecto de los hongos micorricicos
arbusculares en plantas de soja inoculadas con F.
virguliforme: caracterizacion del estrés oxidativo y la
defensa antioxidante

Sistema Soja | Hongos Micorricicos Arbusculares | Fusarium virguliforme

Condiciones de invernadero



INTRODUCCION

El Sindrome de Muerte subita (SMS) es una importante enfermedad que afecta al
cultivo de soja, cuyo grado de pérdidas en el rendimiento depende de las condiciones del
ambiente, de la severidad y del momento de desarrollo en el que se encuentre la planta
durante la infeccion.

Las tendencias actuales hacia una agricultura sustentable involucran tanto cambios
en las practicas de manejo, asi como la utilizacion de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal. Los microorganismos benéficos mejoran el estado general de las
plantas porque pueden, directa o indirectamente, disminuir los factores de estres (Pozo et
al., 2015).

Entre las interacciones benéficas entre plantas y microorganismos del suelo, la
simbiosis con hongos micorricicos arbusculares (HMA) es las mas extendida en la
naturaleza. El caracter mutualista de esta simbiosis supone que ambos simbiontes resulten
beneficiados en esta relacion, lo que generalmente se traduce como un mejor estado
nutricional para ambos. Se ha reportado que la presencia de HMA en las raices de sus
hospedantes, reducen la incidencia de enfermedades causadas por patogenos del suelo
(Azcon-Aguilar y Barea, 1996).

La mayoria de los estudios de proteccion mediada por micorrizas reportan
reducciéon de la incidencia y/o severidad de enfermedades transmitidas por el suelo
principalmente pudricion de la raiz o marchitamiento causado por hongos (como
Rhizoctonia, Fusarium, o Verticillium) y pudricion de la raiz causada por oomicetos
(incluyendo Phytophthora, Pythium y Aphanomyces). En la revision hecha por Whipps
(2004), se mencionaron trece especies de Glomales y siete especies de hongos
ectomicorricicos capaces de controlar patdgenos fungicos (Fusarium moniliforme Sheldon,
Fusarium oxysporum Schlect.: Fr., Rhizoctonia solani Kuhn, Cylindrocarpon destructans
(Zinssm.) Scholten, y Phytophthora species). Por su parte, las conclusiones del trabajo de
tesis doctoral de Bressano (2012) mostraron que la inoculacion con Glomus intraradices en
soja atenud la patogenicidad de M. phaseolina. Tal efecto, fue acompafiado por una
regulacion diferencial de las enzimas del complejo antioxidante, con la consecuente
disminucion del dafio oxidativo.

La interaccion especifica entre las micorrizas y F. virguliforme en soja ha sido poco
estudiada. Entre la escasa informacién se encuentra la generada por Zambolin y Schenck

(1983). Ellos observaron que, aunque las plantas de soja micorrizadas con Glomus mosseae
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no mostraron diferencias en la incidencia de infeccion por patégenos fungicos en
comparacion con las plantas no micorrizadas, las plantas micorrizadas parecian tolerar
mejor la infeccion. La presencia de micorrizas en combinacién con F. solani aumento el
crecimiento de la soja en comparacion con las plantas sin micorrizar e infectadas con F.
solani solamente, sugiriendo que las micorrizas compensan el efecto deletéreo generado
por el patdgeno, aunque sin afectar la incidencia del mismo a nivel radicular. Estudios méas
recientes en plantas de garbanzo (Cicer arietinum L.) inoculadas con HMA o0 en
combinacion con Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris (FOC), presentaron un menor indice
de severidad de la enfermedad, sugiriendo que los HMA actGan como bioprotectores
contra Fusarium (Shukla et al., 2015).

Muchos son los mecanismos que se han propuesto para explicar como las
micorrizas reducen la incidencia de enfermedades, y el estudio de estos mecanismos ha
sido el objetivo central de muchas investigaciones. Se ha sugerido, por ejemplo, que el
establecimiento del hongo en la corteza radical produce cambios fisioldgicos en la planta,
incluyendo cambios en la composicidn quimica de los exudados, que afectan directamente
la comunidad microbiana en la rizésfera (Barea et al., 2005; Hodge, 2000). Por lo tanto, la
rizésfera de la planta micorrizada tiene caracteristicas diferentes en comparacion con una
planta no micorrizada (Johansson et al., 2004). Ademaés, las interacciones directas e
indirectas se han sugerido como mecanismos por los que los HMA puede reducir la
abundancia de patogenos fangicos en las raices (Wehner et al., 2010). Posiblemente, los
patégenos y los HMA compiten por los mismos recursos, incluyendo el sitio de infeccion,
el espacio y los fotosintatos dentro de la raiz (Whipps, 2004). También se ha propuesto
que, la colonizacion por HMA influye en la arquitectura de la raiz de la planta huésped,
produciendo raices mas gruesas y ramificadas. Estos cambios en la raiz, sumado a la
activacion de mecanismos de resistencia sistémica inducida (Sylvia y Chellemi, 2001;
Whipps, 2004; Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Auge, 2001) han sido demostrados para
muchas especies de micorrizas. En los Gltimos afios, estd recibiendo creciente interés, el
estudio de la participacion del estrés oxidativo y la defensa antioxidante como mecanismos
relacionados con las micorrizas y su capacidad para la mitigacion del estrés. Cuando la
planta se enfrenta a un organismo agresor, como respuesta temprana ocurre una “explosion
oxidativa” caracterizada por la generacion de especies reactivas del oxigeno (EROs)
(Bolwell and Wojtaszek, 1997; Bolwell, 1999). Las principales EROs detectadas son el
anion superéxido (02), el perdxido de hidrégeno (H20>) y radicales hidroxilo. Un aumento

de los niveles de EROs produce peroxidacion de lipidos y destruccion de membranas,
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inicio de reacciones en cadena, destruccion de pigmentos fotosintéticos, inactivacion de
enzimas, dafios al ADN, y, en suma, una destruccion generalizada de todas las estructuras
celulares (Apel and Hirt, 2004).

Las plantas, han desarrollado una dinamica red de defensa antioxidante, formada
principalmente por superoxido dismutasas (SOD), ascorbato peroxidasas (APX), catalasas
(CAT) y acido ascorbico y glutation (Niyogi, 1999). La mejora de la resistencia al estrés
por HMA suele estar relacionada con la mejora de los niveles de actividad antioxidante
(Wu et al., 2006a, 2006b; Wu and Zou, 2009; Ruiz-Sanchez et al., 2010; Baslam and
Goicoechea, 2012).

Muchos estudios sugieren que la simbiosis con HMA ayuda a las plantas a superar
el estrés por sequia mediante la mejora de las actividades de las enzimas antioxidantes,
tales como SOD, peroxidasas y CAT (Ruiz-Lozano et al., 1996; Wu and Zou, 2009).

En este capitulo se plantea analizar el efecto de las micorrizas en el sistema soja/F.
virguliforme. Para esto se propone hacer una caracterizacion de los niveles de estrés
oxidativo y defensa antioxidante en soja micorrizada y no micorrizada frente a la invasion
de F. virguliforme, y evaluar dicha interaccion en condiciones de riego continuo y de
sequia. Ambas condiciones fueron comparadas dado que, la humedad del suelo tiene un
importante rol en la ocurrencia y severidad del SMS (Scherm et al., 1996), se han visto
sintomas foliares méas severos en campos regados y durante estaciones himedas, cuando
los suelos estan saturados (Melgar et al., 1994; Neto et al., 2006; Roy et al., 1989).
Leandro y col. (2013) sugieren que ningun factor climatico por si solo determina el
desarrollo de la enfermedad y que la siembra en suelos frios puede no ser problemaética si
el resto de la temporada de cultivo permanece en sequia. Los afios con menores
precipitaciones durante la época de crecimiento del cultivo no favorecen el desarrollo de la
enfermedad.

Finalmente, en este capitulo de tesis doctoral también nos enfocaremos en analizar
la mejora nutricional y la capacidad de mitigar el estrés hidrico en la planta como
mecanismos de proteccion contra F. virguliforme, dado que también se ha propuesto, y que
se conoce que los HMA mejoran el estado nutricional de las plantas hospedantes (Smith
and Read, 2008).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: Se utilizaron semillas de soja (Glycine max cv Don Mario 4800),
las que fueron esterilizadas superficialmente en una solucion de hipoclorito de sodio 1%,
durante 30 segundos y colocadas en algoddn y papel de filtro a 25°C para su germinacion.
Tres dias después, fueron transferidas a macetas conteniendo sustrato estéril. Se us6 como
sustrato una mezcla de suelo, perlita, vermiculita y arena (1:1:1:1). Las plantas fueron
mantenidas en invernadero a 20-25°C, bajo condiciones controladas de luz (16 hs luz/8 hs
oscuridad). Las caracteristicas del suelo utilizado fueron las siguientes: pH de 6.46, %
materia organica, 7.94; N total, 0.659%; P, 84.1 (ppm); capacidad de intercambio catidnico
(meqg/100 gr) K+, 2.1; C organico, 4.61%.

Se plantearon los siguientes tratamientos de inoculacion de plantas de soja

1. Control (C): plantas sanas sin micorrizar

2. Fusarium virguliforme (Fv): plantas inoculadas con F. virguliforme.

3. Rhizophagus irregularis (Ri): plantas micorrizadas con R. irregularis

4. R. irregularis y Fusarium virguliforme (RiFv): Plantas micorrizadas e

inoculadas con F. virguliforme.

Se realizd un ensayo de 3 meses, en condiciones controladas de invernadero, con el

fin de obtener un ensayo de infeccion con Fusarium virguliforme, de larga duracion.

Material bioldgico: La inoculacion de las plantas con Fv se realiz6 por medio de
granos de sorgo colonizados por el hongo en condiciones controladas (Scandiani et al.,
2004). Para ello, los granos de sorgo fueron distribuidos en recipientes de 500 ml con 150
ml de agua destilada y se autoclavaron a 121°C durante 60 min en dos dias consecutivos.
Una vez enfriado, se sembraron 5 tacos de agar papa con micelio fangico de Fv. Los
recipientes se incubaron a 25°C durante 15 dias hasta completar la colonizacion del
sustrato.

Los granos de sorgo infectados fueron distribuidos en el sustrato, dentro de cada
maceta, con una concentracion de 6x10° macroconidios/gr. Los mismos se determinaron
por medio del conteo de esporas mediante cadmara de Neubauer.

R. irregularis fue multiplicado en macetas conteniendo Trifolium repens, bajo
condiciones controladas de invernadero. Se utilizé como inoculo micorricico 2 gr de raices

de Trifolium repens micorrizadas al 50%, 150 gr de suelo conteniendo esporas de Ri,
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micelio y fragmentos de raices colonizadas, las cuales fueron colocadas al momento de la
siembra a las macetas Ri y RiFv.

Con el fin de proveer las poblaciones microbianas que acompafian el inéculo
micorricico, las plantas no micorrizadas (Control y Fv) recibieron una alicuota del liquido
resultante de sumergir una porcion de raices micorrizadas en agua destilada estéril.
Posteriormente, esta solucion fue filtrada para eliminar los propéagulos fungicos dejando
pasar el resto de la microflora. Las plantas no micorrizadas recibieron, ademas, la misma
cantidad de raices de T. repens que las plantas micorrizadas, pero luego de someterlas a un
ciclo de esterilizacion mediante autoclave.

Luego de la siembra de las semillas de soja pre-germinadas, todas las macetas
fueron regadas con agua destilada hasta saturacion. Se dejaron escurrir 24 horas y
posteriormente se midio el peso total, representando el peso de capacidad de campo. A la
mitad de las plantas se les restringid el riego desde el inicio y el resto fueron regadas
regularmente (ver Anexo Il1.1, manejo del riego). De esta manera se lograron 8
tratamientos:

1. Plantas sanas sin micorrizar (C H), riego continuo.

2. Plantas infectadas con Fusarium virguliforme, riego continuo (Fv H).

3. Plantas inoculadas con Rhizophagus irregularis, riego continuo (Ri H).

4. Plantas inoculadas con Rhizophagus irregularis e infectadas con Fusarium
virguliforme, riego continuo (RiFv H).

5. Plantas sanas sin micorrizar (C S), régimen de sequia.

6. Plantas infectadas con Fusarium virguliforme, régimen de sequia (Fv S).

7. Plantas inoculadas con Rhizophagus irregularis, régimen de sequia (Ri S).

8. Plantas inoculadas con Rhizophagus irregularis e infectadas con Fusarium

virguliforme, régimen de sequia (RiFv S).

Por cada maceta fueron colocadas 2 plantas, de las cuales una de ellas se cosechd
completa en el primer muestreo a las 4 semanas pos siembra, y la segunda planta se
cosechd completa en el 2° muestreo a las 12 semanas. Los datos de peso fresco (PF), peso
seco (PS) y superficie foliar, como asi también, dafio oxidativo y defensa antioxidante
fueron evaluados en la primer hoja trifoliada. Los datos de cinco réplicas, de los 8
tratamientos fueron sujetos a analisis de la varianza mediante INFOSTAT (Di Rienzo et
al., 2008) seguidas por el test LSD Fisher (Fisher, 1936).
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Evaluacion de caracteres de crecimiento: En cada muestreo se evaluaron
comparativamente longitud de raiz y de tallo, peso seco y peso fresco de raiz, tallo y hoja.
La relacion raiz/tallo fue utilizada como indicadora del nivel de nutricion vegetal (Asimi et
al., 1980). Esta relacion es interpretada como los gramos de raiz que sustentan 1 gramo de
parte aérea, y por lo tanto, menores relaciones raiz/tallo son generalmente asociadas a una
mejor nutricion vegetal y generalmente ligados con la colonizacion por HMA (Asimi et al.,
1980; Khalil et al., 1999).

El porcentaje de micorrizacion fue estimado de acuerdo al método “Gridline
intersect method” (Giovannetti and Mosse, 1980) luego de la tincidn de las raices mediante
el protocolo de Phillips y Hayman (1970) (Anexo 111.2 y 3).

Evaluacidn de los sintomas causados por F. virguliforme: Se observaron los niveles
de necrosis de raiz de plantas infectadas con Fv en presencia o no de micorrizas (Fv, RiFv).
El dafo fue evaluado siguiendo la escala de severidad definida por Roy et al. (1989). Estos
autores establecen las siguientes tasas de severidad: O = sin necrosis, 1 = leve necrosis, 2 =

necrosis moderada, 3 = necrosis extensa, 4 = necrosis muy grave.

Evaluacion de dafio oxidativo y defensa antioxidante: Para la estimacion del dafio
oxidativo se calcularon los perdxidos de lipidos medidos como malondialdehido (MDA),
de acuerdo a Heath y Packer (1968) y Hodges et al. (1999) (Ver Anexo l1l1.4). Se
determinaron las actividades enzimaticas como se detalla en el Anexo 5y luego se llevaron
a cabo las siguientes técnicas: para el contenido de proteinas la técnica descripta por
Bradford (1976) (ver Anexo 111.6), para determinar las actividades enziméticas: SOD (EC
1.15.1.1) de acuerdo a Beauchamp y Fridovich (1971) (ver Anexo I1I1.7); CAT (EC
1.11.1.6) de acuerdo a Aebi (1984) (Anexo I11.8) y APX (EC 1.11.1.11) siguiendo a
Nakano and Asada (1981) (Anexo I11.9). Ademas se realizaron geles de poliacrilamida no
desnaturalizantes al 11% de acuerdo a Davis (1962) (detalles en Anexo 111.10), para revelar
la actividad de la enzima SOD, tal como lo describié originalmente Beauchamp y
Fridovich (1971) (Anexo I11.11). Las isoenzimas SOD fueron identificadas de acuerdo a
Sandalio et al. (1987) por ensayos de inhibicion especifica (Anexo 111.11). La actividad
APX fue revelada de acuerdo al método de Mittler y Zilinskas (1993) (Anexo 111.12). Para
obtener una medida de la actividad enzimatica, se calcularon las areas de las bandas
obtenidas para cada tratamiento. En cada gel se midi6 ademas, un control positivo de la
enzima analizada. Se uso el programa JImage (Rasband). Los datos de areas se expresaron

como unidades de enzima/mg proteina.
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Para cada enzima se realizaron 3 repeticiones y los datos fueron analizados
mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) mediante INFOSTAT (Di Rienzo et al.,
2008) seguidas por el test LSD Fisher (Fisher, 1936).
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RESULTADOS

En general, las plantas bajo riego continuo mostraron mayor porcentaje de micorrizacion
comparadas con las mantenidas en sequia. Este efecto se mantuvo a lo largo del tiempo
(Tabla 3). Bajo condiciones de sequia, se pudo observar que solo hubo diferencias
significativas entre los tratamientos a las 12 semanas. En esta condicién, el porcentaje de
micorrizacion disminuyd afectado por la presencia de F. virguliforme (RiFVv).

Tabla 3: Porcentaje de micorrizacién a las 4 y 12 semanas de tratamiento.

4 Semanas 12 Semanas
Ri RiFv Ri RiFv
Riego continuo 9,39a 511a 70,19 a 66,25 a
Sequia 523 a 4,82 a 53,51 b 31,35a

Ri: plantas micorrizadas con R. irregularis, RiFv: plantas micorrizadas con R. irregularis e
infectadas con F. virguliforme. LSD Fisher Alfa=0,05. Medias con una letra comin no son

significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuando se evaluaron los niveles de necrosis de raiz, tanto en condiciones de riego
continuo como de sequia, la infeccion con F. virguliforme causo niveles leves de necrosis:
Tasa de gravedad 1, sin observarse, diferencias entre los tratamientos con y sin micorrizas.

La inoculacién con F. virguliforme aumento la relacion raiz/tallo con respecto al
control (Fv H: 2.79) (Tabla 4). Cuando comparamos las plantas inoculadas con F.
virguliforme bajo condiciones de riego continuo con las mantenidas en sequia, a las 4
semanas (Tabla 4), las plantas que mostraron mayor relacion raiz/tallo fueron aquellas que
se mantuvieron bajo riego continuo. A las 12 semanas (T2), la presencia de F. virguliforme
siguio incrementando la relacion raiz/tallo en condiciones de riego continuo (Fv H: 3.19),
mostrando una disminucion en la eficiencia radicular a largo tiempo Tanto a las 4 como a
las 12 semanas, las plantas micorrizadas (Ri) mantenidas bajo riego continuo y/o en sequia,
mostraron una menor relacién raiz/tallo, comparado con las plantas controles.

Por su parte en el tratamiento RiFv, cuando se compararon los resultados luego de 4
semanas de tratamiento tanto bajo riego continuo como en sequia, se pudo observar que la
presencia de micorrizas mejoroé el estado general de las plantas de soja, ya que disminuyo

la relacion raiz/tallo, sugiriendo un efecto mitigador en ambas condiciones. Sin embargo, a
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las 12 semanas las diferencias no fueron significativas si se comparan las plantas RiFv con
Fv, pero si se vio una tendencia a disminuir la relacion raiz/tallo bajo condiciones de
sequia. En condiciones de riego continuo, la presencia de HMA no logré mitigar el efecto
Fv.

Tabla 4: Evaluacion de parametros de crecimiento de plantas de soja de 4 y 12

semanas de tratamiento, tanto en condiciones de riego continuo como en sequia.

4 semanas 12 semanas
Raiz/Tallo (E“I:]? Raiz/Tallo (igj; b desg:;(:lti:s post iﬁr]:fej a(smt‘]ge;
riego sequia riego sequia riego sequia riego sequia sequia
C 1.52b 044a | 93,18a 92.8la | 249a 7.49a | 82.43a 5.25a 235,00a
Fv 279¢ 1.29b | 9636a 916a 3,19a 63a 84,02a 9.25b 573,33 ab
Ri 0.78a 044a | 91.43a 952a 23a 5.05a | 88,35b 8.75b 982,00b
o l.1lab  052a | 93,74a 96.86a | 3.17a 5.56a | 84.62a 9.25b 917.50ab

C: Control, Fv: plantas inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con Rhizophagus
irregularis RiFv: inoculadas con ambos (Rhizophagus/Fusarium). Los valores corresponden a la
media de 5 plantas. LSD Fisher Alfa=0,05. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05). CRA: Contenido relativo de agua.

A las 4 semanas de tratamiento, si bien no hubo diferencias estadisticamente
significativas en el Contenido Relativo de Agua (CRA) en hojas, las plantas inoculadas con
Fv mantuvieron el contenido hidrico similar a C bajo condiciones de sequia (Tabla 4). Por
el contrario, las plantas micorrizadas (Ri) y mantenidas en régimen de sequia, presentaron
un porcentaje de agua superior a C. Este comportamiento se mantuvo en las plantas
micorrizadas e inoculadas con Fv (RiFV), y ademas se observo un mayor contenido hidrico
en RiFv sequia, comparado con Fv en sequia y sin micorrizar (Tabla 4). Sin embargo, bajo
condiciones de riego continuo esta tendencia no se mantuvo.

A las 12 semanas de tratamiento, en condiciones de riego continuo, Fv no afecto el
contenido de agua con respecto al control. Y tal efecto se mantuvo en las plantas RiFv. El
CRA aumenté y solo mostré diferencias significativas en las plantas micorrizadas con Ri.
Tal efecto se correlaciond con una mejor relacion raiz/tallo (2,3).

Cuando se calculé el namero de brotes luego de la recuperacion de las plantas, las
plantas inoculadas con Fv mostraron significativamente mayor numero de brotes respecto
al control. No se observaron diferencias entre los tratamientos con patégeno solo y en

presencia de micorriza y Fv. Sin embargo, si se comparan los tratamientos de plantas no
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micorrizadas con las micorrizadas, la presencia de HMA estimul6 un mayor nimero de
brotes nuevos. Para tener una idea del contenido hidrico a las 12 semanas, se calculd el
peso fresco (mg) de las hojas rebrotadas. Los resultados mostraron que la presencia del
patdgeno no afectd de manera significativa el peso fresco de las hojas rebrotadas. Sin
embargo, si se comparan las plantas micorrizadas con las no micorrizadas se vio un
aumento en presencia de HMA, observandose una tendencia al incremento del peso fresco

de hoja cuando la planta estuvo micorrizada e infectada con Fv.

Enzimas antioxidantes del estrés oxidativo

Luego de 4 semanas de tratamiento, se evalud el contenido de MDA como una
medida del dafio oxidativo. Bajo condiciones de riego continuo, se vio diferencia
significativa entre los tratamientos (con un p-valor de 0,0341), observandose un claro
efecto patdgeno (p-valor: 0,0111) (Figura 6). En este sentido, las plantas inoculadas con Fv
mostraron un significativo aumento de este parametro con respecto al control sin inocular.
Si bien no hubo un efecto micorricico (p-valor: 0,4781), la inoculacion con HMA mostré
una tendencia a disminuir el contenido de MDA.

Cuando analizamos el dafio oxidativo en sequia (Figura 7), se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos, con un p-valor de 0,0261, donde la
presencia de Fv provocd un marcado aumento del MDA. Sin embargo, las plantas
micorrizadas (RiFv) mantuvieron estos valores inferiores a las plantas sin micorrizar (Fv).
Se vio un claro efecto micorriza (p-valor: 0,0007). El tratamiento con Fv incrementd en un
160% el dafio oxidativo en riego en comparacion con el control, mientras que este efecto
fue menor en sequia (54%). El agregado de micorrizas a Fv mitigd en un 27% en riego y
en sequia un 65%.

Luego de 12 semanas post emergencia, no se observaron diferencias significativas

para MDA (los datos se muestran en el Anexo I, Tabla 1 al final del capitulo).
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Figura 6: Dafio oxidativo a lipidos medido como MDA (nm/mg proteina). Datos
correspondientes a los tratamientos mantenidos 4 semanas bajo riego continuo. C: plantas control,
Fv: inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con Rhizophagus irregularis RiFv:
inoculadas con ambos (Rhizophagus/Fusarium). Letras distintas indican diferencias significativas

entre los tratamientos. Prueba T (a: 0.05).
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Figura 7: Dafio oxidativo a lipidos medido como MDA (nm/mg proteinas). Datos obtenidos en
los tratamientos mantenidos 4 semanas bajo condiciones de sequia. C: plantas control, Fv:
inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con Rhizophagus irregularis RiFv:
inoculadas con ambos (Rhizophagus/Fusarium). Letras distintas indican diferencias significativas

entre los tratamientos. Prueba T (a: 0.05).

Al evaluar la actividad enzimatica, a las 4 semanas de riego continuo, se pudo
observar que las plantas con Fv presentaban disminuida la actividad total SOD un 46% con
respecto al control (p- valor: 0,0433) mientras que tal efecto fue revertido por el agregado
de Ri en el tratamiento RiFv (Figura 8). Este efecto también se observé bajo condiciones
de sequia (p-valor: 0,0429) (Figura 9), en donde la actividad SOD disminuy6 un 31%

respecto a C.
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Figura 8: Actividad total SOD (Unidades SOD /mg proteina) en condiciones de riego continuo
a las 4 semanas (expresada en unidades de SOD por mg de proteinas) C: plantas control, Fv:
inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con Rhizophagus irregularis e RiFv:
inoculadas con ambos (Rhizophagus /Fusarium). Letras distintas indican diferencias significativas

entre los tratamientos. Prueba T (a: 0.05).
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Figura 9: Actividad total SOD (Unidades SOD /mg proteina) luego de 4 semanas bajo
condiciones de sequia (expresada en unidades de SOD por mg de proteinas) C: plantas control,
Fv: inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con Rhizophagus irregularis e RiFv:
inoculadas con ambos (Rhizophagus /Fusarium). Letras distintas indican diferencias significativas

entre los tratamientos. Prueba T (a: 0.05).
Cuando se evalud la actividad total CAT a las 4 semanas de tratamiento, en

condicion de riego continuo, el tratamiento con Fv mostré una tendencia a disminuir la
actividad enzimatica (un 24% menos actividad), aunque sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas con el control.

Por el contrario, esta disminucion fue significativa en RiFv, que mostré casi un
40% menos de actividad si se la compara con Ri. El tratamiento Ri mantuvo la actividad
CAT similar a C (Figura 10). La actividad CAT no mostré diferencias significativas para
los tratamientos mantenidos bajo condiciones de sequia (datos mostrados en el Anexo I,
Tabla 3).

Tampoco mostrd diferencias la actividad APX en condiciones de riego continuo
(Anexo |, Tabla 2). La actividad enzimatica APX solo mostré diferencias significativas
para los tratamientos sometidos a un periodo de sequia, en donde se vio aumentada

significativamente en RiFv (Figura 11). En este sentido, la actividad APX en RiFv fue

200% superior al C.
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Figura 10: Actividad CAT (mmol/min*mg proteina) luego de 4 semanas bajo riego continuo
(CC). Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos. Prueba T (a: 0.05).
C: plantas control, Fv: inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con Rhizophagus

irregularis e RiFv: inoculadas con ambos (Rhizophagus /Fusarium).
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Figura 11: Actividad APX (pmol/mg proteina) luego de 4 semanas bajo condiciones de
sequia. C: plantas control, Fv: inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con
Rhizophagus irregularis e RiFv: inoculadas con ambos (Rhizophagus /Fusarium). Letras distintas

indican diferencias significativas entre los tratamientos. Prueba T (a: 0.05).
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A tiempos mas largos (12 semanas), se observd un aumento significativo de la
actividad SOD en las plantas RiFv bajo condiciones de riego continuo. Para el resto de los
tratamientos la actividad se mantuvo igual a los controles (Figura 12A). En regimenes de
sequia, la actividad SOD no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos, (Figura 13A).

La identificacion de las diferentes isoformas se muestra en la Figura 12C. Los
geles de actividad revelaron una marcada disminucion de la MnSOD y de la FeSOD en
presencia de Fv, en condiciones de riego continuo (Figura 12B). Sin embargo, en presencia
de micorrizas (Ri y RiFv) se observa una recuperacion de estas mismas isoformas, con un
marcado aumento de la intensidad en general.

En condiciones de sequia, la presencia del patégeno disminuyo las formas MnSOD
y FeSOD. Cuando las plantas fueron micorrizadas, se vio una recuperacion de estas

formas, aunque en menor intensidad que el resto de las isoformas SOD (Figura 13B).
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Figura 12: Actividad SOD a las 12 semanas de tratamiento bajo condiciones de riego
continuo. A: Actividad SOD expresada como actividad medida en geles no desnaturalizantes
(unidades SOD/mg proteinas). Letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos. Prueba T (a: 0.05). B: Geles de actividad SOD representativos del segundo muestreo.

Los tratamientos fueron: C: Controles, inoculadas con Fusarium virguliforme (Fv), inoculadas con
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Ri: inoculadas con Rhizophagus irregularis e RiFv: inoculadas con ambos (Rhizophagus
/Fusarium). C: Gel de inhibicidn para la enzima SOD. Se sembraron 70 g de proteinas en cada
calle. En el primer gel se puede ver la isoforma MnSOD que no es inhibida por H202 (5 mM). En
el segundo gel se observan las isoformas FeSOD y MnSOD, las cuales no son inhibidas por KNC
(2 mM). Finalmente, en el tercer gel, las formas CuZnSOD, FeSOD y MnSOD.
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Figura 13: Actividad SOD a las 12 semanas de tratamiento bajo condiciones de sequia. A: las
actividad enzimatica SOD es expresada como actividad medida en geles no desnaturalizantes (U
SOD/mg proteinas). B: Geles de actividad SOD. Los tratamientos fueron: C: controles, Fv:
inoculadas con Fusarium virguliforme, inoculadas con Ri: inoculadas con Rhizophagus irregularis
e RiFv: inoculadas con ambos (Rhizophagus /Fusarium). Letras distintas indican diferencias

significativas entre los tratamientos. Prueba T (a: 0.05).

La actividad CAT no mostré diferencias significativas para los tratamientos

mantenidos bajo condiciones de sequia (datos no mostrados). A las 12 semanas, se midid
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actividad CAT en geles no desnaturalizantes pero no se logré observar actividad en las
muestras correspondientes a los diferentes tratamientos. Cuando se evalud la actividad
APX no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos,
tanto para los mantenidos en condiciones de riego continuo como los de sequia (datos no

mostrados).

DISCUSION

La interaccion especifica entre las micorrizas y F. virguliforme en soja ha sido poco
estudiada. Zambolin y Schenck (1983) observaron que, las plantas micorrizadas toleraban
mejor la infeccion, evaluada como un mayor crecimiento. Estudios mas recientes en
plantas de garbanzo (Cicer arietinum L.) mostraron que los HMA actuaron como
bioprotectores contra el patégeno (Shukla et al., 2015). En esta tesis doctoral, se
complementa la escasa informacion sobre esta triple interaccién, presentando datos que
involucran la mitigacion del estrés oxidativo por HMA, como uno de los mecanismos
relacionados con la regulacion del dafio causado por F.virguliforme en soja.

Los resultados mostraron que F. virguliforme no causé necrosis severa de la raiz. Si
bien no se evaluo el porcentaje de patdgeno en la raiz, si pudo observarse que, en presencia
de F. virguliforme el porcentaje de micorrizacion disminuye. Esta tendencia se mantuvo
en condiciones de sequia, que siempre mostr6 menor micorrizacion comparado con el
riego continuo. En este sentido, algunos autores (Ruiz-Lozano et al., 1995) encontraron,
que trabajando con diferentes cepas de Glomus en cultivos de lechuga, el estrés por sequia
disminuy6 el porcentaje de infeccion en G. fasciculatum, G. caledonium, y G. occultum,
manteniéndose igual en G. intraradices e incrementando en G. deserticola, G. etunicatum
y G. mosseae. Sin embargo, los autores no asociaron la capacidad colonizadora con los
diferentes efectos protectores de los aislamientos de hongos micorricicos.

En tal sentido, nuestros resultados mostraron que la micorrizacion permitié una
mejor recuperacion cuando las plantas de soja sufrieron un periodo de sequia prolongado,
mostrando mayor nimero de brotes nuevos. Se ha demostrado que la simbiosis con HMA
puede proteger a las plantas frente a efectos perjudiciales de déficit de agua (Auge, 2001,
2004; Ruiz-Lozano, 2003; Ruiz-Lozano et al., 2008). Sin embargo, la presencia de F.
virguliforme en ausencia de micorrizas no disminuyo el nimero de brotes nuevos,
sugiriendo que el patdgeno bajo condiciones de riego restringido no provoco dafios

mayores.
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Cuanto mas temprano se inicia la infeccion del patdgeno, mayores son las pérdidas
que ocasiona en el cultivo. (Scandiani, 2004). Ademas, la infeccion y el desarrollo de los
sintomas de SMS dependen principalmente de factores ambientales, particularmente de la
temperatura y la humedad. Se considera que los ambientes frescos, las estaciones humedas,
la compactacion y la alta fertilidad del suelo favorecen al SMS. La relacion raiz/tallo, o
sea, los gramos de raiz que sustentan 1 gramo de parte aérea, son generalmente asociadas a
una mejor nutricion vegetal (Asimi et al., 1980). Si comparamos la relacion raiz/tallo en el
tratamiento inoculado con el patégeno en condiciones de riego continuo con el causado en
condiciones de estrés por sequia, fue bajo riego continuo cuando F. virguliforme provoco
mayor relacion raiz/tallo de las plantas de soja. Esto posiblemente pudo deberse a que, en
general, la enfermedad causada por F. virguliforme esta asociada a condiciones optimas
para el crecimiento del cultivo, como la alta humedad edéfica y la alta fertilidad (Scherm
and Yang, 1996). Los mecanismos por los cuales este sindrome (SMS) aparece mas en
condiciones de humedad no estan claros, pero pueden estar asociados con la necesidad de
altas tasas de transpiracion para la translocacion de las toxinas generadas por el patdgeno a
las hojas (Leandro, 2012).

Sin embargo, cuando las plantas estuvieron micorrizadas y en presencia de Fv, la
relacion raiz/tallo fue similar al control, tanto en condiciones de riego como en sequia. Esto
nos sugiere que las micorrizas podrian estar atentando el efecto generado por el patdgeno,
ya que generalmente la mejora nutricional esta ligada a la colonizacion por HMA (Asimi et
al., 1980; Khalil et al., 1999).

El estrés por sequia es considerado a nivel mundial como el factor mas importante
en limitar el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Boyer, 1982). Este tipo de estrés
abiotico puede afectar el rendimiento a través de la disminuciéon en la acumulacion de
materia seca y por los efectos negativos sobre el crecimiento celular, la expansion foliar y
la fijacion bioldgica de nitrogeno (N2) que es especialmente vulnerable a las deficiencias
de agua (Sinclair y Serraj, 1995; Serraj et al., 1999). Los resultados mostraron que, si bien
las plantas mantenidas bajo sequia presentaron menor porcentaje de micorrizacion en
presencia del patdgeno que las mantenidas bajo riego continuo, fue posible observar no
solo una mitigacion del dafio causado por Fv, sino tambien un mejor estado hidrico en
condiciones de sequia. Posiblemente esto pueda deberse a que las plantas micorrizadas
tienen la capacidad de aumentar la absorcion de agua (Bago et al., 2000). Una forma de
caracterizar el estado hidrico de una planta es a través del contenido relativo de agua

(Turner, 1988). En este sentido, y luego de 4 semanas de tratamiento, la micorrizacion
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mostré una tendencia a incrementar el contenido de agua, especialmente bajo condiciones
de sequia.

Es sabido que la produccion de estrés oxidativo puede ser caracterizada a través del
dafo oxidativo con un incremento en la peroxidacion de lipidos y la oxidacion de proteinas
(Cruz de Carvalho, 2008). Malondialdehido (MDA) es generalmente considerado como el
producto y un indicador del grado de peroxidacién de los lipidos de membrana. Los
resultados aqui presentados mostraron que Fv incrementd el contenido de MDA, tanto en
riego como en sequia, aunque el incremento fue mayor en riego. Interesantemente, la
simbiosis con HMA disminuy6 el dafio oxidativo causado por el patdgeno, tanto en
condiciones de riego continuo como en sequia. Es conocido que la simbiosis con HMA
disminuye el dafo oxidativo tanto en riego como en sequia (Auge, 2001, 2004; Ruiz-
Lozano, 2003; Ruiz-Lozano et al., 2008). Asimismo se ha mencionado el efecto de
mitigacion por HMA en la inoculacién con algunos patégenos (Azcon-Aguilar y Barea,
1996). Nuestros resultados muestran por primera vez, el efecto de las micorrizas mitigando
el dafio oxidativo ante la inoculacion con Fv en soja.

Uno de los mecanismos de reaccién bioquimica mas importante con que una planta
cuenta para defenderse ante diversos cambios dafiinos del ambiente, es el complejo
enzimatico de defensa, el cual incluye a las enzimas SOD, CAT y APX. Las enzimas CAT
y APX, son las encargadas de eliminar el H2O. Por su parte, SOD es la primera enzima en
el proceso de detoxificacion que convierte los radicales superéxido (O27) en H20.. Se ha
propuesto que una de las vias que las plantas tienen para aumentar la tolerancia a la falta de
agua es incrementando la actividad de las enzimas implicadas en la eliminacion de EROs
(Bray, 1997).

Bajo las condiciones de ensayo evaluadas en este trabajo, se encontr6 que la
inoculacion con F. virguliforme mostrd una disminucion de la actividad SOD, tanto en
sequia como en condiciones de riego continuo. Por otra parte, las plantas micorrizadas e
inoculadas con Fv (RiFv H y RiFv S) presentaron aumentada la actividad de las enzimas
SOD y APX, si se las compara con las plantas inoculadas con el patdgeno (Fv Hy Fv S).
Sin embargo, no hubo diferencias para la enzima CAT en condiciones de sequia.

A diferencia de lo encontrado por Garcia-Limones et al. (2002) y Ye et al.(2006),
que observaron un incremento tanto en la actividad de las enzimas antioxidantes como en
el contenido de ROS durante la interaccion con Fusarium, nuestros resultados, por el
contrario, indicaron una marcada disminucion de la actividad SOD y CAT bajo riego

continuo en presencia de Fv (luego de 4 semanas de tratamiento), sugiriendo una
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disminucion en la regulacion del i6n superoxido y del peroxido de hidrégeno, lo cual se vio
reflejado en un aumento del dafio oxidativo evaluado como MDA.

Interesantemente, el agregado de HMA en riego continuo aumentd
significativamente la actividad SOD, sugiriendo la regulacién del ion superoxido. De este
modo, la induccién de SOD en RiFv, podria estar asociada con el reconocimiento de HMA
y la consecuente activacion del sistema de defensa de la planta frente al patdégeno. En tal
sentido, se ha informado que una fuerte induccion de enzimas antioxidantes durante el
periodo de colonizacidon da como resultado la detoxificacion de EROs (generado durante la
colonizacion) jugando un papel protector en la interaccion entre las plantas y hongos
(Alguacil et al., 2003).

El aumento de la actividad SOD se mantuvo luego de 12 semanas de tratamiento
solo bajo condiciones de riego continuo en presencia de R. irregularis y F. virguliforme
simultaneamente. La identificacion de isoenzimas SOD por gel de actividad mostr6 que el
patégeno disminuyo particularmente la actividad de las isoformas Mn y Fe SOD. Ambas
isoformas, una de mitocondria y la otra de cloroplasto, han sido mencionadas por su
capacidad antioxidante en dichos organulos. Interesantemente, ambas isoformas se
incrementaron con el agregado de R. irregularis, tanto en presencia o no del patégeno
(RiFv y Ri) apoyando la idea que ambas isoformas serian claves en la defensa antioxidante
contra el patdgeno.

Las actividades CAT y APX no mostraron cambios en el tratamiento con RiFv,
sugiriendo una posible acumulacion del H202. El H20:2 es considerado una molécula sefial
y un regulador de la expresion de algunos genes en las células. Cuando se acumula en las
plantas, activa factores de transcripcion que regulan diferentes procesos fisioldgicos, inhibe
el crecimiento y desarrollo vegetal y estimula los mecanismos de defensa a estrés biético y
abiotico (Yu et al., 2003; Pnueli et al., 2003).
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CONCLUSIONES

La presencia de hongos micorricicos, aun en bajo porcentaje de colonizacion de la
raiz, podria ser suficiente para atenuar los sintomas causados por Fusarium, tanto

en riego como en sequia.

La disminucion del dafio oxidativo en plantas inoculadas con Ri/Fv, se sugieren
como mecanismos implicados en la tolerancia a Fv tanto bajo condiciones de riego
continuo como de sequia, durante los primeros momentos de la infeccién con Fv (4
semanas).

En los primeros momentos del estrés bidtico las micorrizas regularian la defensa
antioxidante para generar sefiales de estrés relacionadas con la acumulacion del

H>0> y la regulacion del ion superoxido tanto en mitocondria como en cloroplastos.
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ANEXO |
Tabla 1: Valores de MDA de plantas de soja luego de 4 y 12 semanas

mantenidas en condiciones de riego continuo y/sequia.

MDA
(nm/g PF)
Tratamiento

4 semanas 12 semanas

CC Sequia CC Sequia
C 25,90 ab 19,66 a 32,33a 3541a
Fv 31,61b 29,36 b 36,69 a 28,76 a
Ri 16,79 a 11,39a 40,10 a 26,64 a
RiFv 19,51a 15,29 a 43,09 a 27,42 a

MDA: malondialdehido. C: Control, Fv: plantas inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri:
inoculadas con Rhizophagus irregularis e RiFv: inoculadas con ambos (Rhizophagus /Fusarium).
Los valores corresponden a la media de 5 plantas. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los valores. LSD Fisher (a: 0.05).MDA: Malondialdehido (nm/gr peso

fresco).

Tabla 2: Actividad enzimatica antioxidante de plantas de soja de 4 semanas de

tratamiento bajo riego continuo

) SOD APX CAT
Tratamientos
(U/ mg Proteina) (umol/mg Proteina) (umol/mg Proteina)
C 70,96 b 0,47 a 24,75 b
Fv 38,54 a 0,46 a 18,75 ab
Ri 58,01 ab 0,48 a 24 b
RiFv 73,69 b 0,32a 14,67 a

SOD: superoxido dismutasa; APX: ascorbatoperoxidasa; CAT: catalasa. C: Controles, Fv:
plantas inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con Rhizophagus irregularis e RiFv:
inoculadas con ambos (Rhizophagus /Fusarium). Los valores corresponden a la media de 5
plantas. Letras distintas indican diferencias significativas entre los valores. LSD Fisher (a:
0.05).
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Tabla 3: Actividad enzimatica antioxidante de plantas de soja de 4 semanas de

tratamiento sometidos a un periodo de sequia

SOD APX CAT
Tratamientos (U/mg Proteina): (umol/mg Proteina) 1 (umol/mg Proteina)
C 62,25 ab 0,32a 18,59a
Fv 42,74 a 0,38a 18,56 a
Ri 46,97 a 0,40a 16,53 a
RiFv 77,38 b 0,65b 12,88 a

SOD: superoxido dismutasa; APX: ascorbatoperoxidasa; CAT: catalasa. C: Controles, Fv:
plantas inoculadas con Fusarium virguliforme, Ri: inoculadas con Rhizophagus irregularis e RiFv:
inoculadas con ambos (Rhizophagus /Fusarium). Los valores corresponden a la media de 5
plantas. Letras distintas indican diferencias significativas entre los valores. LSD Fisher (o

0.05).
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Capitulo 2

Desarrollo de metodologias de inoculacién de plantas de
soja in vitro con F. virguliforme y evaluacion de la

interaccion.

Soja | Fusarium virguliforme



INTRODUCCION

El crecimiento y la productividad de las plantas se ve muy afectado por las
condiciones de estrés ambiental (Zhou et al., 2010). La exposicién de las plantas al estrés,
tanto bidtico como abidtico, da como resultado numerosos cambios bioguimicos,
fisiologicos y moleculares. En general, los genes regulados durante el estrés juegan un
papel fundamental en la tolerancia o resistencia de las plantas a las diversas condiciones
desfavorables (Guo et al., 2014).

En todo proceso infeccioso, independientemente de que éste termine siendo exitoso
0 no, se produce un dialogo o intercambio de sefiales entre el eventual patégeno y el futuro
potencial hospedante. Esta interaccion terminara definiendo una relacion compatible, si el
proceso infeccioso es exitoso y se manifiesta la enfermedad, o incompatible, cuando el
patdgeno es incapaz de invadir a su potencial hospedante por alguin factor de resistencia.
Entre estos dos extremos existe un sinnimero de gamas de interacciones que representan
diferentes niveles de tolerancia (Dangl et al., 2013). Sea cual fuera el resultado de este
dialogo o interaccion, especialmente en el caso de patdgenos de suelo, el intercambio de
sefiales comienza aln antes de hacer contacto directo patdégeno y hospedante (Dodds and
Rathjen, 2010).

Numerosos estudios recientes han expandido nuestros conocimientos sobre el
sistema inmune de las plantas y han llevado a la identificacion de nuevos componentes.
Tanto las plantas como los patdgenos han desarrollado “armas moleculares” para
defenderse. Las plantas estan equipadas con un sofisticado sistema inmune, el cual les
permite reconocer al patégeno invasor, transmitir sefiales de alarma, y activar una rapida y
eficiente respuesta de defensa que limita la infeccion. Por su parte, los patdgenos han
desarrollado estrategias para disminuir o inclusive anular el sistema inmune de la planta
logrando establecer una interaccién compatible, es decir, desarrollar la enfermedad.
Entender los mecanismos moleculares del sistema inmune de la planta y la patogenicidad
microbiana es de suma importancia a la hora de elaborar estrategias que limiten las

pérdidas en los rendimientos de un cultivo debido a la enfermedad.

La resistencia natural de las plantas a patdgenos depende tanto de mecanismos de
defensa pasivos como activos o inducidos (Jones and Dangl, 2006). Dentro de los
mecanismos pasivos, es decir aquellos componentes que estan presentes en la planta

independientemente de la presencia o no del patégeno, podemos nombrar como ejemplos
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las barreras fisicas y bioguimicas como tricomas, la deposicién de capas de cera en la
epidermis, la pared celular y la produccion de compuestos antimicrobianos (Heath, 2000;
Chisholm et al., 2006). Aquellos patdgenos adaptados que han adquirido la capacidad de
vulnerar estas barreras, se enfrentan con la respuesta de defensa inducida. Esta defensa es
regulada en varios niveles (Segonzac and Zipfel, 2011). En el primer nivel, encontramos
los “receptores de reconocimiento de patrones o estructuras” localizados en la membrana
(PRRs: Pattern Recognition Receptor), que censan moléculas patron, moléculas tipo,
asociadas a microbios (MAMPs, microbe-associated molecular pattern) o moléculas
asociadas a patogenos (PAMPs, pathogen-associated molecular pattern). El reconocimiento
de estas moléculas por los PRRs inicia la inmunidad desencadenada por PAMPS/MAMPS
(PTI: Pattern Triggered inmunity) (Tsuda and Katagiri, 2010). Ciertos patdégenos han
desarrollado estrategias para superar la PTI, como la produccion de proteinas efectoras.
Como segunda barrera génica para limitar el avance de aquellos patdgenos que superan la
PTI, las plantas han desarrollado proteinas de resistencia (PR). Estas proteinas R son el
componente clave del segundo nivel del sistema inmune inducido. La mayoria de las
proteinas R poseen un dominio central de union a nucleétidos (NB), junto con un dominio
repetido en leucina carboxilo terminal (LRR) y por lo tanto son llamadas proteinas NB-
LRR (Kim et al., 2005).

Cuando los efectores microbianos son reconocidos por las PR, se inicia una
respuesta de defensa que, a menudo culmina en una respuesta hipersensible (RH), con la
consecuente muerte celular programada alrededor del sitio de infeccién (Heath, 2000;
Thommas et al., 2011). A los efectores reconocidos por las PR se los denomina factores de
avirulencia (Avr), y la reaccién de resistencia iniciada es conocida como inmunidad
desencadenada por efectores (ETI: Effector Triggered Inmunity) (Jones and Dangl, 2006;
Dodds and Rathjen, 2010). Este fendmeno de reconocimiento especifico fue descrito por
primera vez por Flor en 1942, y se lo conoce como la hipotesis de “gen por gen” (Flor,
1971). Desde entonces, numerosos genes Avr han sido clonados, y en 1992 fue aislado el
primer gene R: el Hm1 de maiz que le confiere resistencia a Cochliobolus carbonum (Johal
and Briggs, 1992).

En la actualidad, el sistema inmune de las plantas esta representado por el modelo
del Zig-Zag de cuatro etapas (Figura 14) (Jones and Dangl, 2006). En la primera etapa, los
PAMPs/MAMPs son reconocidos por los receptores de reconocimiento (PRR) en la

membrana, dando como resultado la inmunidad activada por PAMPs (PTI), que puede
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detener la infeccion. En una segunda etapa, los patdgenos exitosos despliegan efectores
que contribuyen a su virulencia. Estos efectores pueden interferir con PTI. Esto genera una
susceptibilidad desencadenada por efector (ETS). En una tercera etapa, el efector es
especificamente reconocido por una proteina tipo NB-LRR, activando la inmunidad
desencadenada por efectores (ETI). El reconocimiento puede ser directo o indirecto. ETI es
una respuesta amplificada y acelerada de PTI, dando como resultado la resistencia a la
enfermedad y, usualmente, una respuesta de muerte celular hipersensible (HR) en el sitio
de la infeccidn. Estéa claro que los patdgenos pueden desarrollar estrategias para evadir esta
respuesta de la planta (ganando o modificando efectores por ejemplo) asi como las plantas
pueden desarrollar nuevos genes R. Ambos procesos se dan a lo largo de la seleccion

natural mediante procesos evolutivos que llevan enormes lapsos.

Elevado PTI ETS ETI ETS
‘ ‘ ‘ Umbral para HR
...................................... .S-...-.. I
Efectores » BB
patdgenos Efectores

» » patogenos

Umbral para la
resistencia efectiva

Bajo PAMPs

Figura 14: El modelo del zig-zag ilustra la respuesta de la planta al ataque de un patégeno
(Jones and Dangl, 2006 modificado). En este esquema, la susceptibilidad a un patégeno
determinado es proporcional a PTI-ETS+ET]I. La respuesta por parte de la planta se da en cuatro
etapas. En una primera etapa, las moléculas asociadas a patdégenos (PAMPs/MAMPS) son
reconocidos por los receptores especificos de PAMPS (PRR) y desencadenan la inmunidad
desencadenada por PAMPs (PTI). En una segunda etapa, los patdgenos exitosos exponen sus
efectores, los cuales interfieren con PTI o permiten la dispersion y nutricion del patégeno, dando
como resultado una susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS). En una tercera etapa, un
efector (indicado en rojo) es reconocido por una proteina del tipo NB-LRR, y se desencadena la
respuesta ETI o inmunidad desencadenada por efector, una respuesta amplificada de PTI, que a
menudo supera un umbral y desencadena respuesta hipersensible (HR). En una cuarta etapa, cepas
del patogeno que han perdido la capacidad de virulencia, y han ganado nuevos efectores (indicados
en lila) pueden ayudar al patégeno a superar ETI. La seleccion favorece nuevos alelos de NB-LRR
de la planta, que pueden reconocer uno de los efectores de reciente adquisicion, resultando en una

nueva ETI.

69



Rol de la pared celular de las plantas en la proteccion contra patogenos

Todas las células vegetales que se encuentran en desarrollo necesitan remover
constantemente los componentes de la pared celular primaria, que mayormente esta
compuesta de polimeros de carbohidratos (como celulosa, hemicelulosa y pectinas) y
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, como son las extensinas y las proteinas
arabinogalactonas (Carpita and McCann, 2000). Ademas, las células que han completado
la expansion celular y necesitan reforzar su estructura por razones funcionales (esto es,
para formar células de vasos o fibras) generan una pared celular secundaria que esta
compuesta mayormente de celulosa, hemicelulosa (mayormente Xxylanos) y lignina
(Cosgrove, 2005; Sarkar et al., 2009).

La pared celular es, ademas de todo lo anterior, un importante elemento de defensa
comun en todas las plantas (Bellincampi et al., 2014; Lionetti and Métraux, 2014).

En primer lugar, la pared celular actia como barrera fisica (pasiva) y por lo tanto,
para que la infeccion del patdgeno progrese, es necesario que exista una ruptura local o
extensiva de la matriz de la pared (Cantu et al., 2008; Hematy et al., 2009). En segundo
lugar, la pared celular es un reservorio de compuestos antimicrobianos, los cuales son
liberados durante su degradacién (Garcia-Olmedo et al., 2001; Schulze-Lefert, 2004;
Vorwerk et al., 2004). Por otra parte, las plantas tienen un mecanismo para mantener la
integridad de la pared celular (CWI, del inglés: Cell Wall Integrity). Este mecanismo, es
capaz de regular la integridad de la pared durante el desarrollo de la planta y en respuesta a
estimulos externos (Wolf et al., 2012; Engelsdorf and Hamann, 2014). Notablemente,
ademas de cumplir con el rol en la proteccion de la planta contra la infeccién, la pared
celular puede también actuar como fuente de nutrientes para los patégenos, promoviendo
su crecimiento y desarrollo (Cantu et al., 2008; Hematy et al., 2009).

Los patdgenos de plantas son, a menudo, divididos segun su tipo de vida, en
biotrofos y necrétrofos. Los bidtrofos se alimentan de tejido vivo del huésped, mientras
que los necrotrofos matan el tejido del huésped para alimentarse de los restos (Glazebrook,
2005; van Kan, 2006). Mientras que, los hongos necrétrofos destruyen la integridad de la
pared celular, a través de la accién combinada de enzimas de degradacién, los hongos
biotrofos requieren una degradacion mas localizada y controlada de la pared celular, con el
fin de mantener viva a la célula huésped (Bellincampi et al., 2014). De esta manera, la
planta puede liberar moléculas sefales, conocidas como DAMPSs, por patrones moleculares

asociados al dafio (Damage Associated Molecular Patterns: DAMPs) (Vorwerk et al.,
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2004; Cantu et al., 2008). Los DAMPs pueden modular la respuesta inmune por
reconocimiento por PRRs, muchos de estos mecanismos son similares a la regulacion de la
activacion del sistema inmune en respuesta a PAMPs (Dodds and Rathjen, 2010; Macho
and Zipfel, 2014; Malinovsky et al., 2014).

El reconocimiento de DAMPs y PAMPs por PRR activa una cascada de proteinas
quinasas que regulan, rio abajo, la respuesta inmune dando como resultado, entre otros, el
reforzamiento de la pared celular (Ringli, 2010; Ferrari et al., 2013; Engelsdorf and
Hamann, 2014; Malinovsky et al., 2014). Estas interacciones PAMP/DAMP-PRR son
importantes independientemente de la forma de vida patégeno, aunque la importancia
relativa de ciertos PAMPS/DAMPs puede variar significativamente. Por ejemplo,
fragmentos de quitina, cutina y oligogalacturonidos (OGs) pueden ser mas relevantes en
patosistemas en donde hay enzimas que degradan la pared celular y la cuticula (Huffaker et
al., 2006; Huffaker et al., 2011). Dentro de los PAMPs, podemos nombrar como ejemplos
moléculas derivadas de la pared celular de bacterias u hongos, como peptidoglicanos
(PNG), lipopolisacaridos (LPS), fragmentos de quitina y la flagelina de muchas bacterias;
como ejemplos de DAMPs encontramos aquellos peptidos, OGs y monomeros de cutina,
que se liberan después de la lesion provocada por el organismo invasor, o por accion de
enzimas derivadas del patdgeno (Bellincampi et al., 2014).

En Arabidopsis, se ha observado que la proteina receptora con repeticiones ricas en
leucina (LRR-RLK) ERECTA (ER) y la proteina G heterotrimérica estan involucradas en
la remodelacion de la pared celular durante la respuesta de defensa contra Plectosphaerella
cucumerina, y probablemente controlan la CWI. Una de las estrategias méas utilizadas por
las plantas para limitar la degradacion de los componentes de la pared celular, es la
produccién de inhibidores enzimaticos. Las poligogalacturénasas (PGs) son factores de
patogenicidad producidos durante la etapa temprana de la interaccion microbiana, que
despolimeriza la homogalacturona (HG), el principal componente de la pectina en
dicotiledoneas, pero también presente en monocotiledoneas (Caprari et al., 1993; D’Ovidio
et al., 2004). Las plantas son capaces de producir proteinas inhibidoras de las
poligalacturonasas de la pared celular (PGIPs) contra los PGs de microbios e insectos
(Spadoni et al., 2006). Se ha visto que la sobreexpresion de PGIPs mejora la resistencia
contra bacterias y hongos necrétrofos en diferentes plantas (Aguero et al., 2005; Ferrari et
al., 2012). La interaccion PG-PGIP da como resultado la acumulacion de OGs (elicitor
activo) que, en Arabidopsis, son percibidos por un receptor de pared asociado a quinasa 1

(WAK1, Brutus et al., 2010), activando la respuesta inmune de la planta (Ferrari et al.,
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2013). Recientemente se ha identificado en Arabidopsis un receptor del tipo LRR-RPK,
denominado RBPG1 (Botrytis PolyGalacturonase 1), que reconoce endopoligalacturonasas
fangicas (PGs). A estas PGs flungicas se las ha propuesto como PAMPs (Zhang et al.,
2014).

Cambios transcripcionales en plantas frente a la invasion de patogenos de suelo

Uno de los principales inconvenientes para estudiar los eventos tempranos del
proceso infeccioso de patdgenos de suelo, es la dificultad para determinar el momento
preciso en el que el patdgeno entra en contacto con la raiz de la planta. En este capitulo se
describe una metodologia que permite infectar plantas de soja con un patégeno fangico de
raiz, Fusarium virguliforme, y determinar el momento exacto en que las hifas del hongo

entran en contacto con su hospedante.

El uso de nuevas metodologias para el estudio de los sistemas biolégicos permite
comprender la respuesta de las plantas al estrés. Estas respuestas son, a menudo,
controladas por vias de transduccion de sefiales, que puede involucrar decenas o incluso

cientos de genes (Lee et al., 2011).

Existen hoy una serie de metodologias para efectuar un andlisis detallado de los
cambios transcripcionales en plantas frente a diferentes situaciones como estrés biético,
abiotico, cambios luminicos, etapas de desarrollo etc. Entre otras metodologias pueden
citarse la secuenciacion de RNA (RNA-seq) (Wang, et al., 2009); la tecnologia de
microarreglos de cDNA (Schena et al., 1995) y la técnica de andlisis de polimorfismos de
fragmentos de restriccion a partir de ADN copia (cDNA-AFLP) (Vos et al., 1995).

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos mediante la técnica de
cDNA-AFLP. La misma fue seleccionada por su relativamente bajo costo y porque para su
realizacién no se requieren conocimientos previos del genoma de la planta hospedante
(Vuylsteke et al., 2007; Xiao et al., 2009). Esta tecnologia ha sido ampliamente utilizada
por ser una de las tecnologias mas robustas, sensibles y atractivas para el descubrimiento

de genes en base a la deteccidn de fragmentos diferenciales.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Ajustar un método in vitro de inoculacion e infeccién de plantas de

soja con Fusarium virguliforme.

o Evaluar cambios en los niveles de transcripcion de genes

involucrados en defensa en plantas frente a la infeccion de F. virguliforme.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: Semillas de soja (Glycine max) cultivar Don Mario 4800, fueron
desinfectadas superficialmente por inmersién en hipoclorito de sodio al 1% durante 30
segundos, y germinadas en grupos de 6 semillas por placa de Petri estériles (145 mm de
diam) conteniendo agar agua (0,8%). Las placas de Petri fueron incubadas a 27°C en

oscuridad durante 4 dias.

Material fungico: Como inoculo para los experimentos se utilizd una cepa de
Fusarium virguliforme (Fv), originalmente aislada de la zona de Buenos Aires (Aoki et al,
2005), mantenida en medio de cultivo sintético (SNA: Synthetic low nutrient agar,
Nirenberg, 1976). Un taco de este cultivo, conteniendo micelio y macroconidios de Fv, fue
puesto en placas de Petri (90 mm diam) con 50 ml de Potato Dextrosa Agar (PDA)

(Scharlau Chemie S.A, Barcelona, Spain), e incubadas a 25°C en oscuridad por 7 dias.

Disefio del sistema: Se utilizo el sistema in vitro desarrollado por Bressano y col.
(Bressano et al., 2010). El disefio del mismo consistio en colocar una plantula de soja de 4
dias de crecimiento dentro de una placa de Petri (145 mm diam.) conteniendo medio
Hoagland (concentracion 1X) gelificado con Phytagel™ (SIGMA). Para lograr un correcto
desarrollo de las plantas, los cotiledones se mantuvieron fuera de la placa, quedando solo
las raices creciendo en el medio de cultivo. Los sistemas fueron colocados en condiciones

controladas de luz y temperatura (16 hs luz/8 hs oscuridad, a 24°C).

Proceso de inoculacion y muestreo: Una vez que las plantas alcanzaron el estadio
V2 (primeras hojas trifoliadas totalmente expandidas), los sistemas fueron divididos al azar
en dos grupos, cada uno con tres réplicas: plantas sanas (Control) y Plantas inoculadas con
Fusarium virguliforme (Fv); los tratamientos Fv fueron inoculados con un taco de PDA
(25 mm2) cubierto con el patégeno y observados con un microscopio estereoscopico
(Nikon SMZ800), a través de la tapa de la placa de Petri. Las raices fueron cosechadas a
diferentes tiempos, segun el momento de infeccion. Se consideré como tiempo 1 (T1), el
momento en el que las hifas del patdgeno entraban en contacto con la raiz, y Tiempo 2, 48
hs posteriores al momento T1. A su vez, se eligieron dos zonas de muestreo, una zona
adyacente y una zona lejana al punto de infeccién (Figura 15). También se tomaron
muestras de raices de plantas controles, sin inocular. Las muestras fueron conservadas a -

80°C hasta su utilizacion.
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Raiz Adyacente a Fv

Inéculo de Fv

Raiz Lejana a Fv

Figura 15: Representacién esquematica de las zonas de la raiz de las plantas de soja
muestreadas post-infeccion con F. virguliforme. Planta completa in vitro inoculada con el
patégeno. Detalle de la raiz de la planta de soja creciendo en medio Hoagland gelificado con

Phytagel TM (SIGMA). Se muestran el punto de inoculacion con Fv y las zonas de muestreo.

Extraccion de RNA: A partir de las muestras de raices se extrajo ARN total
mediante el método de TRIzol, (Chomczynski and Sacchi, 1987) segln protocolo del
fabricante (TRIzol® Plus RNA Purification System Thermo Fisher Scientific Inc.),
utilizando materiales libres de RNAasas (Anexo 1V.1). Se utiliz6 0,1gr de muestra por cada
ml de TRIzol. El pellet final se resuspendié en 30 pl de agua tratada con DEPC. EI RNA
extraido se mantuvo a -80°C hasta su utilizacion. Las muestras de RNA fueron corridas en
gel desnaturalizante de agarosa al 1,2% (Anexo IV.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 (QIAGEN), segun protocolo del producto.
La ausencia de ADN contaminante en las muestras extraidas se comprobé mediante
reacciones de PCR del ARN obtenido.

PCR reverso (RT-PCR): La primera hebra de ADN copia (cDNA) se sintetiz6 con
el kit RT PCR KIT IMPROM (PROMEGA) usando como molde 1 pg de ARN de cada
muestra problema. La verificacion de la reaccion de la transcriptasa reversa se realizo
mediante PCR utilizando un juego de cebadores disefiados para un exon de la secuencia de
la enzima antioxidante Catalasa, el cual genera un amplicon de 427 pb (Cebador CAT exdn
3 up-5’: GTC CGC GAT GGC CTC AAG TT/ Cebador CAT exo6n 3 low-3": GGG GGT
CAA AGT CAAGCC TGT C).
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Polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados a partir del ADN copia
(ADNc ) (ADNc-AFLP): Con el objetivo de estudiar los genes cuya transcripcion se altera
frente a la infeccion de F. virguliforme, se realizo la técnica de polimorfismos de longitud
de fragmentos a partir de ADN copia (ADNc-AFLP: Amplified Fragment Length
Polymorphism a partir de ADNc)?.

La Técnica de ADNc-AFLP consiste en la combinacion de los métodos de RT-
PCR, PCR vy analisis de fragmentos de restriccion, con el fin de detectar polimorfismos
debidos a modificaciones en la expresion de genes (Anexo 1V.3). Este cambio se percibe
como un patron diferente en las bandas generadas. Las diferencias observadas en la
intensidad de las bandas entre las muestras proporcionan una buena medida de las
diferencias relativas en los niveles de expresion génica.

En esencia, el método de cDNA-AFLP implico la transcripcion inversa de ARNm
en ADNCc de doble hebra, seguido por la digestion con enzimas de restriccion, la ligacion
de adaptadores y la amplificacion por PCR selectiva de los fragmentos de restriccion con
cebadores extendidos en 1 o mas bases especificas. De esta manera, se obtuvieron
subconjuntos mas pequefios de una mezcla de fragmentos de ADNc. Los fragmentos de

cDNA-AFLP resultantes fueron separados en geles de alta resolucion.

Gel de poliacrilamida: Los productos de amplificacion selectiva obtenidos
mediante la técnica de cDNA-AFLP fueron separados en geles de poliacrilamida al 6%, y
fueron reveladas con nitrato de plata 0,2% (Anexo 1V.4). Posteriormente, fueron
analizados cuidadosamente, con la ayuda de un transiluminador de luz blanca. Alli se
reconocieron los fragmentos candidatos de ser expresados diferencialmente, ya sea por
activacion o supresion de la transcripcion de una determinada secuencia génica. Luego se
extrajeron las bandas elegidas para determinar su identidad por medio de secuenciacion?.
Las secuencias obtenidas fueron procesadas con el programa Chromas lite 2.01 y SeqMan
Pro (DNASTAR Lasergene version 8.0.2) para determinar el consenso de las cadena
sentido y antisentido.

Para poder corroborar la expresion diferencial observada en los geles de

poliacrilamida de las secuencias seleccionadas, se disefiaron cebadores especificos para las

! Dicho estudio fue llevado a cabo en Brasil, en el Laboratorio de Genética Molecular del Departamento de
Entomologia, Fitopatologia y Zoologia Agricola-Escuela Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, bajo la
supervision del Dr Luis Eduardo Aranha Camargo.

2 La secuenciacion fue realizada en el laboratorio a cargo del Dr Luis Eduardo Aranha Camargo, Universidad
de Sao Paulo, Escuela Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Departamento de Fitopatologia.

76



mismas. Al mismo tiempo, se disefid un juego de cebadores que amplifican la secuencia de
un gen calibrador, para lo cual se utilizd la del Factor de elongacion 1-o Glycine max
elongation factor-la (EF-1a) (NCBI accession N° AK?285433). Este gen se utiliza para
homogeneizar los valores de cada muestra, ya que su expresién no varia ante los
tratamientos aplicados. Las propiedades de los cebadores desarrollados se calcularon con la
herramienta Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculador

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

PCR en tiempo real: Para realizar los ensayos de PCR en tiempo real se siguio el
protocolo del Kit de Invitrogen “EXPRESS One-Step SYBR® GreenER™”(Thermo
Fisher Scientific Inc.), usando EXPRESS SYBR® GreenER™ gqPCR SuperMix Universal,
EXPRESS SuperScriptR Mix for One-Step SYBR® GreenER, 0.1 pug de molde de RNA y
0.2 uM de Cebadores especificos (Anexo I1V.5). Para cada muestra se corrieron reacciones
con el cebador especifico para el Factor de Elongacion 1o, como un control interno.

Ademés de las muestras problema, se incluyé un control sin enzima RT, para
corroborar la inexistencia de ADN genémico y un control sin ARN para cada cebador
utilizado para descartar contaminaciones.

El experimento fue llevado a cabo en un termociclador Rotor Gene 6000. El
programa utilizado fue el siguiente: 53°C, 5 min/ 95°C, 2 min/ (95°C, 15 seg/ 53°C, 60 seg/
74°C, 10 seg) x45 ciclos. Curva de melting (60°C to 95°C).

Antes de analizar las muestras problema se procedié a la generacion de curvas
estandar para para deducir la eficiencia de amplificacion de cebador a utilizar. Es
imprescindible que las eficiencias de amplificacion de los cebadores especificos sean
equiparablea a la eficiencia del gen calibrador para el célculo relativo del “delta ct” (Livak

y Schmittgen, 2001).

Las secuencias de los genes que mostraron una regulacién diferencial se
compararon en la base de datos de nucle6tidos (NCBI). En los casos en los que se
generaron resultados ambiguos y con el fin de obtener secuencias de mayor longitud, se
procedio a la elongacion de los fragmentos elegidos utilizando la técnica 5° RACE (Rapida
Amplificacion de los Extremos de ADNc) (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 (Anexo IV.6). Este cebador

hibrida en la secuencia poli A de los RNA mensajeros y a partir de alli, mediante la enzima
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reverso transcriptasa, se genera una hebra de ADN copia, que sera 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 (Anexo 1V.6).

Preparacion de Muestras para Secuenciar: Las muestras fueron corridas en geles
preparativos de agarosa al 2%, y luego fueron tefiidas 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 purificacion se cuantific6 por
espectrofotometria (NanoDrop ND-1000®).

Clonado de secuencias: Las secuencias amplificadas por RACE fueron clonadas en
el plasmido vector, el pCR®4-TOPO®, que permite clonar directamente productos
generados por PCR. Para ello se usé el kit de invitrogen TOPO TA Cloning® Kit for
Sequencing, siguiendo el protocolo del fabricante (Anexo 1V.7). 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).

El andlisis de los transformantes positivos, se realizé6 mediante una reaccion PCR a
partir de colonia, usando los cebadores M13 Forward y M13 Reverse (Anexo IV.7).

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 37°C se los centrifugd a 3000 rpm
por 20 minutos. El plasmido fue purificado siguiendo el protocolo de Fermentas
(“GeneJET Plasmid Miniprep Kit - Life Technologies”); se midié la concentracion en
NanoDrop ND-1000® vy se llevd a cabo una digestion con la enzima EcoRI (1U de
enzima/l pg de DNA) para verificar los clones positivos. Las digestiones fueron corridas

en geles de agarosa al 1%.

Analisis 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 identificacion molecular de la secuencia
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consenso se realizd usando el programa MegaBlastn de la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

RESULTADOS

El sistema in vitro descripto en materiales y métodos permitié que, luego de la
inoculacion de F. virguliforme, sea posible observar con microscopio estereoscopico
(Nikon SMZ800) a traves de la tapa de la placa de Petri la llegada del hongo. De esta
manera, se determind que las hifas llegaron a tocar la superficie de la raiz luego de cuatro
dias de haber colocado el in6culo (Figura 16A), dado el lento crecimiento de F.
virguliforme en medio Hoagland.

La Figura 16A muestra el momento en el que el patdgeno entra en contacto con la
raiz de las plantas de soja, considerado como tiempo 1. En este momento, se tomaron
muestras tanto de raices adyacentes como lejanas al sitio de infeccion (denominados como
RAFv T1y RLFv T1, respectivamente).

Soybean
root

200 um

200 pHm \

Figura 16: A: Zona en la que el hongo patdgeno (Fusarium virguliforme) entra en contacto
con la raiz de soja. A este momento se lo consider6 como tiempo 1. Las flechas indican las zonas
de entrada de Fv. B: La Figura muestra al hongo patogeno luego de 48 hs de haber entrado en

contacto con las raices de soja. A este momento se lo consideré como tiempo 2.

Una vez establecido el T1, se dejaron transcurrir 48 hs y se tomaron las muestras
T2, tal como se mencioné en la metodologia (Figura 16B). Aqui también se tomaron
muestras adyacentes y lejanas al sitio de infeccién denominando a cada una como RAFv
T2 y RLFv T2, respectivamente. También se tomaron muestras de plantas controles sin

inocular con Fv.
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El ARN obtenido mediante el método del TRIzol fue cuantificado, luego de
eliminar el ADN contaminante se midié el rendimiento y se obtuvo un promedio de 0,2 a
0,04 pg/ul. Se evalué su pureza mediante la relacion de absorbancias obtenidas a las
longitudes de onda 260 y 280. Ademas, se observo la integridad y calidad de las muestras
de ARN, mediante la estimacion visual en un gel de agarosa desnaturalizante,
comprobéndose que la banda del RNA 25S comparada con la del 18S fue mas intensa
(Figura 17).

Plantal Planta2 Planta3 Planta4

25s

18s

Figura 17: Gel desnaturalizante de agarosa 1.2% en donde se observa la integridad y calidad de
los ARNs extraidos de las raices de los diferentes tratamientos cultivados in vitro. Las calles 1-10
corresponden a las diferentes muestras. La calle 1 corresponde al C, las calles 2y 3 a la planta 1,
RLFv y RAFv Tiempo 1, respectivamente. Las calles 4 y 5 corresponden a la planta 2, RLFv y
RAFv Tiempo 2, la 6y 7 a la planta 3, RLFv y RAFv Tiempo 1, las calles 8 y 9 a la planta 4, RLFv
y RAFv Tiempo 2. La calle 10 es el C Tiempo 2 y M el marcador molecular.

Una vez corroborada la integridad del RNA obtenido, se realizaron Ilas
amplificaciones siguiendo la técnica de ADNc-AFLP. Los productos obtenidos fueron
separados en geles de poliacrilamida (Figura 18) y se reconocieron los fragmentos
polimorficos, eventualmente pertenecientes a genes con transcripcion diferencial, ya sea
por activacion o supresién, para los tratamientos control e inoculado con F. virguliforme, al

momento de la llegada del hongo y 48 h posteriores a la llegada del patégeno. Se
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detectaron 75 fragmentos diferencialmente expresados, segun las distintas combinaciones
de cebadores utilizados durante la técnica cDNA-AFLP. Para este trabajo de tesis fueron
elegidas tres secuencias para su comprobacion por PCR en tiempo real, las secuencias 22,
23 y 25. Como criterio para la seleccion de los fragmentos consideramos la evidente

diferencia en la expresion, como asi también, la calidad en la secuenciacion.

Comb1l Comb2 Comb3 Comb4

1A 1L 2A 2L

Figura 18: 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.

Las secuencias nucleotidicas para cada gen elegido (22, 23 y 25), se muestran en la
Tabla 5. A partir de ellas, se hizo el disefio de los cebadores, que se usaron para confirmar

por PCR en tiempo real (Tabla 6).
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Tabla 5: Secuencia de nucledtidos consenso obtenida para cada gen elegido

previamente por cONA-AFLP.

Secuencia
consenso del
Gen 22

Secuencia
consenso del
Gen 23

Secuencia
consenso del
Gen 25

ATAGCAGAGGATAGAAAGTAAAGCTTACAGGTTTTTATTTTTGAAATACATG
AAAAACATTAGTATAAGAAAAGTGTGTGACAATACAAGAAAACATAAAAAA
GAACTAAGTAGAACTGGAGCATGTTTATGGTTTAGTATGTTCAGTCTTTCATC
TCTGTGTGTGTCTGTGGTGACATTGAAGATGACCTCGATGACATTGCAAGCTT
TGACAGAAATCCGACATYGTAACATTGTAAAGTTACATGGGTTTTGTTCAC

GTAATAACAAGTGGGCTCCTATATGGTATTTGTGCCTGGCAGTAATTCATGCC
CCTTGCTATGGCGTGTATTATCTGATAGTGCAAGCCAAAAATACGATTCTCCC
CAGATTGTTCCCTCAAGCATTTTTGTCATAGGAAGTTCCAGACTATGAAGGA
ATCCTCAGACTATGAAGCATGTTGAGAAAAGGAAAATGCCGGTGGAATTATA
CCCAAGGTGATGGAGACAATATTCAAGAGGGTTCAGACTATGAAGGAATCCT
CAGAGTTTTTGATTAGGGTATCTTTTATCGAGGTAAACAATAATGCTTGGTG

CACCAACAACAGTCTTTACAGCTTCCCTTCTTTGTTCCTCGTTCATTGGAGCT
GATCTTCCATTTGTAACATCTGCTACTTGGGCCACGAATCCCTTATCCACCCG
AAAGAAATGGTTAGTGTTATAGCCTCCAAGTCGCACAAGCTTATAAATGTGG
TCCACAGTTTTAGGTGCAACAGTTGGATAGAAACCAAATTCAATATCTCCAT
ACTTTGTCTGAAAGACGACGCGGGTCGATCCCAGTTCGGGTTCCAGAGCGGA
AATTACAGATAT

Tabla 6: Secuencias de cebadores nucleotidicos especificos disefiados para

validar los resultados por PCR en tiempo real.

Nombre Orientacion Secuencia (5°-3) Amplicon
(pb)
Left Primer AGAACTAAGTAGAACTGGAG
Primer 22 105
Right Primer GCTTGCAATGTCATCGAG
Left Primer CAGCTTCCCTTCTTTGTTC
Primer 25 121
Right Primer CGACTTGGAGGCTATAAC
Factor de Left Primer CTGTAACAAAATGGATGCTA
106
Elong. 1a Right Primer GTCAGGGTTGTATCCTACTT
Left Primer ACGATTCTCCCCAGATTG
Primer 23 147
Right Primer ACCCTCTTGAATATTGTCTC
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Los resultados se calcularon relativos al control sin inocular, y se calibraron
mediante los valores de Ct del gen del factor de elongaciéon la. Los niveles de
concentracion relativa de los transcriptos obtenidos para los genes evaluados (22, 25 y 23)
se detallan en la Tabla 7. Los datos se expresaron como RAFv, para muestras extraidas a
partir de raiz adyacente al sitio de infeccion, en el momento en que F. virguliforme
contactd la raiz de soja (T1) y a las 48 hs (T2). RLFv representa muestras de raices lejanas

al sitio de infeccién, tomadasa T1ya T2.

Tabla 7: Concentraciones relativas de los transcriptos de los tres genes evaluados
(Gen 22, 25y 23) en raices de soja durante la interaccién con Fusarium virguliforme

Gen 22 1 2.86 1.01 0.48 2.09
Gen 25 1 1.14 0.63 0.93 0.79
Gen 23 1 1.25 1.07 0.8 1.08

RAFv T1: raiz adyacente inoculada con Fv tiempo uno; RAFv T2: raiz adyacente
inoculada con Fv tiempo dos; RLFv T1: raiz lejana inoculada con Fv tiempo uno; RLFv T2: raiz

lejana inoculada con Fv tiempo dos

De los tres genes analizados en nuestro sistema experimental, el Gen 22 mostrd
diferencias significativas en sus niveles de expresion relativa con respecto al control sin
inocular.

Este gen fue inicialmente seleccionado (cDNA-AFLP) por ausencia de banda en
plantas infectadas con Fv. Estos primeros resultados nos hicieron pensar que, el Gen 22 se
comporta de manera diferencial con respecto a las plantas sanas (C), es decir, que estaria
inhibido en presencia de Fv en ambos tiempos.

Cuando se repitieron los ensayos para corroborar estos resultados, y se analizé su
comportamiento (Figura 19), se pudo observar un incremento de 186% respecto al control
durante el tiempo 1 en la zona adyacente a la entrada de Fv, con una caida notable en su
expresion luego de 48 horas (-52%). Para las zonas alejadas a la entrada del patdgeno,
durante las primeras horas de interaccion no hubo diferencias con los controles. Sin
embargo, este mismo gen se mostro sobre-expresado respecto al control (109%) luego de
48 horas (Figura 19).
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Gen 22

2 1,86

1,5

0,5

0,01

Expresion relativa al control

T1

0,5

BRAFv ERLFv

Figura 19: Expresion relativa al control de los transcriptos correspondientes al Gen 22. En el
grafico estan representados T1: momento en el que Fv entra en contacto con la raiz y T2: 48 hs
posteriores a la llegada de Fv. RA Fv: Raiz Adyacente al punto de inéculo Fv y RL Fv: Raiz

Lejana al punto de in6culo Fv. El Control sin inocular se grafica como 0.

La identidad de la secuencia amplificada como Gen 22 fue determinada mediante el
programa MegaBlastn de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del
Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). Se determind un 100% de
identidad con un receptor rico en dominio repetitivo de leucinas con caracteristicas de
serina/treonina kinasa (Glycine max probable LRR receptor-like serine/threonine-protein
kinase) (Tabla 8).
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Tabla 8: Resultados obtenidos a partir de la comparacion de la secuencia 22 contra la

base de datos del Genbank (seguin el programa blastn)

Max Total Query )
e-value Ident Accession

Descripcion core Score cover

Glycine max probable LRR receptor-
like serine/threonine-protein kinase 385 489 100% 1,00E-105 100% XM_006599002.1

Glycine max probable LRR receptor-
like serine/threonine-protein kinase 257 362 100% 3,00E-67 90% XM_003555102.2

Glycine max probable LRR receptor-
like serine/threonine-protein kinase  99.0 99.0 22%  2,00E-19 97% XM_003548498.2
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DISCUSION

El desarrollo de un método in vitro nos permitio obtener plantas de soja jovenes y
saludables, poder infectarlas con F. virguliforme y hacer un seguimiento del proceso
infeccioso en tiempo real. Este sistema es muy adecuado para el estudio de los eventos
tempranos de la interaccion con patdgenos de raices, ya que es posible hacer un
seguimiento minucioso de la llegada del hongo a la raiz de la planta.

La posibilidad de comprender qué ocurre durante la interaccion soja/ F.
virguliforme, nos permite caracterizar el tipo de respuesta de defensa que se establece
luego de una interaccion compatible entre ambos organismos; en especial, durante las
primeras etapas de esta interaccidn huésped-patogeno.

Los resultados obtenidos muestran que, en raices de soja con 7 dias de crecimiento
en condiciones in vitro, la presencia de micelio de F. virguliforme provoca cambios en la
expresion de un importante nimero de genes, tanto durante el periodo comprendido entre
la llegada del patdgeno a la raiz como 48 hs posteriores al primer contacto. También se ha
comprobado que estos cambios no s6lo ocurren en zonas préximas a la entrada del
patdgeno, observandose un comportamiento de expresion diferencial en zonas de la raiz
que no estan en intima relacion con F. virguliforme.

Cuando se analizaron los resultados de validacion mediante PCR en tiempo real, se
pudo observar que, cuando el patdgeno entra en contacto con la planta (T1), la expresién
del gen 22, mostr6 un marcado aumento en la transcripcion en las zonas adyacentes al
punto de infeccion con F. virguliforme (RA Fv: 182%), sin evidencias de cambios en las
zonas distantes (RL Fv). Notablemente, luego de 48 hs de ocurrida la infeccion, la cantidad
de transcriptos en RA Fv disminuy6 significativamente pero aumento en las zonas lejanas
a la infeccion llegando a niveles que duplican el nivel de expresion normal del gen.

El gen que aqui denominamos 22 tiene una identidad del 100% con un receptor
LRR treonina/serina quinasa. Ha sido demostrado que muchos miembros de la familia de
receptores ricos en leucina (LRR) tipo quinasas (RPK), tienen funciéon de proteinas
receptoras (PRR) (Gomez-Gomez et al., 2001; Shiu et al., 2004; Song et al., 1995; Zipfel et
al., 2006). Dada la estructura molecular del Gen 22, es decir su identidad con un RPK, no
es sorprendente que se active tempranamente frente a la presencia de F. virguliforme.

Las plantas han evolucionado diferentes tipos de estrategias para combatir tanto a

razas particulares de patdgenos como a cambios en sus poblaciones. Actualmente se estima
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que los receptores tipo quinasas (receptor like kinase, RLK), que conforman una familia de
genes en expansion, han permitido una acelerada evolucion entre dominios implicados en
el reconocimiento o0 recepcion de sefiales, tipicamente mediante un dominio rico en
repeticiones de leucinas (LRR) (Shiu and Bleecker, 2003).

En este modelo, la familia de RLKSs representa una adaptacion especifica de las
plantas que conduce a la produccion de un variado menu de receptores en la superficie de
las células y receptores citoplasmicos.

Mas recientemente se ha postulado la teoria de que los dominios LRR de los RLK
pueden interactdar con un diverso grupo de proteinas que determinan sefiales de respuesta
especifica. De alli que los RLK parecen tener un papel fundamental en la etapa de
reconocimiento del patdgenos y la subsecuente activacion de los mecanismos de defensa
de las plantas (Afzal et al., 2008)

El proceso por el cual se da esta cascada de sefiales ha sido estudiada intensamente
y se conoce hoy que los RPKs constituyen los primeros eslabones en la denominada
inmunidad innata de las plantas que esta basada en el reconocimiento de patrones (plant
pattern recognition receptor, PRRs) (Lacombe et al., 2010) Estos receptores captan
diversos patrones moleculares asociados a microbios (microbe associated molecular
patterns (MAMPs), a patdgenos (pathogen associated molecular patterns (PAMPS) e
inclusive a dafio en pared celular (damage associated molecular patterns, DAMPs). La
respuesta gatillada por los RPKs es inmediata y converge con sefiales controladas por PKs
activadas por Ca+ y por proteinas quinasas con propiedad mitégena (mitogen-activated
PK, MAPK). Toda esta red de sefializacion acttia controlando la actividad y sintesis de una
cantidad de factores de transcripcion, enzimas, hormonas, péptidos antimicrobianos, etc.
que finalmente contribuyen a la resistencia contra bacterias, oomicetes y hongos (Tena et
al., 2011).

Estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo han mostrado que,
durante la interaccion in vitro soja/ F. virguliforme, la presencia de F. virguliforme provoca
un aumento de los transcriptos de un gen homdlogo a la enzima UDP-Glucosa
dehidrogenasa (Giachero and Ducasse, 2012), la cual se ha sugerido que es la reguladora
de la expansion de la pared celular (Robertson et al., 1995). En este trabajo se observo
ademas que, esta regulacion es mas fuerte en las zonas adyacentes a la entrada del
patdgeno, comparados con los cambios ocurridos en los sitios distantes. En aquel
momento, se sugirié que habria una respuesta espacial relacionada con la reaccién de

defensa inducida; ya que, como se ha explicitado més arriba, cuando la céelula detecta la
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presencia de un organismo patégeno, se activan una serie de mecanismos de defensa, y que
esta reaccion es més inmediata a nivel local, en el tejido que estd mas proximo o
directamente en contacto con el patogeno. Consecuentemente, es mas débil a nivel
sistémico, en los tejidos no infectados de la planta (Benezer-Benezer et al., 2008).

En base a lo observado en esta tesis y, con los datos obtenidos previamente
(Giachero and Ducasse, 2012), se propone que la interaccion planta patégeno comienza
antes de que este Gltimo entre en contacto fisico con el hospedante. Existen factores
difusibles que alertan al hospedante de la llegada del patdgeno activando su respuesta de
defensa. Esa activacion de la respuesta se aprecia en un incremento de la transcripcion de
genes que codifican para las RLKs que actian como PRRs.

De esta manera, para el momento en que la pared celular de las células de la raiz
han sido alteradas y liberados los denominados DAMPs, ya existen otras moléculas (los
factores difusibles) que le estarian indicando a la planta que estd siendo atacada por un
patégeno.

Seguido de la esporulacion del hongo, ocurre lesién con ruptura de tejidos,
permitiendo la expansion del mismo dentro del hospedante (Prins et al., 2000). El proceso
de penetracion ocurre por degradacion de la cuticula externa, por accién de cutinasas y
lipasas (Laluk and Mengiste, 2010). Una vez que penetran la cuticula, los hongos
necrotrofos tienen una estrategia espacial y temporal para atacar la pared celular vegetal,
mediante la produccion de varias enzimas que degradan la pared celular (CWDEs, del
inglés: Cell Wall Degrading Enzimes).

Como se planted antes, las proteinas (LRR-RPK), pueden reconocer tanto DAMPs
(Vorwerk et al., 2004; Cantu et al., 2008) como PAMPs (Miedes et al., 2014). En ambos
casos, los RPK disparan rapidamente sefiales de defensa convergentes que determinan un
amplio repertorio de acciones para detener el avance del patégeno.

Sanchez-Rodriguez sugiere que algunas PRK pueden estar involucradas en la
deteccion de patdgenos o en perturbaciones inducidas por el desarrollo de la integridad de
la pared celular (Sanchez-Rodriguez et al., 2009). Los autores observaron que la PRK
ERECTA (ER) en Arabidopsis, actia como sensor de la integridad de la pared celular en
respuesta a fragmentos de pared liberados a causa del dafio generado por patogenos. Dado
que la naturaleza de estos restos de pared son desconocidas, ellos sugieren que los
oligogalacturonidos, que han demostrado activar el sistema inmune de las plantas (Denoux

et al., 2008; Osorio et al., 2008), podarian ser potenciales candidatos. De esta manera,
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proponen que la funcién especifica de la PRK ER durante la regulacion de la resistencia a
enfermedades mediadas por la pared celular es distinta de su papel en el desarrollo.
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CONCLUSION

Aunque muchas otras interpretaciones son posible, los datos presentados aqui,
sugieren que el hongo necrétrofo Fusarium virguliforme es capaz de activar una reaccion
de defensa inducida, durante los primeros momentos del proceso infeccioso en plantas de
soja, incluso antes de entrar en contacto fisico con el futuro hospedante. Como mecanismo
se propone que, es posible que ocurra una activacion temprana por factores difusibles del
hongo (PAMPs) que alertan a la planta de su presencia. Estos PAMPs serian los
responsables del incremento en la transcripcion de genes codificantes de PRRs (como la
LRR-PK llamada Gen 22 en esta tesis). Ademads, estas respuestas defensivas se
sinergizarian poco mas tarde como respuesta a la accion de enzimas hidroliticas del
patdgeno, las cuales producen compuestos elicitores de la planta (DAMPS), que pueden
actuar de dos maneras. Tanto los PAMPs como los DAMPs serian capaces de activar de
manera directa una cascada de sefiales mediante las MAPKSs, lo cual se veria reflejado
primero en un aumento de los PRRs y luego en un incremento en la expresion del gen
UDP-Glucosa dehidrogenasa de manera temprana. Este aumento es indicativo de una

reorganizacion de la pared celular, como mecanismo de defensa basal.
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Capitulo 3

Desarrollo de metodologias para obtener plantas de
soja micorrizadas in vitro

Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA): R. irregularis



INTRODUCCION

Cultivo in vitro de micorrizas

A lo largo de la evolucion, los hongos micorricicos arbusculares (HMA) se han
tornado en organismos completamente dependientes de su huésped desarrollando una
relacion de simbiosis obligada. Existen evidencias de la asociacion simbidtica de los HMA
y las plantas, que data de 450 millones de afios (Redecker et al., 2000). Por ello, esta
simbiosis en particular, considerada ancestral es probablemente la que ha permitido la
transicion de las plantas desde el agua a la tierra firme (Selosse and Le Tacon, 1998). Este
grado extremo de dependencia que presentan los HMA con sus plantas hospedante, ha
dificultado el estudio de muchos aspectos de la biologia de los mismos.

Hasta el momento es imposible cultivar un HMA independientemente de su planta
hospedante, por lo que el desarrollo de metodologias de cultivo in vitro para hongos
formadores de micorrizas ha revolucionado la forma de estudiar esta compleja simbiosis, y
ha proporcionado un poderoso modelo para estudiar como se relacionan los socios en esta
interaccion. Desde mediados de los afios 70, tres grandes avances se han logrado en el
campo de cultivo in vitro de HMA. Mosse y Hepper (1975) obtuvieron por primera vez
cultivos puros de HMA, es decir, cultivos monoaxénicos. En 1986, Strullu and Romand
lograron el primer subcultivo de un HMA en un sistema de aislamientos sucesivos de
raices micorrizadas, pudiendo re-asociarlo con diversos sistemas de raices. Esto fue un
paso fundamental para la conservacion en el tiempo de cultivos puros de HMA.
Posteriormente, Bécard y Fortin (1988), adaptaron la tecnologia de raices transformadas
mediante Agrobacterium rhizogenes para el crecimiento y desarrollo de HMA. La

combinacion de todos estos hallazgos ha permitido obtener colecciones de cultivos puros.

Obtencion de cultivos puros de hongos micorricicos arbusculares

El proceso para obtener y mantener cultivos monoaxenicos de HMA puede ser
dividido en cuatro etapas. Estas son, (1) la seleccién de un indculo de HMA, (2) el
muestreo y la desinfeccidén e incubacién de los in6culos en un medio de crecimiento
adecuado, (3) la asociacion de los inoculos con una raiz hospedante, y (4) el subcultivo de
los HMA.
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Previo a estos cuatro pasos, estan (a) la seleccion de un sistema de cultivo
apropiado, (b) la preparacion de un medio de cultivo sintético, y (c) el manejo de la raiz
hospedante, esto es transformacion y subcultivo.

a. En cuanto a los sistemas de cultivos, basicamente se utilizan dos: el sistema
mono-compartimentado y el sistema bi-compartimentado. EI primero consiste en una placa
de Petri de un solo compartimento con medio de crecimiento adecuado, libre de
contaminantes, donde se coloca una raiz junto con el inéculo del HMA. Este sistema fue
desarrollado a mediados de la década de 1970 (Mosse and Hepper, 1975) y desde entonces
ha sido aplicado con éxito en numerosas especies de Glomus. También ha sido utilizado
con otros HMA como Scutellospora reticulata (de Souza and Declerck, 2003) and
Acaulospora rehmii (Dalpé and Declerck, 2002). Luego, este sistema fue sutilmente
modificado para especies de Gigaspora (G. margarita, G. roseae, G. gigantea) (Bécard
and Fortin, 1988; Bécard and Piché, 1992; Diop et al., 1992).

El segundo sistema de cultivo consiste en una placa de Petri dividida en dos
compartimentos, en uno de ellos se pone a crecer la raiz micorrizada en medio de
crecimiento sintético. En el otro compartimento se permite el crecimiento del micelio en un
medio sintético similar, pero sin fuente de carbono. Ambos compartimentos son
fisicamente separados por una pared pléstica. Este sistema fue desarrollado en 1996 por St-
Arnaud y colaboradores.

En el sistema bi compartimentado, la densidad de micelio y esporas producidas en
el compartimento distante es marcadamente superior que el producido en el compartimento
proximo a la raiz, y esto estd relacionado probablemente a la ausencia de raiz y a la
diferencia en la disponibilidad de carbono (Fortin et al., 2002), haciendo a este sistema
mas productivo que el mono-campartimentado.

b. Los medios mas ampliamente utilizados para cultivo monoaxénico de HMA son
el medio minimo (M) (Bécard and Fortin, 1988) y el medio Strullu-Romand modificado
(MSR) (Declerck et al., 1996, de Diop, 1995, modificado de Strullu and Romand, 1986).
Ambos medios son una modificacién empirica de los medios usualmente utilizados para
cultivo in vitro de plantas y se aplican con éxito para un amplio rango de HMA.

c. Las transformaciones genéticas de raices con Agrobacterium rhizogenes Conn.
fueron logradas hace décadas (Riker et al., 1930; Ark and Thompson, 1961), pero recién a
mediados de 1980 se comenz6 a utilizar para el estudio de micorrizas (Mugnier and Mosse,
1987).
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El desarrollo de lineas de raices de zanahoria (Daucus carota L.) transformadas
(Bécard and Fortin, 1988), las ha convertido en el huésped mas ampliamente usado para
cultivar HMA. Se ha visto que, la asociacion entre estas raices transformadas y los HMA
muestran mayor colonizacion intraradical y producen mayor desarrollo de hifas
extraradicales que las raices no transformadas, lo cual es una ventaja para la produccion de
estos hongos (Fortin et al., 2002). Sin embargo, todas las etapas del crecimiento del hongo
(como el patron de colonizacion, distribucion de vesiculas, mecanismos de esporulacion y
propagacion de las micorrizas) pueden variar segun el hospedante utilizado (Tiwari and
Adholeya, 2003).

Seleccion del inéculo fungico

Dos tipos de inoculo pueden ser usados para iniciar un cultivo monoaxénico: (1)
esporas 0 esporocarpos, Yy (2) fragmentos de raices micorrizados conteniendo vesiculas o
vesiculas aisladas (Fortin et al., 2002). Dependiendo del HMA, a menudo un tipo de
indculo se adapta mejor que el otro para iniciar el cultivo puro. Para las especies de
micorrizas que producen esporas de tamafio muy pequefio (didmetro < 100 pm), la
desinfeccion es a menudo dificil de lograr. Las especies que producen este tipo de esporas
también producen un alto numero de vesiculas dentro de la raiz, estas son G. intraradices,
G. proliferum, y pueden ser considerados como in6culo para iniciar un cultivo
monoaxeénico. La germinacion de las vesiculas aisladas o dentro de segmentos de raiz es
rapida y eficiente. En el caso de segmentos de raices micorrizadas, la germinacion que
surge de las extremidades de la raiz es multiple (Diop et al., 1994; Declerck et al., 1996),
incrementando el potencial de infeccion. Por el contrario, para especies que producen
pocas vesiculas (algunas especies de Glomeraceae, como G. caledonium, G. mosseae, etc.)
0 no producen vesiculas (las Gigasporaceae) y producen grandes esporas (didmetro > 150
pum), las esporas son usadas como indculos. Cuando el hongo produce esporocarpos, estos
son los indculos mas apropiados para iniciar el cultivo monoaxénico por su germinacion
maltiple.

A pesar de la gran variedad de aplicaciones, el uso de cultivo de 6rganos de raiz
(ROC, del inglés: root organ culture) presenta algunas limitaciones para el estudio de la
simbiosis de los HMAs. Estas van desde la ausencia de tejidos fotosintéticos a un
desajuste en el balance hormonal. En este sentido, el estudio de los mecanismos
fisiolégicos involucrados en el transporte de minerales y carbohidratos del hongo a los

brotes de la planta y viceversa, puede verse modificado por la ausencia de tejido
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fotosintético. De la misma manera, la adicién de sacarosa al medio de cultivo, para
compensar la falta de fotosintatos puede modificar la bioquimica de la interaccion planta-
hongo. En este contexto, el desarrollo de un sistema de cultivo in vitro con plantas
autotroficas asociadas a hongo MA parece fundamental.

Inicialmente, Mosse (1962) establecio el primer sistema de cultivo in vitro en
donde asocio plantas enteras (como trébol, maiz, cebolla, pepino, pasto ovillo) con el
hongo Endogone sp., y los hizo crecer en un medio salino inorganico.

En las siguientes dos décadas varios autores experimentaron la asociacion in vitro
de un HMA con una planta hospedante en medio liquido o agarizado (Mosse and Phillips,
1971; Strullu and Romand, 1986). A mediados de los noventa, ElImeskaoui y colaboradores
(1995) desarrollaron un sistema de cultivo tripartito, asociando en un sélo contenedor,
raices de zanahoria micorrizadas con plantulas de frutillas. Este sistema fue utilizado para
investigar el estrés hidrico (Hernandez-Sebastia et al., 1999, 2000) y el efecto de CO: en la
formacion de micorrizas (Louche-Tessandier et al., 1999). Sin embargo estos sistemas
también presentaban limitaciones, posiblemente debido a la complejidad de tener tres
organismos en un mismo sistema. Voets y col. (2005) desarrollaron un sistema de cultivo
in vitro en donde, las raices de las plantas se asociaban al HMA en un medio de cultivo
solido, bajo estrictas condiciones in vitro, mientras que la parte aérea de la planta (parte
fotosintética) se desarrollaba fuera del sistema, al aire libre. Aqui, los autores evaluaron la
produccién de esporas generadas, el desarrollo de la planta y del hongo, la capacidad
germinativa de las esporas producidas y la habilidad del HMA de micorrizar plantas de
papa (Solanum tuberosum). Este sistema de cultivo autétrofo fue aplicado con éxito en
diferentes cultivares de S. tuberosum como asi también en cultivos de Medicago
truncatula L. (Voets et al., 2005). Con este sistema los autores obtuvieron esporas en gran
cantidad (approx. 12.000 esporas), aunque se requiri6 mucho tiempo para lograrlo
(alrededor de 22 semanas), posiblemente debido al tiempo que se necesita para que las
esporas del hongo germinen, crezcan, alcancen la raiz y se desarrollen dentro de estas. Con
la idea de optimizar los tiempos de micorrizacion, Voets y col. (2009) modificaron este
sistema autotrofo parcialmente cerrado, y propusieron el uso de una planta donadora de
micelio (PDM) para permitir una rapida, amplia y homogénea colonizacion de las raices.
Maés recientemente, Gallou y col. (2010) demostraron la eficiencia de este sistema in vitro
con PDM para estudiar los cambios en la expresion de genes de defensa durante las
diferentes etapas de la colonizacion de raiz con HMA (pre-colonizado, colonizacion

temprana y estado tardio) en plantulas de papa, ya que permite sincronizar el desarrollo del
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hongo dentro de la raiz. En un trabajo posterior, Gallou (2011) analiz6 la expresion génica
(GST1, Lox, MAPK and PAL) durante diferentes estados de la simbiosis papa- Glomus sp.
MUCL 41833, y comprobé que esta metodologia in vitro puede ser utilizada para estudiar
cambios en la expresion de genes asociados a la simbiosis plantas-HMA.

Este sistema también ha sido probado en cultivo de gran porte, como son plantas de
banana y caucho (Koffi et al., 2009; Sosa-Rodriguez et al., 2013). Koffi y col. (2013)
destacan el interés de este sistema de cultivo in vitro como una herramienta prometedora
para investigar los factores bioquimicos y los mecanismos moleculares implicados en la
bio-proteccion conferida por HMA, ya que han podido comprobar el efecto atenuador
sobre una poblacion de nematodos que afectan raices de banana.

Hasta el momento no se ha reportado el uso de esta metodologia de cultivo in vitro
en plantas de soja, posiblemente porque este cultivo alcanza gran tamafio en poco tiempo.
Sin embargo, es sabido que estos sistemas de cultivo in vitro tienen varias ventajas, que
hacen crecer nuestro interés en el uso de esta metodologia para evaluar mecanismos
moleculares. Entre las ventajas de este sistema, encontramos que la planta puede crecer de
manera autotrofa, es decir, sin suministro extra de fuentes de carbono. De esta manera es la
raiz la unica fuente de carbono para el desarrollo de hongos; el hecho de que sea una
metodologia in vitro permite tener controlado el sistema, con ausencia de otros
microorganismos. Ademas, brinda la posibilidad de supervisar, de manera no destructiva,
el desarrollo de los microorganismos en estudio y la pureza y calidad de las extracciones
de RNA/DNA (Croll et al., 2009).
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OBJETIVO ESPECIFICO

Con todo lo expuesto, en este capitulo se plantea el siguiente Objetivo especifico:

o Desarrollar un método de inoculacion e infeccién in vitro de plantas

de soja con hongos micorricico arbusculares (HMA).
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MATERIALES Y METODOS

Para obtener un cultivo puro de hifas micorriticas in vitro, se micorrizaron raices de
zanahoria (Daucus carota L.) transformadas mediante Agrobacterium rhizogenes (Fortin et
al., 2002).

Para ello se us6 como indculo micorricico esporas Rhizophagus irregularis aisladas
de suelo de macetas mantenidas en invernadero con plantas de trébol (Trifolium repens)
micorrizado (durante al menos 3 meses) y fragmentos cortos de raices de estas plantas de
trébol.

Aislamiento del in6culo micorricico: Las muestras de suelo fueron tomadas al azar
y las raices de las plantas de trébol separadas para su posterior desinfeccién. El suelo fue
lavado con agua corriente haciéndolo pasar por sucesivos tamices (710 pm - 45 pm). Lo
recolectado en el tamiz de 45 um fue colocado en un tubo de centrifuga de 50 ml hasta
completar la mitad del volumen. Luego se agregd un volumen igual de una solucion de
sacarosa 60% (p/v). Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 min. Las esporas
fueron obtenidas con una jeringa de la interfase formada entre las dos capas, y fueron
colocadas en una placa de Petri.

Desinfeccion del inéculo micorricico: Tanto las esporas de HMA como los
fragmentos de raices micorrizadas de trébol (Trifolium repens) fueron lavados reiteradas
veces con agua destilada, para eliminar los restos de suelo. Luego se transfirieron a un
aparato de filtrado para su desinfeccion superficial. Se trataron con una solucién de etanol
95%, durante 2 min. Se enjuagaron sucesivas veces con agua destilada estéril y se mantuvo
el in6culo durante 10 min en una solucion de cloramina T 2% (con 2 gotas de Twen 20).
Cuando la solucién fue filtrada, el papel de filtro con las estructuras desinfectadas fue
cuidadosamente colocado en una placa de Petri estéril. Bajo condiciones asépticas (en
camara de flujo laminar) y usando un microscopio estereoscopico (Nikon SMZ800) las
esporas fueron transferidas y colocadas en medio minimo solidificado con GelGro. Las
placas se mantuvieron en oscuridad a 25°C durante 72 hs, ya que el proceso de
germinacion de las esporas se inicia generalmente a partir del tercer dia de incubacion. Se
considera gue una espora ha germinado cuando se detecta la aparicion de tubo germinativo.

Micorrizacion de raices transformadas de zanahoria: Los fragmentos de raices que
mostraron crecimiento de micelio fngico o aquellas esporas que lograron germinar, fueron

transferidos a cajas de Petri con raices transformadas de zanahoria creciendo en medio de
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cultivo modificado de White (medio M) solidificado con 3 gl de Phytagel ™ (SIGMA).
Las placas fueron conservadas durante 5-6 meses a 25-28°C en oscuridad (Figura 20).

Figura 20: A: Raices transformadas de zanahoria creciendo en medio de cultivo modificado de
White (medio M) solidificado con Phytagel ™ (SIGMA). B: Fragmentos de raices de trébol
micorrizadas con R. irregularis, colocadas en gotas de medio minimo solidificado con Gel-Gro,
para permitir el desarrollo de hifas extraradicales. C: Observacién en lupa de un fragmento de raiz

de trébol con desarrollo de una hifa (h) de R. irregularis creciendo en medio minimo.

Dado que no fue posible establecer una micorrizacion efectiva, y para optimizar los
tiempos, se decidi6 optar por un sistema de raices de zanahoria transformadas ya

micorrizadas.

Cultivo, propagacion y mantenimiento de R. irregularis: Se utiliz6 una cepa de R.
irregularis suministradas por Eliane Dumas Gaudot®. Las mismas fueron mantenidas en
asociacion simbidtica con raices transformadas de zanahoria en placas de Petri (de 90 mm
de diametro) conteniendo medio modificado Strullu-Romand (MSR) (Strullu and Romand,
1986; Declerck, Strullu et al., 1998), solidificado con 3 gl de Phytagel (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) (Cranenbrouck, Voets et al., 2005). Las placas fueron mantenidas durante

% Plante-Microbe-Environnement, Dijon, France (INRA).
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3 meses en oscuridad en posicion invertida a 27°C, para lograr una gran produccion de
esporas.

Desinfeccion de semillas de soja: Las semillas de soja (cv. Don Mario 4800) fueron
esterilizadas superficialmente por inmersion en alcohol al 70% durante 1 min, luego fueron
sumergidas en hipoclorito de sodio (50 %) por 10 min, enjuagadas 3 veces en agua
destilada estéril y germinadas en grupos de 6 semillas por placa de Petri (de 140 mm de
diametro) con medio MSR con sacarosa (10 gl™) (sin vitaminas), solidificado con 3 gl de
Phytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Las placas fueron incubadas a 27°C, durante 4
dias en oscuridad y luego mantenidas 1 dia en fitotron (16 horas de luz y 8 hs de oscuridad
con 22°/18°C, respectivamente, y 70% de humedad relativa).

Desinfeccion de semilas de Medicago truncatula: Las semillas de Medicago
truncatula Gaertn. cv. Jemalong A 17 (SARDI, Australia) fueron esterilizadas
superficialmente por inmersién en hipoclorito de sodio (30 %) durante 15 min, enjuagadas
3 veces en agua destilada estéril y germinadas en grupos de 25 semillas por placa de Petri
(de 90 mm de diametro) con medio MSR sin sacarosa ni vitaminas, solidificado con 3 gl*
de Phytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Las placas fueron incubadas a 27°C, durante
3 dias en oscuridad y luego mantenidas 2 dias en fitotron (16 horas de luz y 8 hs de
oscuridad con 22°/18°C respectivamente, 70% de humedad relativa).

Método de tincion de raices para cuantificar niveles de micorrizacion: Las raices
fueron aclaradas utilizando KOH 10% durante 3 horas; se blanquearon y acidificaron con
HCI 1% durante 15 minutos y se tifieron con azul tripan 0.2% durante 15 minutos. Luego
fueron enjuagadas con agua destilada y por Gltimo conservadas en glicerol 50%.

Las raices tefiidas fueron observadas con microscopio compuesto (Olympus BH2,
Olympus Optical, GmbH, Alemania) a 40X. Se evalud colonizacion total de la raiz por
HMA de acuerdo al método de Mc.Gonigle y col. (1990) analizando porcentaje de
arbusculos (%A), vesiculas (%V) e hifas (%H). Se observé un promedio, de por lo menos,
120 intersecciones.

Utilizando los sistema de raices transformadas de zanahoria ya micorrizadas, se
disefiaron y probaron nuevos sistemas, para lograr micorrizar plantulas de soja en
condiciones in vitro. Los sistemas probados son expuestos a continuacion y fueron

clasificados segun la metodologia empleada para la inoculacion:
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e Método 1. Inoculacion directa con hifas y esporas de R. irregularis.

e Meétodo 2. Raices transformadas de zanahoria micorrizadas con R. irregularis

como donante de micelio.

e Método 3. Plantas donadoras de micelio.

Método 1. Inoculacion directa con hifas y esporas de R. irregularis.

Para obtener el in6culo de HMA (esporas y micelio), fue necesario ajustar la
técnica de solubilizacion del medio, descripta por Doner y Bécard (1991). Esta técnica
consiste en colocar un taco de medio MSR con esporas y micelio R. irregularis en una
solucidn de citrato de sodio (10 mM, pH 6.0) a una temperatura aproximada de 30°C (en
una relacion 1/10) hasta lograr disolver el medio. EI mencionado taco con esporas y
micelio de R. irregularis se obtiene de una placa de Petri con raices transformadas de
zanahoria micorrizadas y con buena produccion de esporas y micelio extraradicular.
Luego de filtrar la solucion resultante, lo obtenido (esporas + micelio) es usado como
inculo.

Los sistemas fueron construidos como se indicé en el capitulo Il. Las plantulas de
soja previamente germinadas (5 dias antes) bajo condiciones de esterilidad, fueron
colocadas cuidadosamente, a traveés de un orificio, en cajas de Petri de 140 mm de
didmetro x 20 mm de altura con medio minimo M (Bécard and Fortin, 1988) sin sacarosa,
gelificado con 4 gl de GelGro™ (ICN, Biomedicals, Irvine, CA, USA), con las radiculas
dentro del medio de cultivo y los cotiledones hacia fuera para permitir el desarrollo de la
parte aérea fuera de la placa.

Las placas fueron selladas para evitar contaminaciones y envueltas en papel sulfito,
para simular las condiciones de oscuridad en la raiz. Al cuarto dia de incubacion, cuando la
raiz llegd a expandirse en el medio, se colocaron varias dosis de indculos micorricicos en
diferentes puntos de la placa (Figura 21).

Los sistemas fueron mantenidos en cdmara de crecimiento, con un régimen de 16 hs
de luz y 8 hs de oscuridad, a 25°C durante 6 semanas. Pasado este tiempo, las plantas
fueron cosechadas, y las raices fueron tefiidas con azul tripan para comprobar la

micorrizacion.
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Figura 21: Esquema de una planta de soja con buen crecimiento en medio minimo M sin
sacarosa, gelificado con 4 gl?* de GelGro™ (ICN, Biomedicals, Irvine, CA, USA) (Bécard and
Fortin, 1988). La Figura muestra los diferentes puntos de inoculacion con HMA. En la foto se
pueden observar esporas e hifas de R. irregularis, luego de aplicar la técnica de solubilizacion del
medio, descripta por Doner y Becard (1991).

Método 2. Raices transformadas de zanahoria micorrizadas con R. irregularis
como donante de micelio.

Para esta metodologia se disefi6 un sistema de cultivo in vitro con dos
compartimentos. Para ello, se coloco dentro de una placa de Petri de 140 mm de didmetro
una placa de menor tamafio (55 mm de didmetro), para separar fisicamente el
compartimento de la raiz (CR) del compartimento de la hifa (CH). Dentro del CR, se
hicieron crecer raices transformadas de zanahoria, micorrizadas en medio MSR. Las placas
de Petri se sellaron con Parafilm (Pechiney, Plastic Packaging, Chicago, IL 60631) y se
incubaron en la oscuridad a 27°C durante 3 meses (Figura 22A). Pasado este tiempo, se
produjeron miles de esporas y el micelio del hongo micorricico arbuscular (HMA)
comenz6 a invadir el compartimento de mayor tamafio (CH), desarrollandose

profusamente sobre el medio MSR sin sacarosa ni vitaminas (Figura 22B). En ese
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momento se realizd un hueco en la placa de Petri del lado opuesto al CR para colocar las
plantulas de soja (pre-germinadas de 5 dias). Las raices de las plantulas se pusieron en
estrecho contacto con el micelio extra radical (MER) del HMA (Figura 22C). Las placas de
Petri se volvieron a sellar con Parafilm (Pechiney, Plastic Packaging, Chicago, IL 60631) y
los huecos fueron cuidadosamente cubiertos con grasa de silicona para evitar
contaminaciones. Posteriormente las placas de Petri fueron envueltas con bolsas de
plastico opacas para que las raices de soja permanezcan en la oscuridad, mientras que la
parte aérea de la misma se desarrollara en condiciones de luz. La incubacion se llevo a
cabo en una camara de crecimiento fijada en 22/18°C (dia/noche), humedad relativa del
70%, fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad. Las plantas permanecieron en los
sistemas por 15 dias. Pasado ese tiempo, se cosecharon y las raices fueron tefiidas para

evaluar el porcentaje de micorrizacion.

Raiz transformada de zanahoria
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Figura 22: Esquema del sistema in vitro utilizando raices transformadas de zanahoria
micorrizadas con R. irregularis como donante de micelio. A: Armado del sistema. El mismo
contiene dos compartimentos, uno donde se desarrollan las raices transformadas de zanahoria
micorrizadas creciendo en medio MSR (CR) y un compartimento de mayor tamafio (CH),

destinado al desarrollo del micelio del HMA. B: Sistemas luego de 3 meses de incubacion. Se
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observa crecimiento de micelio extra radicular (MER), con desarrollo de hifas y esporas de R.
irregularis en el CH. C: Armado del sistema completo. Las plantulas de soja se colocan en el lado
opuesto del CR, a través de un orificio hecho en la placa, con las radiculas creciendo dentro del
medio y la parte aérea fuera de la placa.

Método 3. Plantas donadoras de micelio.

Para esta metodologia se puso a punto un sistema de cultivo in vitro parcialmente
cerrado (HAM-P), bicompartimentado, utilizando una planta de Medicago truncatula
como donadora de micelio (Voets et al., 2005; Voets et al., 2009).

El disefio del sistema consistié en colocar una placa de Petri (de 55 mm de
diametro) dentro de otra placa de petri de mayor tamafio (de 140 mm de diametro), y
generar de esta manera una placa con dos compartimentos. Dentro de la placa pequefia se
coloc6 un taco de medio Strullu-Romand Modificado (MSR) (Declerck et al., 1998
modificado de Strullu and Romand, 1986), con esporas e hifas de R. intraradices. Ambos
compartimentos fueron llenados con medio MRS sin sacarosa ni vitaminas. De esta
manera, quedaron divididos los compartimentos CH, o compartimento de la hifa, y el CR,
0 compartimento de la raiz (\Voets et al., 2005).

Se realizd un orificio en la base de la placa de Petri (préximo a la placa pequefia)
para permitir el crecimiento de la planta de Medicago truncatula (o planta donadora de
micelio) y de esta manera poder establecer la asociacion con el hongo micorricico (Voets
et al., 2005). Una vez que el sistema fue armado completamente (Figura 23A), las placas
fueron cubiertas con una bolsa plastica negra para que tanto las raices como el HMA se
desarrollen en oscuridad. Se mantuvieron los sistemas en cAmara de crecimiento a 20°C
con 70-80 % de humedad relativa y un fotoperiodo de 16/8 h.

Doce semanas después de establecida la asociacion. Se hizo un nuevo orificio en la
zona del CH. Una pléantula de soja de 5 dias fue transferida a dicho compartimento a través
de este orificio, con la raiz en la superficie del medio, y el tallo extendido, fuera de la placa
(Figura 23B).

Las plantas de soja fueron mantenidas en los sistemas por 15 dias. Pasado ese

tiempo se cosecharon y las raices fueron tefiidas para su evaluacion.
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Figura 23: Esquema de un sistema de cultivo in vitro parcialmente cerrado (HAM-P). A:
sistema de dos compartimentos, CR: compartimento de la raiz. CH: compartimento de la hifa. Mt:
planta de Medicago truncatula creciendo en intima relacion con el HMA. B: Una vez que la planta
de Mt se ha micorrizado, comienza a desarrollar micelio y espora extra radicular (MER), el cual
comienza a crecer en la zona del CH. Por un orificio se introduce una plantula de soja, con la
radicula creciendo sobre MER. C: la foto muestra como el MER es capaz de atravezar la pared que

divide el CR del CH.
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RESULTADOS

Las raices de las plantas de soja fueron tefiidas con azul tripan y por observacion al
microscopio Optico se pudo confirmar la presencia de estructuras tipicas de hongos

micorricicos arbusculares (Figura 24).

Figura 24: Estructuras tipicas de HMA tefiidas con azul tripan. En A) se pueden observar a:
arbusculos, h: hifas. En B) se observan v: vesiculas h: hifas.

Los tres métodos de inoculacion fueron evaluados de acuerdo al método de Mc.
Gonigle y col. (1990). Se observaron al microscopio éptico un promedio de por o menos
120 intersecciones por planta evaluadas y se estableci6 el porcentaje de arbusculos (%A),
vesiculas (%V) e hifas (%H). Se calculé colonizacién total de la raiz por HMA.

Los resultados mostraron que, con el método 1 (Inoculacién directa con hifas y
esporas de R. irregularis) no fue posible obtener plantas de soja micorrizadas. Con los
métodos 2 y 3 en cambio si fue posible observar estructuras tipicas de micorrizas en las
raices de soja observadas. En la Tabla 9 se muestran los porcentajes de micorrizacion

alcanzados con cada una de las metodologias evaluadas.
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Tabla 9: Porcentaje de micorrizacion (arbusculos (%A), vesiculas (%V) e hifas (%oH)
y el porcentaje de micorrizas total) para las 3 metodologias evaluadas.

% Micorrizacion

%A %V %H % Micorrizas Total
Método 1 0 0 0 0
Método 2 6,36 1,27 6,18 10
Método 3 18,55 2,18 15,45 36,2

Método 1: Inoculacidn directa con hifas y esporas de R. irregularis. Método 2: Inoculacion con
raices transformadas de zanahoria micorrizadas con R. irregularis como donante de micelio.

Método 3: inoculacion mediante plantas donadoras de micelio.
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DISCUSION

En este capitulo se presentan y evallan tres metodologias alternativas para obtener
plantas de soja (Glycine max) micorrizadas, en condiciones in vitro. Es posible que la nula
micorrizacion de las plantulas de soja observada con la metodologia 1 (inoculacion directa
con hifas y esporas de HMA) pueda deberse al hecho de que se requiere un tiempo mayor a
6 semanas para lograr una micorrizacion efectiva. Cuando se inocula con esporas de
hongos micorricicos, éstas deben primero germinar generando un tubo germinativo,
desarrollar una hifa infectiva y alcanzar la raiz para lograr micorrizar la planta. Todo este
proceso debe cumplirse con la energia de reserva que tienen las esporas, dado que no
tienen capacidad de obtener otra fuente de carbono que no sean sus propias reservas. Esta
situacion es totalmente diferente en los otros dos métodos en los que el in6culo eran raices
micorrizadas (transgenicas o de plantas de M. truncatula) de las cuales las esporas podia
extraer energia organica.

La metodologia 2 (inoculacion con raices transformadas de zanahoria
micorrizadas con HMA como donante de micelio) alcanz6 un porcentaje de micorrizacion
total de 10% luego de 15 dias de estar en contacto con el micelio extraradicular. Si bien
con este método la micorrizacion fue medianamente efectiva, cuando se lo compar6 con la
metodologia 3 (plantas donadoras de micelio), ésta superd a la anterior mostrando un
porcentaje de micorrizacion del 36,2%.

De esta manera, se pudo concluir que el sistema de cultivo in vitro parcialmente
cerrado, que utiliza Medicago truncatula como planta donadora de micelio es el que mejor

se adapta.
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CONCLUSION

Se logro ajustar un sistema adecuado para micorrizar plantas de soja. Se concluye
que el sistema que utiliza una planta de Medicago truncatula como donadora de micelio, es
la metodologia que mejor de adapta para obtener sistemas experimentales con una buena
micorrizacion.

Se determiné que, el tiempo minimo necesario para obtener plantas de soja con
buen porcentaje de micorrizacion es de 15 dias en contacto directo con micelio extra
radical activo de HMA. Pasado este tiempo, los sistemas alcanzan un porcentaje de
micorrizacion superior al 15%.

Este sistema abre las puertas para el estudio del papel que cumplen los HMA en la
proteccion de las plantas de soja contra los principales patdgenos de raiz, que afectan a este
cultivo. El establecer una triple interacciéon (soja/HMA/patogenos de raiz) bajo estrictas
condiciones in vitro, permite estudiar a nivel molecular como estos hongos formadores de
micorrizas son capaces de controlar ciertas patologias en las plantas (por ejemplo, la
estimulacion de genes de defensa de la soja previo al contacto con el organismo invasor).
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Capitulo 4

Analisis del efecto de los hongos micorricicos
arbusculares en plantas de soja inoculadas con F.
virguliforme en un sistema in vitro

Interaccion Soja | Hongos MA | Fusarium virguliforme



INTRODUCCION

El uso combinado de la siembra directa y el monocultivo, en conjunto con el
cambio climatico y la difusion de genotipos susceptibles, han generado el ambiente
propicio para que las enfermedades comenzaran a manifestarse con mayor intensidad en el
cultivo de soja, provocando importantes pérdidas (Carmona, 2014). El impacto negativo o
deletéreo de las practicas agricolas sobre el ambiente provocé el interés mundial dirigido a
métodos alternativos para el control de herbivoros, patdgenos y malezas, y
consecuentemente a la investigacion de diferentes aspectos relacionados con las estrategias
defensivas de las plantas.

Muchos son los factores bidticos y abidticos que pueden ser responsables de
pérdidas de rendimiento agricola, donde las enfermedades juegan un rol directo (Akhtar y
Siddiqui, 2008). El estudio de un posible papel de la simbiosis micorritica en la proteccion
contra patégeno de plantas se inicié en la década de 1970, y una gran cantidad de
informacidn se ha publicado en el tema (Hooker et al., 1994; Linderman, 1994; Pozo et al.,
2009; Jung et al., 2012).

En condiciones naturales, las raices de la mayoria de las plantas existen en
asociacion con Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA), y la simbiosis resultante,
micorriza, tiene importantes efectos en la planta. La respuesta mas frecuentemente
documentada es un aumento en la nutricion de fosforo; sin embargo, otros efectos se han
observado, incluyendo aumento de la resistencia a estreses bioticos y abiédticos (Liu et al.,
2007). Se ha visto que, la asociacion con HMA puede reducir el dafio causado por
fitopatdgenos en especial los patdgenos de suelo. Como es imaginable, el nivel de esta
resistencia puede variar con la especie y la cepa de HMA vy frente a diferentes patdgenos.
Por lo tanto, puede esperarse que los resultados de las interacciones entre HMA, patdgenos
y plantas cambien en los diferentes patosistemas (Azcon-Aguilar y Barea, 1996).

Los HMA son bidtrofos obligados y por lo tanto requieren de la planta hospedante
para completar su ciclo de vida. Esto favorece un continuo intercambio, especialmente de
nutrientes, entre “los socios”. En la planta, esta interaccion implica importantes cambios en
el metabolismo primario y secundario asi como en la regulacion de mecanismos de defensa
(Harrison, 1999; Fester and Hause, 2005). Estos cambios generalmente tienen un alto
impacto en la fisiologia de la planta, alterando su capacidad para enfrentar situaciones de

estrés.
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En un primer momento, se atribuyo la mejora del crecimiento y/o el rendimiento de
las plantas micorrizadas exclusivamente a la mejora del estado nutricional (Linderman,
1994). Con el avance de las investigaciones y de las técnicas para el analisis de las
interacciones entre organismos, muchos autores reportaron un aumento en la tolerancia de
plantas micorrizadas a estreses abioticos, como sequia, salinidad, y presencia de metales
pesados (Miransari, 2010; Smith et al., 2010). También se observd un incremento de
resistencia a un amplio rango de patdgenos, especialmente patdgenos de suelo (bacterias,
hongos, nematodos, e insectos) (Azcon-Aguilar and Barea, 1996; Whipps, 2004).

La reduccion de los sintomas de enfermedad asi como del dafio causado por el
agente causal, ha sido descrita para numerosos hongos patdégenos como Phytophthora,
Gaeumannomyces, Fusarium, Chalara (Thielaviopsis), Pythium, Rhizoctonia, Sclerotium,
Verticillium, Aphanomyces, y para nematodos como Rotylenchus, Pratylenchus y
Meloidogyne. Esto no significa que la formacion de micorrizas arbusculares sea efectiva
contra estos patdgenos bajo todas las circunstancias. De hecho, un aumento de la
resistencia inducida por HMA o una disminucién en la susceptibilidad requiere un pre-
establecimiento de dichos hongos y un amplio desarrollo de la simbiosis antes del ataque
del patégeno (Azcon-Aguilar and Barea, 1996).

Luego de un primer ataque de patégenos (ya sean virus, hongos, bacterias) o algin
dafio (como el producido por artropodos herbivoros, por un dafio mecanico o por el
contacto con algunos quimicos), las plantas adquieren la capacidad de protegerse frente a
posteriores ataques (Camarena-Gutiérrez and De la Torre-Almaraz, 2007). De esta manera
podemos citar dos mecanismos por los cuales una infeccion o tratamiento previo, induce la
resistencia contra subsecuentes infecciones, dando como resultado una respuesta mas
precisa frente a la posterior exposicidn a un patdgeno. Estos mecanismos son: la resistencia
sistémica adquirida (SAR), y la resistencia sistémica inducida (ISR). En general, la SAR
estd asociada a la respuesta ante patdgenos, mientras que la ISR esta asociada con la
capacidad de las rizobacterias para promover el crecimiento de la planta y protegerla
contra patdgenos.

En la resistencia inducida, el acido salicilico (SA), el acido jasménico (JA) y el
etileno (ET) juegan un papel clave (Durrant and Dong, 2004) y la eficiencia en la
regulacion de la respuesta depende del tipo especifico de organismo y la cantidad,
composicion y tiempo de identificacion de la sefial que produce la activacion de genes de
defensa (Mur et al., 2006).
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En este capitulo se hara hincapié en un tipo especifico de mecanismo del tipo ISR,
ya que se estudiard la interaccion entre las plantas y los HMA. Se ha visto que, durante el
establecimiento de la simbiosis micorritica, ocurre una modulacion de la respuesta de
defensa de la planta, que se inicia con el reconocimiento del HMA. Como consecuencia de
esta modulacion, se activa la respuesta inmune, manteniendo a las plantas en un “estado
sensibilizado”. Las plantas en este estado responden mas rapida y eficientemente ante el
ataque de un patogeno. A esta resistencia se la conoce como resistencia inducida por
micorrizas (MIR, del inglés Mycorrhiza Induced Resistance) (Gallou, 2011).

Los mecanismos de resistencia inducida por micorrizas en respuesta a patdégenos
han sido estudiados en diferentes plantas, como frijol, arroz, papa y tomate (Guillon et al.,
2002; Liu et al., 2007; Gallou et al., 2011; Campos-Soriano et al., 2012). Basados en estos
resultados, es que se ha sugerido que este tipo de MIR es similar a ISR (Pozo and Azcon-
Aguilar 2007; Jung et al., 2012). Pozo y Azcon-Aguilar (2007) proponen que cuando la
micorriza esta bien establecida y es funcional, suprime la respuesta dependientes de SA en
la planta, compensado por un aumento de la respuesta regulada por JA. Es por esta razon,

que se ha visto que MIR es principalmente eficaz contra patdgenos necrotrofos (Figura 25).
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Figura 25 A: Modulacion de las sefiales de defensa durante el establecimiento de la simbiosis
micorritica (i) luego de la germinacion, el hongo crece hacia la superficie de la raiz y forma un
apresorio. Esto provoca un marcado aumento en los niveles de acido salicilico (SA). (ii) en una
interaccion compatible, la planta disminuye los niveles de SA y el hongo coloniza la corteza de la
raiz. (iii) Con la formacién de los arbusculos, la planta aumenta la biosintesis de &cido jasmonico
(JA). B: Modelo que ilustra el sensibilizado de las respuestas dependientes de JA en plantas

micorrizadas. (a) A partir del reconocimiento del atacante, la planta produce las sefiales
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relacionadas con la defensa de JA, ET, y SA en diferentes proporciones. El dialogo cruzado entre
las vias que coordinan determina la respuesta apropiada. (b) la formacion de micorrizas prepara los
tejidos para una activacion mas réapida y eficaz de las respuestas de defensa JA-dependiente, lo que
resulta en una mayor resistencia. llustraciones tomadas de Pozo and Azcon-Aguilar, 2007

El proceso de sensibilizacion (o priming) consiste en tres etapas claras. La primera
etapa incluye todos los cambios celulares en ausencia de patdgeno. A esta etapa se la
denomina “estado de sensibilizacion pre-desafio”. Es de esperar que los cambios ocurridos
aqui sean lo suficientemente sutiles como para preparar a la planta para el ataque del
patdgeno, pero sin ocasionarle grandes costos en su rendimiento. Luego, una segunda etapa
que afecta estados tempranos y finales de la respuesta de defensa, y que ocurre después que
la interaccion con el patdgeno se ha establecido. La mayoria de los estudios han
demostrado que el sensibilizacién estd fuertemente regulado por hormonas; sin embargo,
también hay evidencia de la participacion de derivados de compuestos fendlicos y muchos
otros metabolitos secundarios, que permiten que la respuesta de las plantas sea mas fuerte
y rapida. Finalmente, una tercera etapa consiste en una reaccion de defensa a largo plazo
(Gamir et al., 2014).

Una vez que la planta interactta con el patégeno, el tratamiento de sensibilizacion
promueve una serie de respuestas que pueden variar entre las interacciones planta-
patdgeno. De hecho, el sensibilizacion es un fendmeno horizontal que activa muchos
mecanismos de defensa diferentes, y que no siempre se superponen con la respuesta de
defensa basal de la planta (Pastor et al., 2013).

Muchas respuestas que son activadas por la planta y, en algunos casos, inducidas
por el proceso de sensibilizacion para promover la resistencia, solo se llevard a cabo
durante las primeras etapas de la infeccidon, mientras que estas respuestas estan ausentes o
se diferencian en las etapas finales (Ton and Mauch-Mani, 2004; Pastor et al., 2013; Luna
etal., 2011).

En base a lo expuesto, considerando los resultados obtenidos en el capitulo Il de
esta tesis y la metodologia de cultivo in vitro desarrollada en el capitulo IlI, se propone
evaluar qué ocurre con la respuesta de defensa de plantas previamente micorrizadas y
enfrentadas a F. viruguliforme, en comparacion con las plantas no micorrizadas. Para ello,

se planted el siguiente objetivo especifico.
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OBJETIVO ESPECIFICO

o Evaluar cambios en los niveles de transcripcion de genes
involucrados en la defensa en plantas micorrizadas respecto a las no micorrizadas

frente a la infeccion con F. viruguliforme.
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MATERIALES Y METODOS

Metodologia: Se utilizé un sistema de cultivo in vitro parcialmente cerrado (HAM-
P), el cual fue disefiado como se indico en el capitulo Ill. Para poder obtener una buena
micorrizacion de las plantas de soja, los sistemas fueron mantenidos en camara de
crecimiento a 25°C con 70-80 % de humedad relativa y un fotoperiodo de 16/8 h, durante
15 dias. Pasado este tiempo, los sistemas micorrizados y no micorrizados fueron divididos
al azar en 2 grupos (Figura 26):
A- Sistemas no micorrizados
o Plantas Control
. Plantas inoculadas con Fusarium virguliforme (Fv)
B- Sistemas micorrizados
. Plantas inoculadas con Rhizophagus irregularis (Ri)
o Plantas inoculadas con Rhizophagus irregularis y Fusarium
virguliforme (RiFv)
Se usaron un total de 36 sistemas. Por cada réplica bioldgica se llevaron a cabo 3

repeticiones técnicas.

Figura 26: La foto muestra los 4 tratamientos en estudio al momento de la toma de muestra.
C: control; Fv: plantas infectadas con Fusarium virguliforme; Ri: plantas micorrizadas con

Rhizophagus irregularis; RiFv: plantas micorrizadas con Ri e infectadas con Fv
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Inoculacion con F. virguliforme: Luego de 15 dias, tanto las placas pequefias como
las plantas de Medicago truncatula fueron retiradas de todos los sistemas, los cuales fueron
rellenados con medio MRS templado a 40°C. En este momento, los tratamientos Fv y RiFv
fueron inoculados con un taco de agar de aprox. 1 cm? con micelio fingico de F.
virguliforme.

El in6culo de F. virguliforme fue tomado a partir de un cultivo fresco del patégeno,

crecido en medio PDA durante 7 dias a 25°C.

Toma de muestra: Los sistemas fueron observados bajo la lupa, a través de la tapa
de la placa de Petri. Una vez que la llegada del patdgeno a la raiz fue evidente, se tomaron
muestras de raices en 2 zonas diferentes de la misma:

1. Zonas adyacentes al punto de llegada de F. virguliforme (FvA)

2. Zonas lejanas al punto de llegada de F. virguliforme (FvL) (Figura 27).

De igual manera se tomaron muestras en plantas micorrizadas (en zonas adyacentes
y lejanas al punto de llegada de F. virguliforme: RiFVA y RIiFvL, respectivamente).
Ademas se tomaron muestras en plantas micorrizadas sin F. virguliforme (Ri) y plantas
controles (C).

Un grupo de plantas fue cosechado en el momento en el que el hongo patdgeno (F.
virguliforme) llega a la raiz de las plantulas de soja. A este muestreo se lo consideré como
Tiempo 1 (T1). Un segundo grupo de plantas se coseché 48 hs luego de que F.
virguliforme llegue a la raiz de la soja. A este muestreo se lo denominé Tiempo 2 (T2).

Las muestras fueron conservadas a -80°C para hacer analisis de expresion génica.

Una vez realizada la toma de muestra, parte de la raiz fue usada para estimar la

colonizacidn intraradical de micorrizas y corroborar la infeccion de Fv.
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Figura 27: Detalle del sistema experimental, con las zonas de muestreo y de inoculacion con F.

virguliforme.

Colonizacion intraradical por R. irregularis: Las raices fueron cosechadas luego de
que las plantas de soja estuvieran 16 dias en contacto con el MER de R. irregularis MUCL
41833.

Las raices fueron clarificadas en 10% de KOH a temperatura ambiente durante 3
horas, lavadas con agua destilada, colocadas en 1% de HCL durante 15 minutos, y tefiidas
con azul de tripan al 0,2% (15 min a temperatura ambiente). La colonizacion intraradical
fue estimada usando un microscopio 6ptico (Olympus SZ40, Olympus Optical GMBH,
Hamburg, Germany) a 10X y 40X de magnificacion segin técnica descripta por
McGonigle y col. (1990). En total, 200 intersecciones fueron observadas. Cada
interseccion fue considerada segun las siguientes categorias: “negativo” (sin material

e

fingico en la raiz), “arbusculos”, “vesiculas” y “colonizacion total”.

Infeccion y evaluacién de sintomas causados por F. virguliforme en plantas de soja
micorrizadas y no micorrizadas: La infeccion de F. virguliforme fue confirmada mediante
observaciones al microscopio Optico. Para ello, fragmentos de raices en contacto con el
patogeno fueron tefiidos con azul tripan, al 0,2% como se describid antes.

Los sintomas en hojas fueron evaluados a las 24 y 48 horas post inoculacién con F.
virguliforme, cuando las plantas tenian 16 y 18 dias de crecimiento. Para la evaluacion de
los sintomas en hojas se utiliz6 el siguiente indice: 0: sin sintomas, 1 = hasta 24% de las
plantas con sintomas foliares (necrosis internerval), 2 = 25-49% de las plantas con
sintomas foliares, 3 = 50-74% de las plantas con sintomas foliares, 4 = 75 a 100% de las
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plantas con sintomas en las hojas y menos de 50% de defoliacion, y 6 = 75-100% de las
plantas con sintomas en las hojas y mas de 50% de defoliacion.

La necrosis en raiz se evalud visualmente, comparando el tamafio de la zona
necrotica en el punto donde las hifas entraron en contacto con la superficie de la raiz. Se
evaluaron y compararon para ello plantas micorrizadas y no micorrizadas.

Analisis estadistico: Los datos fueron sujetos a andlisis de la varianza mediante
INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2008) seguidas por el test LSD Fisher (Fisher, 1936).

Extraccion de RNA: A partir de las muestras de raices se extrajo ARN total
mediante el método de TRIzol, utilizando materiales libres de RNasa. Para ello, se
pulverizé 0,1 gr de muestra en mortero con aire liquido y se agregd 1 ml de TRIzol. Se
centrifug6 a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue transferido a un tubo
eppendorf de 1,5 ml e incubado durante 5 minutos entre 15 a 30°C para permitir la
completa disociacion de los complejos nucleoproteicos. Se agregd 0,3 ml de cloroformo
cada 1 ml de TRIzol, se agitd vigorosamente por 15 segundos y se incubd 2 a 3 minutos
entre 15 a 30°C. Pasado ese tiempo, se centrifugd nuevamente a 12.000 g a 4°C y se
transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo al cual se le agregd 0,8 ml de alcohol isopropilico
(2-propanol). Se incubd 10 minutos entre 15 a 30°C y se centrifugd durante 10 minutos a
12.000 g a4°C. Al pellet se le agregd 1 ml de etanol 75% y se centrifug6 a 7.500 g durante
5 minutos. Finalmente, el pellet se resuspendio en 25 ul de agua tratada con DEPC vy se
incubo durante 5 minutos a 65°C en bafio seco. EI RNA extraido se mantuvo a -80°C hasta
su utilizacion.

Las muestras de RNA fueron analizadas mediante electroforesis en geles
desnaturalizantes de agarosa al 1,2% para comprobar su integridad.

La concentracion de RNA total fue determinada en un espectrofotometro,
NanoDrop®-ND 1000 UV-Vis (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) usando una
alicuota de 2 pl de la solucion de RNA total. La pureza del RNA fue estimada a partir de la
relacion entre los valores de absorbancia a A260/280.

Para reducir las variaciones existentes dentro de cada tratamiento, se mezclaron un
minimo de 2 réplicas bioldgicas para cada tratamiento, de manera de obtener una
concentracion final de 10 ng/ul.

En ensayos de interaccion soja/F. virguliforme, mostrados en el capitulo 1l de esta
tesis, se logrd identificar por la metodologia de cDNA-AFLP, un grupo de genes que se
expresaron de manera diferencial durante la interaccion soja/patégeno. En este capitulo, se

evalué el comportamiento del Gen 22, luego de dos tiempos post inoculacion con F.
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virguliforme, comparando que ocurre con los transcriptos de este gen en plantas con y sin
micorrizas. Para ello, se hicieron ensayos de PCR en tiempo real utilizando cebadores
especificos para el Gen 22 y para el Factor de Elongacion 1o (disefiados segtin lo expuesto
en el capitulo 11, ver Tabla 10).

Las propiedades de los cebadores desarrollados se calcularon con la herramienta
Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculador

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

Tabla 10: Secuencias nucleotidicas de los cebadores especificos disefiados para
validar el comportamiento del Gen 22 por PCR en tiempo real.

Nombre Orientacién Secuencia (5°-3) Amplicon
(pb)
Left Primer
AGAACTAAGTAGAACTGGAG
Primer 22 105
Right Primer
GCTTGCAATGTCATCGAG
Left Primer
CTGTAACAAAATGGATGCTA

Factor de Elong. 106

la Right Primer
GTCAGGGTTGTATCCTACTT

PCR en tiempo real: Para realizar los ensayos de PCR en tiempo real se tuvieron en
cuenta las muestras correspondientes a los tratamientos de plantas de soja micorrizadas
(Ri, RiFv) y sin micorrizar (Control y Fv), en zonas adyacentes y lejanas al punto de
llegada del patdgeno a la raiz. En total 6 tratamientos fueron evaluados: Control, Ri,
RiFVA, RiFvL, FVA y FvL, cuando F. virguliforme llega a la raiz de soja (T1) y 48 hs
posteriores a la llegada de Fv (T2).

Se siguid el protocolo del Kit de Invitrogen “EXPRESS One-Step SYBRR
GreenER™” usando EXPRESS SYBRR GreenER™ qPCR SuperMix Universal,
EXPRESS SuperScriptR Mix for One-Step SYBRR GreenER, 0,01 pg de molde de RNA y
0,2 uM de Cebadores especificos. Para cada muestra se corrieron reacciones con el cebador

especifico para el Factor de Elongacion la, el cual fue usado como gen calibrador, para
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asegurar que la expresién diferencial no fue debida a diferente cantidad de molde inicial de
RNA.

Ademas de las muestras problema, se incluyé un control sin enzima RT, para
corroborar la inexistencia de ADN genémico y un control sin ARN para cada cebador
utilizado para descartar contaminaciones.

El experimento fue llevado a cabo en un termociclador Rotor Gene 6000. El
programa utilizado fue el siguiente: 53°C, 5 min/ 95°C, 2 min/ (95°C, 15 seg/ 53°C, 60 seg/

74°C, 10 seg@) x45 ciclos. Curva de melting.

Antes de analizar las muestras problema se procedio a la generacion de curvas
estandar mediante diluciones seriadas de la muestra de ARN para evaluar la eficiencia de
cada cebador a utilizar. A partir de las curvas estandar, se dedujo la eficiencia de los
cebadores probados.

Para el calculo de las concentraciones de transcriptos de los genes candidatos se uso
la herramienta del software rotor gene 6000, que utiliza el método Delta Delta CT, que
supone una eficiencia de reaccion de PCR 6ptima e idéntica (del 100%) tanto para el gen

de interés como para el gen de referencia.
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RESULTADOS

Evaluacion de los niveles de micorrizacion (%) y de infeccion de F. virguliforme de

los sistemas bioldgicos bajo estudio.
En la Tabla 12 se resumen los porcentajes de micorrizacion para los tratamientos

con HMA. Se observo un porcentaje de micorrizacion total superior al 15% para ambos

tratamientos.

Tabla 12: Porcentajes de micorrizacion total, cantidad de hifas, vesiculas y

arbusculos en plantas micorrizadas.

RiT1 RiFv T1
Hifas 13,5 14,4
Estructuras Arbusculos 7,2 2,2
Vesiculas 3,5 0
% Micorrizacion Total 24,3 16,5

Tratamientos Ri: plantas micorrizadas con Rhizophagus irregularis. RiFv: plantas micorrizadas e

infectadas con Fusarium virguliforme. Los valores se expresan en %.

La observacion de las raices inoculadas con F. virguliforme revel6 la presencia de
hifas del patégeno creciendo de manera inter e intracelular (Figura 28C y B,
respectivamente). El crecimiento intercelular fue predominantemente paralelo al eje de la
raiz (Figura 28C), mientras que las hifas intracelulares fueron perpendiculares a este
(Figura 28B). Ademaés, fue posible detectar una gran cantidad de hifas en la zona del
extremo de la raiz (Figura 28A). Se evidenciaron estructuras fangicas con pared engrosada,
hinchada y fuertemente pigmentada (Figura 28B y C). Estas estructuras fueron descriptas
por Howard y se las conoce con el nombre de hifopodios (H). Los hifopodios se han
definido como estructuras de propagacion del hongo después de la infeccién de la planta, y

que podria mejorar la penetracion o la supervivencia.
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Figura 28: Raiz de soja tefiida con azul tripan. Se pueden observar hifas creciendo inter e
intracelularmente (h). En B y C se pueden observar estructuras invasoras (puntas de flechas rojas),
hinchadas y pigmentadas (H). La imagen A muestra la punta de una raiz con gran cantidad de hifas

de F. virguliforme (h).

Se hicieron observaciones macroscopicas de las raices de las plantas de soja, luego
de 48 hs de estar en contacto con el hongo patégeno (Figura 29). Cuando se analizaron las
raices proximas a la entrada de Fv, las mismas mostraron sintomas de necrosis (Figura
29B A); mientras que, en las raices previamente micorrizadas, este sintoma disminuye

significativamente (Figura 29D A).
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Figura 29: Detalle de raices de soja creciendo en medio MRS sin sacarosa ni vitaminas. A:
Raiz de una planta de soja creciendo bajo condiciones controles. B: Raiz de soja creciendo en
presencia de F. virguliforme. C: raiz de soja creciendo en presencia de HMA. D: raices de soja
creciendo bajo el tratamiento RiFv. Las lineas de puntos, muestran en detalle las zonas de necrosis

en raices proximas a la entrada de Fv.

Luego de la extraccion de RNA de raiz, se comprobo la integridad del mismo en

geles desnaturalizantes de agarosa (Figura 30).
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Figura 30: Muestras de RNA extraido por el método de TRIZOL corridas en gel
desnaturalizante de agarosa al 1,2%. Se comprobé la integridad de las muestras de RNA
correspondientes a los tratamientos C: controles, Ri: plantas micorrizadas, FVA: raiz adyacente a la
infeccion con Fv, en plantas infectadas con Fv, FvL: raiz lejana a la infeccion con Fv, en plantas
infectadas con Fv, RiFVA: raiz adyacente a la infeccion con F. virguliformede plantas micorrizadas,

RiFvL.: raiz lejana a la infeccion con F. virguliforme de plantas micorrizadas.

La Figura 31 muestra las concentraciones relativas de los transcriptos del Gen 22 en
el momento en el que el hongo toma contacto con la raiz (T1) y 48 horas después de este
momento (T2). Los resultados se calcularon relativos al control sin inocular, y se
calibraron mediante los valores de Ct del gen del factor de elongacion la. Los niveles de
concentracion relativa de los transcriptos obtenidos para el Gen 22 se detallan en el Anexo
I1, Tabla 2 al final de este capitulo.

Durante el primer momento (T1), no se observaron cambios significativos para los
tratamientos estudiados en relacion al control sin inocular (C). Sin embargo, si se analizan
los cambios en relacién a las plantas micorrizadas (Ri), puede verse una marcada
diferencia con respecto a las plantas inoculadas con F. virguliforme (FVA y FvL). La
presencia del patdgeno aumenta la concentracion de transcriptos de este gen. Cuando se
evaluaron los resultados 48 hs posteriores a la llegada del patogeno a la raiz (Figura 31,
T2), se pudo observar un marcado incremento de los transcriptos del Gen 22 en las plantas
micorrizadas e infectadas con Fv, tanto en zonas adyacentes (RiFvVA) como lejanas
(RiFVL) a la entrada del patdgeno (diferencia que corresponde a un aumento de 144% y

162%, respectivamente, si se las compara con C). Se observo una diferencia significativa
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en el tratamiento inoculado con F. virguliforme en la zonas lejanas al punto de llegada del
patégeno con respecto al control sano (C). Los tratamientos con micorrizas (Ri) se

mantuvieron similares al control (C).

Gen 22

2,004 b

b
1,50- e ab

1,00 a-

Concentracion Relativa
[+1]
21
o

0,504

0,00 T
C Ri FL FvA RiFvL RiFvA

Tratamiento

] 2

Figura 31: Niveles de concentracion relativa de los transcriptos del Gen 22, a dos tiempos post
infeccién con F. virguliforme. T1: Tiempo 1, cuando F. virguliforme entra en contacto con la raiz
de soja; T2: Tiempo 2, 48 hs posteriores a la entrada de Fv. Ri: raiz de plantas de soja micorrizadas
con R. irregularis. FvL: raiz lejana al punto de entrada de Fv. FVA: Raiz adyacente a la entrada de
Fv. RiFvL: raiz lejana a la entrada de F. virguliforme en plantas micorrizadas y RiFVA: raiz
adyacente a F. virguliforme en plantas micorrizadas. C: control sin inocular. La linea gris indica la
concentracion de este gen para el tratamiento control (C: 1.00), y se muestra a modo de indicar las
diferencias observadas entre cada tratamiento y el control. Medias con una letra comin no son

significativamente diferentes (p > 0,05)

La identificacion molecular de este gen fue presentada en el capitulo 1I. Como se
pudo observar, tiene una alta homologia con la secuencia codificante de la proteina
receptora serina/treonina quinasa con dominios repetidos ricos en leucina (LRR) (Tabla 12,

capitulo I1).
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DISCUSION

Se planted un ensayo donde se evaludé el comportamiento del Gen 22 en plantas
sanas sin micorrizar, plantas sanas micorrizadas, plantas infectadas con F. virguliforme y
plantas micorrizadas e infectadas con F. virguliforme. Los resultados mostraron que, en un
primer momento (T1) no se observaron cambios significativos en los niveles de
transcripcion de este gen entre los diferentes tratamientos con respecto al control sin
inocular (C). Significativamente, 48 hs posteriores a la llegada del patégeno y una vez
establecida la interaccion con la planta (T2), los tratamientos que mostraron un claro
incremento en los niveles de transcripcion del Gen 22 fueron solamente aquellos en los que
la infeccion de F. virguliforme se dio en las raices que estaban previamente micorrizadas,
tanto en zonas adyacentes como en zonas distantes a la entrada del patdgeno. No se aprecio
un cambio importante en los niveles de trascripcion del Gen 22 en las plantas sin
micorrizar ni en las plantas micorrizadas que no fueron desafiadas con F. virguliforme.
Estas Gltimas (Ri), no mostraron un aumento en la transcripcion de dicho gen a las 48 hs,
manteniéndose su valor en un nivel similar al control (C=1; Ri= 1.06).

Tampoco se observaron diferencias en los niveles de transcripcion del Gen 22 en
plantas sin micorrizar e infectadas con F. virguliforme (FvL: 1,55; FvA: 1,36).

Se evidencia una clara diferencia entre la concentracion de los transcriptos del Gen
22, que manifiesta un incremento de aproximadamente el 150%, si se comparan los
tiempos 1 y 2 de plantas micorrizadas infectadas con F. virguliforme. Este incremento se
di6 en el tiempo 2 tanto en raiz adyacente al punto de ingreso del patdgeno como en zonas
alejadas al mismo. El incremento es muy llamativo dado que cuando se compararon los
niveles de transcripcion del Gen 22 en ambos tiempos y en las mismas posiciones en raices
no micorrizadas desafiadas con F. virguliforme con respecto al control, tal incremento no
existi6. Dicho de otra manera, segun estos resultados, pareceria que la planta micorrizada
tiene mejor capacidad de reaccion que la no micorrizada frente a la invasion del patdgeno.

Durante el establecimiento de la simbiosis micorricica, se establece una modulacion
de los sistemas de defensa y como consecuencia de esto, puede ocurrir una suave pero
altamente eficiente activacion del sistema inmune de la planta tanto local como sistémica.
Esto a su vez lleva a un estado de “sensibilizacion” de la capacidad de respuesta de la
planta, que estd mas pronta a reaccionar frente al ataque de un patdégeno (Pozo et al.,
2009).

135



Se propone que existirian diversos MAMPs de organismos beneficiosos, como son
las rizobacterias PGPRs o las mismas micorrizas, que al ser reconocidos por las plantas,
resultarian en una suave y efectiva activacion de los sistemas de defensa (Zhang and Zhou,
2010). Como vimos en el capitulo Il, este gen tiene alta homologia con un receptor LRR
treonin/serin quinasa, una amplia familia de receptores tipo quinasas que tienen funcion de
proteinas receptoras (PRR) (Song et al., 1995; Gomez-Gomez et al., 2001; Shiu et al.,
2004; Zipfel et al., 2006). En soja han sido reportados al menos 310 genes que codifican
para proteinas tipo receptor serina treonina quinasa con regiones repetidas ricas en leucina
(Ver lista completa de genes en el Anexo Il, Tabla 1 al final del capitulo).

Si hacemos un andlisis rapido de las 310 proteinas predichas, puede observarse una
gran diversidad entre ellas siendo los dominios ricos en leucina (LRR-RI) y los dominios
de fosforilacion (PKc) los que realmente se mantienen.

Es Illamativo que ante tal diversidad de proteinas tipo receptor serina treonina
quinasa con regiones repetidas ricas en leucina, cuando se evalta por BLAST la secuencia
detectada mediante cDNA-AFLP, haga blanco unica y exclusivamente con una secuencia
(nimero de acceso en NCBI XM _006599002.1) y ademas con una identidad de casi el
100%. Lo mas aproximado que se podria afirmar es que los dominios LRR de RPK
interactan con un grupo diverso de proteinas para dar lugar a la sefial de respuesta. Por lo
tanto, es indudable que los RPK juegan un rol central en la sefializacién durante el
reconocimiento de patdgenos, y la activacion subsiguiente de los mecanismos de defensa
de la planta.

Cuando se evalu6 la sintomatologia causada por F.virguliforme, pudo comprobarse
una menor zona de necrosis en las plantas previamente micorrizadas, comparadas con las
no micorrizadas. Estos resultados permiten afirmar que las micorrizas disminuyen los
sintomas ocasionados por patdgenos fungicos, en este caso particular F. virguliforme.

Ha sido reportado que la simbiosis micorritica reduce la capacidad patogénica de
las infecciones flngicas, ya sea por interaccion directa o indirecta (Wehner et al., 2010). Se
ha sugerido que los HMA vy los patogenos frecuentemente comparten la misma rizosfera
(Graham, 2001), donde en un primer momento, algunos patégenos con capacidad
saprofitica o de vida libre, tienen ventajas sobre los HMA. Sin embargo, cuando estos
ultimos se establecen dentro de la raiz, la situacion cambia y la micorriza previene la
entrada del patdégeno (Caron et al., 1986). Una vez que el hongo micorricico coloniza los

tejidos de la raiz, el patdgeno queda excluido de estas células, y como consecuencia, se
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logra un mayor control contra el patdgeno (Matsubara et al., 2001; Sylvia and Chellemi,
2001).

De acuerdo con Sikes (2010), el efecto bioprotector de las micorrizas depende de
varios factores, entre ellos el genotipo del hospedante, la especie de HMA involucrada y la
eficiencia de la colonizacion de la raiz. McAllister y col. (1994) sugirieron que, tanto el
método como el tiempo de inoculacion con HMA pueden ser factores importantes a la hora
de proteger a la planta del ataque de patdgenos, ya que para que se logre la resistencia
inducida por HMA se requiere un amplio desarrollo de la simbiosis antes del ataque del
patdgeno (Azcdon-Aguilar and Barea, 1996). En este sentido, Shukla et al. (2014) sugieren
que los suelos pre-tratados con HMA pueden actuar como bioprotectores contra Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris.

Dado que las plantas de soja fueron inoculadas con F. virguliforme 18 dias
posteriores a la germinacion, y que las muestras fueron tomadas 2 dias después del primer
contacto del patdgeno con la raiz, s6lo fue posible observar, por tincién con azul tripan,
algunas estructuras tipicas de Fv. No fue posible observar sintomas foliares, posiblemente
debido a la edad de las plantas. Esto se correlaciona con lo observado por Gongora-Canul y
col. (2011). Estos autores observaron una correlacion positiva entre las plantas inoculadas
con F. virguliforme al momento de la siembra y los sintomas foliares, mientras que la
inoculacion luego de 4 o mas dias posteriores a la siembra no mostré desarrollo de
sintomas foliares. Se ha visto, ademas, menor gravedad de los sintomas en hoja cuando la
infeccion de las plantulas no llega a los tejidos xilematicos de la raiz y solo se limita al
tejido cortical (Gongora-Canul et al., 2011; Navi et al., 2008). Nuestros resultados
mostraron que no fue posible observar desarrollo de micelio en la zona del xilema, sin
embargo, se observaron hifas tanto en la punta de algunas raices como en zonas laterales.
Navi y col. (2008) observaron que F. virguliforme usualmente ingresa a la raiz por la zona
de la punta, y con menor frecuencia a través de la zona de los pelos radiculares proximos a

la zona del apice.
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CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos, es posible concluir que, la simbiosis micorricica
trae aparejado una marcada diferencia en la expresion génica, en la fase temprana de la
triple interaccion (soja/HMA/Fv). El gen analizado (Gen 22) mostré ser homologo a
proteinas que tienen funcion de proteinas receptoras (PRR) del tipo LRR treonina/serina
quinasa, que son capaces de reconocer patrones moleculares tanto de patégenos como de
organismos benéficos. La simbiosis micorricica bien establecida, mantiene a la planta de
soja en un estado de alerta, permitiéndole reaccionar mas eficientemente cuando se la
enfrenta a Fv. Se comprobd un efecto protector en las plantas de soja por parte de R.
irregularis MUCL 41833 ante el ataque de Fusarium virguliforme, con menor dafio a nivel

radicular.
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ANEXO II

Tabla 1: Lista de genes que codifican para proteinas tipo receptor serina

treonina quinasa

Database: GENES - Search term: LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase

gmx:100785189
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RLK-like

gmx:100793137
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g29180-like

gmx:100800018
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g14390-like

gmx:100807456
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100811366
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100782520
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100813889
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase HSL2-like

gmx:100805681
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g12460-like

amx:100794714
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g63430-like

gmx:102661500
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100776814
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase EFR-like

gmx:100808724
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g14390-like

gmx:100784869
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100787530
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100805010
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g51810-like

gmx:100794233
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RKF3-like

gmx:100815349
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RFK1-like
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gmx:100787157
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g24230-like

gmx:100797186
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g30520-like

gmx:100809790
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like

gmx:102664587
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like

gmx:100785752
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like

gmx:100792450
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like

gmx:100784864
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g07650-like

amx:100775762
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g26540-like

gmx:100800924
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100799709
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100792651

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like
gmx:100786298

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RKF3-like
gmx:100785947

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like
gmx:100808740

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720-like
gmx:100785251

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56130-like
gmx:100778093

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like
gmx:100805769

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g16250-like
gmx:100784917

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100804875
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERECTA-like

gmx:100813425
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g74360-like
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gmx:100802757
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100802571
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:100783886
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g74360-like

gmx:100797653
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FEI 1-like

gmx:100818792
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

amx:100776204
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g37250-like

gmx:100784397
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:100788119
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like; K13420 LRR receptor-
like serine/threonine-protein kinase FLS2 [EC:2.7.11.1]

gmx:100801889
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100790944
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720-like
gmx:100808098

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like

gmx:100809704
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g24230-like

gmx:100793416
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g10290-like
gmx:100799227
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g63710-like
amx:100779744
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g63430-like

gmx:102669785
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g12460-like

gmx:100779045
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g20450-like

gmx:100804368
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RLK-like

gmx:100776587
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g16250-like
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gmx:100801571
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100795363
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERECTA-like

gmx:100776054
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:100783363
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FEI 1-like

gmx:100781769
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g74360-like

gmx:100807051
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g24230-like

gmx:100817368
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53430-like

gmx:100801735
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

amx:102669972
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERECTA-like

amx:100777473
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERL1-like

gmx:100801413
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g07560-like

gmx:100802475
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RLK-like

gmx:100777316
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:100816683
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

amx:100775344
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53440-like; K04733
interleukin-1 receptor-associated kinase 4 [EC:2.7.11.1]

gmx:100803695
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g51810-like

gmx:100796084
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MEE39-like

gmx:100795031
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

amx:102667325
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like
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gmx:100800886
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g63710-like

gmx:100781978
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g63430-like

gmx:102663839

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like; K13420 LRR receptor-
like serine/threonine-protein kinase FLS2 [EC:2.7.11.1]

gmx:100817960

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like; K13420 LRR receptor-
like serine/threonine-protein kinase FLS2 [EC:2.7.11.1]

gmx:100785174
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100786591
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like

gmx:100788556
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g24230-like

gmx:100795940
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RFK1-like

gmx:100777862
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g20940-like

gmx:100811547
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g10290-like

gmx:100816707
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

amx:102662598
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g29180-like
gmx:102663366
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g29180-like

gmx:100781084
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g28960-like

gmx:100797706
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53430-like

gmx:100812068
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

gmx:100798233
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

gmx:100803891
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RPK2-like

gmx:102670178
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g26540-like
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gmx:100789785
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g14390-like

gmx:100792943
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g26540-like

gmx:100794698
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RCH1-like

gmx:100790485
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RLK-like

amx:100776284
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g51880-like

gmx:100777879
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g51860-like

gmx:102660013
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g51860-like

amx:100779474
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g05700-like

gmx:100795611
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g20940-like

gmx:100819046
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100801459

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like
amx:102660377

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like
gmx:100780567

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56130-like
gmx:100800185

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERL1-like
gmx:100776297

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g48740-like
gmx:100785561

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

amx:102664380
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:100803216
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100798447
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100809775
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like
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gmx:100791042
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

gmx:102665337
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100800224
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERECTA-like

gmx:100800760
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RKF3-like

gmx:100808055
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720-like

gmx:100819611
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g34110-like

gmx:102668066
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100788059
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

amx:102663025
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RCH1-like

gmx:102664345
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100786447
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

amx:102665288
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100792145
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g63430-like

gmx:100800970
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g12460-like

gmx:100797612
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100795838
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100777573
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g23950-like

gmx:100801161
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like

gmx:100799888
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like

gmx:100807163
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like
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gmx:100798488
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720-like

gmx:100786654
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g10290-like

gmx:102660997
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

gmx:100813275
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100814345
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100815226
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53430-like

gmx:100784920
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53430-like

gmx:100783862
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53430-like

amx:102667854
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:102661633
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100819882
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RPK2-like

gmx:100812406
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RCH1-like

gmx:100798007

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720-like

gmx:100801728

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like; K04733
interleukin-1 receptor-associated kinase 4 [EC:2.7.11.1]

gmx:100788143
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

gmx:100805261
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100810610
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g45780-like

gmx:100807390
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g24230-like

gmx:100779594
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g29180-like

150



gmx:100815784
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100776201
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:100808994
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g45840-like

gmx:100813139
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g26540-like

gmx:102661871
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g07650-like

gmx:100795732
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100797314
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100820416
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like

amx:100776429
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:100798381
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g16250-like

gmx:100782307

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERECTA-like
gmx:100814382

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RCH1-like
amx:100779427

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like
gmx:100801035

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like
gmx:100777490

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like
amx:102663195

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RPK2-like

gmx:100792239
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g05700-like

gmx:100809588
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53430-like

gmx:100778920
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g24230-like

gmx:100793639
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g20940-like
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gmx:100797153
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100800503
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

gmx:100782320
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53440-like

gmx:102660019
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100795047
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RPK2-like

gmx:100784831
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100812804
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g48740-like

amx:102661442
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

amx:102661656
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:102661933
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:102662131
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

amx:102662253
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

amx:102662522
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:102663251
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102663381
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102665161
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERL2-like

gmx:100818491
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:102665566
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102666031
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

amx:102666266
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like
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gmx:100819564
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g34110-like

gmx:100780710
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100796295
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100795774
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100781266
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100778055
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100776988
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100819751
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100815494
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:102667769
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g12460-like

gmx:100793481

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:102668231
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100787143
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like
gmx:100801973

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100789253
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102663732
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

amx:102665287
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase EFR-like

gmx:102666084
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100783408
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:102668069
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like
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gmx:102668329
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102668471
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:102669000
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:102670330
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

amx:102660274
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:102660520
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RCH1-like

gmx:102660657
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

amx:102660792
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100789433
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102661033
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:100791537
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g20940-like

amx:102662339
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like

gmx:102663556
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like
gmx:100813892

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100816553
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:102664851
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:102664983
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102665118
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100777516
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERECTA-like

gmx:100781812
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like
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gmx:102666829
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100783427
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100784493
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100785021
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

gmx:100786594
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100792966
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102670103
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

amx:102670243
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like

amx:102670498
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100805146
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:102661525
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

amx:102661937
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100776286
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

gmx:100777881
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:100787675
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g59680-like

gmx:100775565
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g23950-like

gmx:100786961
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g24230-like

gmx:100778064
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g26540-like

gmx:100779315
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100816573
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g74360-like

155



gmx:100784503
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g37250-like

gmx:100815313
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g16250-like

gmx:102664811
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53430-like

gmx:100807148
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720-like

gmx:100813228
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g10290-like

gmx:100784541
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like

gmx:100786467
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like

gmx:100814122
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase MRH1-like

gmx:100802880
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g26540-like

gmx:100803061
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g14390-like

gmx:100801467

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180-like
gmx:100815339

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RCH1-like
gmx:100780938

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like
gmx:100811066

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like
gmx:100783633

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like
gmx:100785766

probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56140-like

gmx:100800048
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FLS2-like

gmx:102667398
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERECTA-like

gmx:100815005
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like

gmx:100798809
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like
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gmx:100814634
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100812486
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100815688
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

amx:102665964
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

amx:102666504
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

amx:102666977
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100803058
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RPK2-like

gmx:100815880
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

amx:102669273
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:102660074
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:102661105
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100802574
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RPK2-like

gmx:100809509
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:100819453
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RKF3-like

gmx:100819980
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RKF3-like

gmx:100784017
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720-like

gmx:100790388
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56130-like

gmx:102667187
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g16250-like

gmx:100790391
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g20450-like

gmx:100811653
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERL2-like
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gmx:100804889
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g34110-like

gmx:100783504
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g16900-like

gmx:102669604
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase ERECTA-like

gmx:100810229
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase RCH1-like

gmx:100793419
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

gmx:102661555
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like

gmx:100813639
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850-like

amx:102663061
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g34110-like

gmx:102663198
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570-like
gmx:100809222
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720-like

gmx:100819230
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FEI 1

gmx:100779617
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g29180-like

gmx:100816028
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FEI 1-like

gmx:100803920
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase FEI 1-like

gmx:100777308
probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g06840-like

gmx:100801518
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2-like

amx:100792484
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO1-like
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Tabla 2: Concentraciones relativas de los transcriptos del Gen 22 en raices de soja,
durante el momento 1(T1) y 2 (T2) de la infeccion por Fusarium virguliforme.

Concentraciones relativas del transcripto 22

Tratamientos Tiempo 1 Tiempo 2

C 1,00 £0,14 ab 1,00+£0,14 a
Ri 0,73+0,17a 1,06 +0,14a
FvL 144+0,14Db 155+0,17b
FVvA 1,29+0,17b 1,36 £0,17 ab
RiFvL 1,09 +0,14 ab 243+0,14c
RiFVA 1,19+0,17 ab 2,62+0,17c

Tiempo 1: cuando F. virguliforme entra en contacto con la raiz de soja; Tiempo 2: 48 hs
posteriores a la entrada de Fv. Ri: raiz de plantas de soja micorrizadas con R.irregularis. FvL: raiz
lejana al punto de entrada de Fv. FvA: Raiz Adyacente a la entrada de Fv. RiFVL: raiz lejana a la
entrada de F. virguliforme en plantas micorrizadas y RiFVA: raiz adyacente a F. virguliforme en

plantas micorrizadas. El control sin inocular se representa como C.
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Discusion y conclusiones generales

DISCUSION GENERAL

Algunas practicas de manejo pueden reducir el riesgo de dafos, pero ninguna ha
podido impedir la enfermedad. La principal herramienta para el manejo del SMS es el uso
de cultivares de soja parcialmente resistentes, ya que no hay genotipos con resistencia
completa (Gibson et al., 1994; Roy et al., 1997; Westphal et al., 2008). Otras préacticas
culturales recomendadas son aquellas que promueven un buen drenaje del suelo,
disminuyen la compactacion, y la siembra tardia de manera de evitar sembrar en suelos
frios y muy himedos (Lenzi et al., 2013). Dado que no hay una practica que sea totalmente
eficaz, es que se plantea la necesidad de utilizar estrategias alternativas o complementarias
a las ya existentes, para manejar la enfermedad. En este sentido, y a partir de los resultados
obtenidos en esta tesis doctoral, se propone el uso de microorganismos, considerados como
benéficos por no producir enfermedad en el hospedante, como potencial alternativa a la
hora de proteger a los cultivos. Estos organismos benéficos protegen a las plantas porque
pueden, por ejemplo, aumentar la disponibilidad de nutrientes o actuar de manera
antagénica con los patogenos, mejorando el estado general de las plantas, lo que les
permite disminuir los factores de estrés (Pozo et al., 2015). El hecho de que los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) puedan establecer una simbiosis con la mayoria de las
plantas y que promuevan el crecimiento vegetal reduciendo el uso de fertilizantes
quimicos, aportando ademas estabilidad a la estructura del suelo (Gianinazzi et al., 2010),
los convierte en potenciales herramientas de proteccion.

El estudio de las interacciones entre las raices de las plantas y los microorganismos
del suelo, presenta dos problemas claros. Uno de ellos, es la diversidad que el ambiente
presenta, y el segundo es la imposibilidad de observar el sistema radicular a lo largo del
proceso. Es por ello que el desarrollo de un sistema bajo condiciones de crecimiento
controladas, donde solo interactien los organismos deseados, y que ademas posibilite la
observacion directa del sistema radicular, permite aportar conocimientos valiosos a
nuestros estudios. Consecuentemente, uno de los aportes mas relevantes de este trabajo de
tesis doctoral, fue el desarrollo y el ajuste de dos sistemas de cultivo in vitro para el estudio

de las interacciones entre el cultivo de soja y hongos del suelo.



El primer sistema fue desarrollado para el estudio especifico de la interaccién entre
la raiz de plantas de soja y hongos patdgenos del suelo (Bressano et al., 2010). Con este
sistema y la metodologia utilizada para la inoculacion de F. virguliforme, fue posible
establecer diferentes tiempos y zonas de muestreo, dando la posibilidad de estudiar la
dinamica de la expresion génica durante etapas tempranas de la interaccion soja-patdgeno.

Dado que el eje central de esta tesis era el andlisis de los posibles mecanismos por
los cuales los HMA protegen a las plantas del ataque de un patogeno, es que se ajustd un
segundo sistema de cultivo in vitro con una planta donadora de micelio, con el fin de
obtener plantas de soja micorrizadas en condiciones controladas. Este sistema, adaptado
del sistema desarrollado por Voets y col. (2009), se basa en hacer crecer una planta joven
de soja en una red de micelio extra radical (MER) activo, que se extiende a partir de una
planta donante (M. truncatula). La colonizacién de las plantas a través del MER es un
mecanismo predominante en la naturaleza (Friese y Allen, 1991). Este sistema permitio
establecer el tiempo minimo necesario para obtener plantas de soja micorrizadas in vitro.
Cabe destacar que se observo un nivel de micorrizacion homogénea en dos experimentos
independientes, mostrando con esto su confiabilidad, solidez y reproducibilidad.

De la comparacion de los resultados generados entre las interacciones planta-
patégeno y planta-patdgeno-HMA, fue posible vislumbrar qué ocurre en la planta de soja
cuando es enfrentada a un patégeno fungico de raiz, en presencia o no de micorrizas. En un
primer momento, fue posible corroborar que el hongo necrétrofo (F. virguliforme), es
capaz de activar una reaccion de defensa inducida, aun antes de entrar en contacto con la
raiz. Esa activacion de la respuesta se aprecia en un incremento de la transcripcion de
genes que codifican para los receptores tipo quinasas (RLKSs), que constituyen los primeros
eslabones en la denominada inmunidad innata de las planta, basada en el reconocimiento
de patrones (plant pattern recognition receptor, PRRs) (Lacombe et al., 2010).
Posteriormente, nuestros resultados mostraron que, cuando la micorrizacién esta bien
establecida, la planta de soja (creciendo en condiciones in vitro), es capaz de reaccionar
mas eficientemente ante el ataque del mismo patdgeno. Se podria suponer que la via de
defensa inducida por F. virguliforme, es también activada en presencia de HMA, pero de
una manera mas atenuada. Dado que estos receptores RPKs también serian capaces de
reconocer patrones derivados de organismos benéficos, las plantas previamente
micorrizadas modularian el sistema de defensa, manteniéndolas en un estado sensibilizado.
Se ha observado que la presencia de micorrizas en las raices de las plantas conlleva a una

activacion de las vias de defensa dependientes del jasmonico (Pozo y Azcon-Aguilar
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2007), lo que les permitiria reaccionar més rapidamente cuando se enfrenta a un patégeno
necrotrofo (Glazebrook, 2005; Ton et al., 2002). Nuestros resultados mostraron una
disminucion del dafio causado por F. virguliforme a nivel radicular, que se observo como
una reduccion de las areas necrosadas en plantas micorrizadas. Si bien fue posible
corroborar la infeccidon con Fv, observando estructuras flngicas dentro de la raiz, no fue
posible observar sintomas foliares. Probablemente, una de las razones por las cuales no se
observaron sintomas foliares fue la edad de las plantas al momento de realizar la
inoculacion con Fv. Se ha visto que para que el patdgeno llegue a penetrar los haces
vasculares la infeccion debe ocurrir en etapas tempranas del desarrollo (Gongora-Canul
et.al., 2011). También debe considerarse que el lapso que media entre la inoculacion con
F. virguliforme y el momento de toma de muestras es muy breve (48 hs) como para que se
manifiesten sintomas foliares. Si el hongo no llega al xilema, no ocurre el movimiento de
la toxina que produce los sintomas foliares (Navi and Yang, 2008). Solo observamos
estructuras fungicas en la zona de la corteza radicular, sin observar colonizacion en los
haces conductores. Sin embargo, se han considerado dos puntos importantes: uno es que F.
virguliforme puede causar pérdidas por podredumbre radicular, sin necesidad de mostrar
sintomas foliares, y el otro es que, para observar resistencia inducida por HMA es
necesario un amplio desarrollo de la simbiosis antes del ataque del patégeno (Azcon-
Aguilar and Barea, 1996). Es por este Gltimo punto, que en este trabajo de tesis se optd por
la inoculacion de F.virguliforme luego de la micorrizacion de las plantas de soja.

Dado que en el suelo, estos microorganismos no estdn solos, por la enorme
biodiversidad que existe en la rizosfera, y que tanto el método como los tiempos de
inoculacion de HMA son factores importantes a la hora de proteger a la planta del ataque
del patogeno (McAllister et al., 1994), en esta tesis se planted ademas un ensayo de larga
duracion bajo condiciones controladas de invernadero, donde se incluyeron mediciones
fisioldgicas y bioquimicas relacionadas con el estrés oxidativo. A fin de complementar el
estudio del efecto protector que ejercen las micorrizas, se incorporé al analisis el efecto del
estrés por sequia. Los resultados encontrados mostraron una mejora en el estado hidrico en
presencia de micorrizas, sobre todo en condiciones de sequia, y una reduccion del dafio
oxidativo generado por el estrés bidtico, tanto en sequia como en riego continuo. Estos
resultados sugieren que, ademas de la activacion de genes especificos, la planta activa un
sofisticado sistema antioxidante para contrarrestar el dafio provocado por el organismo

invasor.
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CONCLUSIONES GENERALES

La disminucién del dafio oxidativo en plantas micorrizadas e inoculadas con
Fusarium virguliforme, se sugiere como mecanismo implicado en la tolerancia al patdgeno
tanto bajo condiciones de riego continuo como de sequia.

El desarrollo de un sistema de cultivo in vitro mostré ser una herramienta
fundamental para el estudio de los eventos tempranos de la infeccién de F. virguliforme en
raices de soja, permitiendo el analisis preliminar de induccion génica. Se observo que las
plantas de soja reconocen efectores del patdgeno de manera temprana, provocando un
aumento en la expresion de receptores tipo quinasas. Estos receptores son responsables del
reconocimiento y posterior activacion de mecanismos de defensa.

El trabajo realizado en condiciones in vitro ha permitido confirmar la participacién
de la simbiosis micorricica en la mitigacion del dafio causado por el patégeno fangico de
raiz F. virguliforme. Se observo un efecto protector por parte de los HMA ante el ataque de
F. virguliforme en condiciones de crecimiento in vitro. Las plantas con buen porcentaje de
micorrizacion previo al estrés bidtico, se mantienen en estado de alerta y responden mas
efectivamente cuando son enfrentadas a Fv.

El desarrollo de esta metodologia nos da la posibilidad de estudiar esta triple

interaccion y abre puertas a un estudio més detallado a nivel molecular.
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Anexo |11

ANEXO I11. 1: MANEJO DEL RIEGO.

Luego de la siembra de las semillas de soja pregerminadas, todas las macetas
fueron regadas con agua destilada hasta saturacion. Se dejaron escurrir 24 horas y
posteriormente se midid el peso total, representando el peso de capacidad de campo. Cada
uno de los tratamientos fue sometido a dos regimenes de riego, a un grupo se los mantuvo
bajo riego continuo, llevado a capacidad de campo y al otro se lo sometié a un periodo de
sequia.

Tratamientos capacidad de campo (CC). Las macetas fueron pesadas dos a tres

veces por semana, adecuando el peso al valor de capacidad de campo antes calculado
mediante la adicién de agua destilada.
Tratamientos sequia. Las macetas fueron pesadas dos a tres veces por semana. Con

ese valor se calculé el agua que habian consumido, tomando como referencia el peso al que
las habiamos llevado el dia de riego anterior. Al promedio de agua consumida por las
plantas de cada tratamiento se procedi6 al célculo del 60% y esa cantidad de agua fue
agregaba a cada maceta. Si mostraban sintomas de marchitez se les agregaba toda el agua

que habian consumido.

ANEXO 111 2:,ESTIMACIC')N VISUAL DEL PORCENTAJE DE
MICORRIZACION METODO DE LA INTERSECCION EN PLACA
CUADRICULADA (GRIDLINE INTERSECTION METHOD)

Este método se utiliza para estimar la proporcion de raices infectadas asi como su
extension total. La raiz fue extendida en una placa de petri de plastico de 10 x 10, en la que
se realiz6 una grilla con cuadrados de 1 cm. Las lineas verticales y horizontales fueron
escaneadas Yy la presencia o ausencia de infeccién fue anotada en cada punto donde la raiz
interceptaba una linea. Luego se calcul6 el porcentaje de raiz micorrizada respecto al total

de raiz (ver Figura 1).
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THE GRIDLINE INTERSECTION METHOD

1. Randomly disperse cleared and stained roots in dish with grid lines

Fine forceps and dissecting needle

Root sample in lactoglycerol

under a dissecting microscope

3. Follow all horizontal and vertical B
lines. Count intersects with roots
and mycorrhizas separately

Ty Horizontal lines
Start ,/(iaf\-;\\ ) i
<> afh 0’\} ‘\%‘u 317 Key to roots
%}& ;l\ ﬂ// \MY\K ) 4/9 My_m'm
| : /) I‘ : [ M‘y ‘ 6/10 C >
(, " L( \ﬂ f Nonmycorrhizal
NN A
\\N e
\ H /»Repea!for
_5 // vertical lines 112
———
Vertical 2/2 2/4 1/2 0/3 3/4 0/1 1/2 Total = 30/60 =50%

root length colonised

Figura 1. Representacion del método de cuantificacibn micorricica.

http://www2.dijon.inra.fr/m ychintec/Protocole/protofra me.html

Giovannetti, M & Mosse, B (1980). An evaluation of techniques for measuring vesicular-arbuscular

mycorrhizal infection in roots. New Phytology, 84, 489-500.
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ANEXO I11. 3: TINCION DE MICORRIZAS CON AZUL TRIPAN

SOLUCIONES DE USO

Reactivo Cantidad
KOH 10% KOH 10 gr

Llevar a 100 ml con agua destilada

Reactivo Cantidad
HCI 1% agua destilada 99 ml
HCL absoluto 1ml
Reactivo Cantidad
Glicerol &cido agua destilada 450 ml
glicerol 500 ml
HCI 50 ml
Reactivo Cantidad
Solucidn de azul tripan  azul tripan 0,5gr
glicerol acido 1litro

PROCEDIMIENTO

Las raices seleccionadas fueron aclaradas colocandolas en una solucion de KOH
2,5%, y mantenidas a 121°C por 5 min en autoclave. Luego, fueron enjuagadas en agua
corriente y colocadas en una solucién de H2O. al 10% por 10 min para remover la
pigmentacion. Posteriormente, se colocaron en HCI al 1% por 3 min. Las raices
decoloradas se enjuagaron con agua destilada por 3 min antes de proceder a la tincion con
azul tripdn o sudan IV. Para tefiirlas con azul tripan, las raices fueron colocadas en la
solucién de azul tripan y autoclavados a 121°C por 3 min. Fueron conservadas en glicerol
acido. Para la tincion con sudan 1V, las raices fueron colocadas en la solucion de sudan 1V,
autoclavadas a 121°C por 3 min y mantenidas en glicerol acido. Para tinciones duales las
raices fueron tefiidas inicialmente con azul tripan, destefiidas por 24 hs en glicerol acido y
transferidas a la solucion de sudan IV. Luego destefiidas por 3 min en agua destilada y
almacenadas en glicerol acido.

Los segmentos radiculares fueron colocados en portaobjetos con algunas gotas de
glicerol. El cubreobjetos fue presionado firmemente para facilitar la visualizacion a gran

aumento (100X). Las raices fueron observadas con microscopio Zeiss Axiophot en modo
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convencional y DIC a 100X, y fotografiadas con la camara de video a color Sony Power
HAD.

Barrow, JR (2004). Unique Characteristics of a Systemic Fungal Endophyte of Native Grasses in Arid
Southwestern Rangelands. Seed and soil dynamics in shrubland ecosystems: proceedings. 2002,
August 12-16. A Hild, N Shaw, S Meyer, D Booth y E McArthur. Laramie, WY, U.S. Department

of Agriculture, Forest Service, Rocky Mountain Research Station: 216.

ANEXO IIl. 4: ESTIMACION DE LOS PEROXIDOS DE LIPIDOS
EVALUADOS COMO CONTENIDO DE MALONDIALDEHIDO (MDA)

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

TCA 0,1% Acido tricloroacético Reactivo Cantidad

TCA 100%. 0,1 mi

Se completa a 100 ml con agua destilada
TCA 20% Acido tricloroacético Reactivo Cantidad

TCA 100%. 20 ml

Se completa a 100 ml con agua destilada
TCA 20% Acido tricloroacético + TBA  Reactivo Cantidad
0,5% Acido tiobarbitarico TCA 100%. 20 ml

Acido tiobarbitarico 0,5 gr

Se completa a 100 ml con agua destilada

PROCEDIMIENTOS

Se molieron con mortero y aire liquido 0,2 gr de hojas con 1,5 ml de TCA al 0,1%.
Los homogenatos fueron centrifugados a 15000 g por 10 min. EI cromégeno fue formado
al mezclar 0,5 ml del sobrenadante con 0,5 ml de la solucion que contiene TCA 20%/TBA
0,5%. La mezcla se incub6 a 90°C por 20 min. Los tubos se centrifugaron a 15000 g por 10
min y el sobrenadante fue usado para la lectura en espectrofotometro (Heath and Packer,
1968).
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MEDICION EN EL ESPECTROFOTOMETRO

Se leyd la absorbancia a 532 y 600 nm. Ante ciertos materiales se puede incluir la
lectura a 440 nm, con el fin de descontar los azucares. Se prepard un blanco reemplazando
la muestra por el medio de extraccion, y los controles para cada muestra fueron preparados

sin TBA al igual que Hodges y col. (Hodges, Delong et al., 1999).

MEZCLA DE REACCION

Problema 0,5 ml de muestra + 0,5 ml de TCA 20%/TBA 0,5%.
Testigo 0,5 ml de muestra + 0,5 ml de TCA 20%.

Blancos
Problema 0,5 ml de TCA 0,1% +0,5 ml de TCA 20%/TBA 0,5%.
Testigo 0,5 ml de TCA 0,1% + 0,5 ml de TCA 20%.

CALCULOS A POSTERIORI

MDA (mmoles/gr) = (Delta A x Vol. extraccion x Dilucion)/(e x Peso Fresco de
muestra x 1000)

Delta A: resta de los valores de absorbancia a 532 y 600 nm de los problemas
menos la diferencia de los valores de los testigos.

Volumen de extraccién (ml): en este caso 1,5.

Dilucién: Volumen final de reaccion / volumen de muestra (en este caso 1/0,5 =2)

¢: Coeficiente de extincion molar 155 milimolar-1.cm -1.

Peso Fresco de muestra (gr): en este caso 0,2 gr.

1000 (mililitros/litros): para pasar de mMolar a mmoles/ml.

Heath, R y Packer, L (1968). "Photoperoxidation in isolated chloroplast.l. Kinetics and stoichiometry of fatty
acid peroxidation." Arch. Biochem. Biophys 125(1): 189-198.

Hodges, D, Delong, J, Forney, C y Prange, R (1999). "Improving the thiobarbituric acid-reactive-substances
assay for estimating lipid peroxidation in plant tissues and other interfering compounds." Planta 207:
604-611.
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ANEXO I11. 5: EXTRACCION DE MATERIAL PARA LA MEDICION DE
ENZIMAS ANTIOXIDANTES

PREPARACION DE LOS REACTIVOS STOCK

K2HPO4 Reactivos Cantidad
(fosfato mono &cido—di basico de
. i K2HPO4 21,8 gr
potasio) 0,5M- PM174, 2 (pH 9). Llevar a 250 ml con agua destilada.
Reactivos Cantidad
KH2PO4 KH2PO4 17 gr

(fosfato di acido— monobasico de Llevar a 250 ml con agua destilada.
potasio) 0,5M — PM 136,1
(pH 4,33).

A la solucion de K:HPO4 0.5M ir agregando
Buffer fosfato de potasio 0,5M la solucion de KH2POs 0,5M hasta llegar al
10X pH deseado para cada enzima.

Reactivos Cantidad

EDTA 0,760 gr
Llevar a 200 ml con agua destilada.

EDTA tetra sbdico 10X (10mM)
(Acido Etilendiaminotetracético)
(PM 380,2)

PREPARACION DE LOS REACTIVOS DE USO

Buffer extraccion 0,05M Reactivos Cantidad
Buffer fosfato de potasio 0,5M 1mil
EDTA 10 mM 1ml
Agua destilada 8 ml

PROCEDIMIENTO

Material vegetal: 200 mg.

Buffer extraccion frio: 1,5 ml.

Si hubiera poca muestra, disminuir las cantidades proporcionalmente: 100 mg de
muestra y 0,75 ml de buffer extraccion.

Se molieron con mortero y aire liquido 0,2 gr de hojas con 1 ml de buffer
extraccion 0,05 M y una cucharadita de PVPP (Polivinilpirrolidona). Se homogeniza y se

coloca en un eppendorf. Luego se enjuaga el mortero con los 0,5 ml restante de buffer. El
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PVPP es agregado a la mezcla para contrarrestar el efecto de las impurezas ya que actla
como scavenger de radicales libres que pudieran oxidar los fenoles de la muestra; luego, el
mismo precipita en la centrifugacion.

Se centrifugd a 14000 rpm durante 30 min a 4° C. Se paso el sobrenadante a otro
eppendorf limpio y se volvio a centrifugar a 14000 rpm durante 10 min a 4°C. Luego, se
mantiene en hielo.

El Buffer extraccion varia segun las diferentes enzimas:

Superoxido dismutasa: Buffer fosfato de potasio 0,5 M pH 7,4

Catalasa: Buffer fosfato de potasio 0,5 M pH 7,4

Ascorbato peroxidasa: Buffer fosfato de potasio 0,5 M pH 7,2 agregando 5 mM de
acido ascorbico (PM: 198,1)

ANEXO I11. 6: TECNICA DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS

FUNDAMENTO

El colorante azul brillante de Coomasie tiene su capacidad de absorcion maxima a
465 nm, sin embargo cuando se acopla con proteinas, este pico se traslada a 595 nm. Existe
una relacién directa entre el desarrollo del color y la concentracion de proteinas presente en
la muestra.

Esta técnica se utiliza para cuantificar entre 1 a 10 pg de proteinas. Para cuantificar

de 10 a 100 pg se debe incrementar el volumen de la solucion de colorante en 5 veces.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS DE USO

Reactivo Cantidad

Azul Brillante Coomasie (BBC) (G-250) 0,1 gr
) ) Etanol al 95% 50 ml
Reactivo de Coomasie  Acido Fosférico al 85% (p/v). 100 ml

Llevar a 1l con agua destilada. Filtrar con papel
Whatman N°1. Almacenar en frasco ambar a 4°C (max.
6 meses).

MEDICION EN EL ESPECTROFOTOMETRO

Se mide a una longitud de onda de 595 nm
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CURVA PATRON

Se prepar6 una solucién de Albdmina de 1 mg/ml. A partir de esta solucion se
tomaron las muestras para preparar los estandares de referencia. Con ellos se construyé la
curva estandar, con la que se compararon las muestras experimentales para determinar la

concentracion de proteina total.

Tubo Agua (ul)  Albimina(l mg/ml)  Coomasie (nl) Cantidad de

S albumina
(ng)

Blanc 500 -- 500 0

0

1 499 0.5 ul 500 0,5

2 499 0.75 pul 500 0,75

3 499 1l 500 1

4 498 2 ul 500 2

5 495 5ul 500 5

6 490 10 pl 500 10

7 480 20 pl 500 20

Luego se procedio a graficar los resultados:

Eje Y = absorbancia obtenida a 595 nm

Eje X = cantidad de albimina (ng).

La curva se utilizd para determinar la concentracion de proteinas en las muestras

experimentales.

MEZCLA DE REACCION

Tratamientos  Reactivo Coomasie  Agua Extracto
Blanco 500 pl 500 pl
Problema 500 pl 490 pl 10 pl*

* El extracto se agrega en cantidades suficientes para ser detectado por la curva
patron. O sea en una concentracion de proteinas que quede dentro del rango en que se hizo

la curva patrén.

PROCEDIMIENTOS
Las muestras se pueden guardar refrigeradas (4°C) por 3 dias, o congeladas (-20°C)
por 2 meses. Las muestras se deben centrifugar a 3000 RPM por 3 min. Los tubos

problema se deben hacer por duplicado.
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Se prepara la mezcla de reaccién y se mide luego de 5 min de incubacion a T°
ambiente. El color maximo se desarrolla en 5 min pero el color puede disminuir de tono
luego de 10 a 15 min. La disminucién maxima ocurre a las 4 h. Por todo lo anterior la
valoracion debe ser en un maximo de 10 hasta 15 min. El rango de error en el color es de

un 2%.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein dye binding. Analytical Biochemistry, 72, 248-254.

Sedmark, J. and Grossberg, J.E. 1977. A rapid, sensitive and versatile assay for proteins using Coomasie
Brilliant Blue G-250. Analytical Biochemistry, 79, 544-552.

ANEXO II1. 7:,TECNICA DE MEDICION DE LA ENZIMA
ANTIOXIDANTE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

FUNDAMENTO

La luz Ultra Violeta (UV) influye sobre la riboflavina, la cual se oxida reduciendo
el oxigeno a i6n superoxido. Este, a su vez, en presencia de metionina como catalizadora,
se oxida reduciendo el NitroBlueTetrazolium (NBT) a blue formazan, responsable de la
coloracion azul. Asi la concentracion del i6n superdxido esta directamente relacionada con
el color. El extracto vegetal incluye la enzima SOD, la cual dismuta o secuestra el i6n
superdxido. Es por esto que a mayor cantidad de SOD se reduce menor cantidad de NBT y

se obtiene una menor coloracién.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS DE USO

EDTA1puM Reactivos Cantidad
EDTA 10 mM 1mi
Agua destilada 9mi

Metionina 130 mM (PM 149,2) Reactivos Cantidad
Metionina 0,19 gr

Llevar a 10 ml con agua destilada. Debe
prepararse en el momento
NBT 750 uM (PM 817,8) Reactivos Cantidad

NBT 0,00613 gr

Llevar a 10 ml con agua destilada. Debe
prepararse en el momento
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Riboflavina 40 uM (PM 376,4) Reactivos Cantidad
Riboflavina 3,8 mg

Llevar a 250 ml con agua destilada. Debe
prepararse en el momento

PREPARACION DE LA MEZCLA
Se prepar6 una mezcla general, de la cual agregamos 400 pl en la cubeta. Se debe
mantener en oscuridad envolviendo la probeta con papel aluminio. No poner en hielo

porque precipita.

Reactivo Cantidad
Buffer Fosfato de potasio 0,5 M pH 7.8 10 ml
EDTA 1 uM 10 ml
Metionina 130 mM 10 ml
NBT 750 uM (PM 817,8) 10 ml

MEDICION EN EL ESPECTROFOTOMETRO

MEZCLA DE REACCION

Tratamientos MIX (Bf., NBT, Riboflavina Extracto H20
metionina, EDTA) vegetal destilada
Blanco 400 pl 100 pl 500 pl
Testigo 400 pl 100 pl 500 pl
Problema 400 pl 100 pl 20 —100 pl 400-480 pl

PROCEDIMIENTO

Se midi6 en el espectrofotometro la Densidad Optica con longitud de onda 560 nm,
en cubetas de cuarzo.

1°- El blanco incluy6 la mezcla de reaccién excepto el extracto (Mix. +
Riboflavina) y no se expone a la luz UV. Fue realizado para hacer el blanco del espectro.

2°- Debi¢ determinarse la concentracion Optima de Riboflavina en los tubos testigos
sin el extracto vegetal. Se realizd una curva, agregando desde 10 pl de Riboflavina hasta
100 ul, variando el agua, con la mezcla constante hasta completar 1 ml de la cubeta. Se
expuso a luz UV 9 min, y se midié en el espectrofotdometro, habiendo determinado el

blanco con 100 pl de Riboflavina.
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Elegimos la concentracion en la cual la densidad 6ptica estuvo cercana a 0,250. La
Riboflavina debe agregarse como ultimo reactivo, mezclando bien, y colocando en la luz
UV inmediatamente.

3°- La concentracion optima del extracto vegetal debié determinarse haciendo una
curva. Se eligio uno de los tubos problema, se colocé 20, 40, 60 y 80 pl de muestra, con la
concentracion de Riboflavina elegida en el paso 2, 400 pl de mix y agua hasta completar 1
ml. Se mezcld, se colocé 9 min en la luz UV, y se midié la absorbancia. Tener la
precaucion de colocar siempre primero un testigo, hecho con todo menos la muestra, para
poder asegurarnos de que la reaccion fue efectiva, el testigo, como antes, debe dar 0,25
aprox.

La densidad Optica de los problemas debe ser superior a 0,030. Elegir la cantidad de
muestra problema que de entre 0,25 y 0,03 de DO.

4°- Luego de determinar la cantidad de Riboflavina y de muestra a utilizar, se
comenzo6 con la medicion. Primero colocamos el testigo, que lleva toda la mezcla de
reaccion excepto el extracto (Mix. + Riboflavina). Aqui se desarrolld el maximo de color,
al cual le vamos a restar la DO del problema. En los tubos problema se coloc6 Mix +
Extracto + Riboflavina. Se puede preparar todos los tubos inicialmente, ya que la reaccion
se inicia al agregar la Riboflavina. Ingresamos los tubos a la incubacion a UV cada 20
segundos, inmediatamente después de agregar la Riboflavina, y los retiramos al concluirse
los 9 min, cada 20 segundos en el orden de ingreso.

CALCULOS

Una unidad SOD se define como la cantidad de enzima que causa el 50% de
inhibicidn de la reduccion fotoquimica del NBT.

SOD: (DO Testigo / DO problema) -1

Si la DO del problema y del testigo son iguales: el cociente es 1 y el resultado final
es 0. Si la DO del problema es la mitad de la del testigo: el cociente es 2 y el resultado final
es 1.

USOD/gr peso fresco= (USOD * Vol. extraccion) / (peso fresco de hoja * Vol. del
extracto en la reaccion).

Referirlas a mg de proteinas, luego de cuantificar los extractos mediante la técnica
de medicion de proteinas (Anexo 6).

Beauchamp, C. O., & Fridovich, I. (1973). Isozymes of superoxide dismutase from wheat germ. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA)-Protein Structure, 317(1), 50-64.
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ANEXO IIl. 8 TECNICA DE MEDICION DE LA ENZIMA
ANTIOXIDANTE CATALASA (CAT)

FUNDAMENTO

En el espectrofotometro se mide la disminucién de la absorbancia del peréxido de
hidrogeno (H202). El extracto vegetal contiene CAT, la cual reacciona con el H.O,. Se
observa una disminucién de la absorbancia debida a la reduccion de H2O. por la enzima
antioxidante CAT.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS DE USO

Solucién de perdxido de hidrogeno 50 mM

Titulamos el peroxido de hidrogeno puro. Se ley0 su absorbancia en el
espectrofotometro a 240 nm. Se calcul6 su molaridad con el siguiente coeficiente de
extincion: 38 x M H20 -1 x cm-1,

Molaridad H202 puro= 38/Absorbancia a 240 nm

Alicuota a extraer = (Vol. Solucion buscada X [H20] buscada)) / ([H202] puro) =
(10 ml. x 0,050 M) / M H20; puro

MEDICION EN EL ESPECTROFOTOMETRO
MEZCLA DE REACCION

Tratamientos  H20 destilada Buffer Fosfato de Extracto  H20:2
potasio 0,5 M pH 7,4  vegetal 50 mM*
Blanco 900 pl 100 pl
Testigo 800 pl 100 pl 100 pl
Problema De 790 ul a 750 pl 100 pl 10-50 ul - 100 pl

*Si se ve una disminucion muy erratica en la caida de DO se puede probar bajando

la concentracion de H2O2 de 50 a 25 mM.

PROCEDIMIENTOS

Lo que se mide en el espectrofotdmetro es la absorbancia del perdxido. Mientras
mas enzima tenga el extracto, hay mas reduccion del peroxido y hay una caida de la DO
(densidad dptica) mas marcada (un angulo mayor) en el tiempo.

Se mide en cubetas de cuarzo. Se trabaja con longitud de onda 240 nm (coeficiente

de extincién 43.6 mM.cm-1) Se mide durante 30-45 segundos con intervalos de 1 segundo.
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1°- El blanco se realizd solo con el buffer y el agua destilada. Luego se midi6 el
testigo, el cual debe dar una absorbancia de alrededor de 0,5, si diera mas baja 0 mas alta
modificar la concentracion de H2O: presente en la mezcla de reaccion.

2°- La concentracion optima del extracto vegetal debio determinarse mediante una
curva. Se eligié uno de los tubos problema, se colocé entre 10 a 50 ul de muestra. Se
comprobd que ante un aumento del extracto, aumenta el delta (alfa) de DO. Se buscd
seleccionar una alicuota de extracto en la cual la relacion con el delta alfa sea lineal, esto es
que los aumentos de concentracion del extracto conlleven un aumento directo en la caida
de la curva. De esta manera nos aseguramos estar dentro de la curva de sensibilidad de la

técnica.

CALCULOS A POSTERIORI

CAT (mmoles H202 /mg): ((A A 240. mint) x Vol. Extraccion x Dilucion)/ (43,6 x
peso fresco de muestra x 1000)

A A 240. mint: Es la diferencia entre la densidad dptica inicial y la final a 240 en
un min.

Vol. Extraccion (ml): en este caso 1,5.

Dilucion: Volumen final de reaccion / volumen muestra (1000 pl/10 pl)

43,6 mM™: Coeficiente de extincion molar (factor de relacion entre DO vy
concentracion)

Peso fresco de muestra (g): 0,2 gr.

1000 (mililitros/litros) para pasar de mMolar a moles / ml.

1 unidad CAT descompone 1 micromol de H2O> por min (a 25°C y pH 7,0)

Aebi, H (1984). Catalase in vitro. Methods Enzymology, 105, 121-126.

ANEXO IIl. 9: TECNICA DE MEDICION DE LA ENZIMA
ANTIOXIDANTE ASCORBATO PEROXIDASA (APX)

FUNDAMENTO
En este caso se mide la absorbancia del &cido ascorbico. En presencia de perdxido
de hidrogeno, el acido ascérbico se reduce a dehidroascorbato o monodehidroascorbato.

Luego, la enzima antioxidante ascorbato peroxidasa, presente en el extracto vegetal, oxida
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el acido ascorbico reduciendo el peroxido de hidrégeno. Se mide la disminucion de
absorbancia del acido ascorbico por su oxidacion.
PREPARACION DE LOS REACTIVOS DE USO

Buffer Determinacion Reactivo Cantidad
Buffer Fosfato 0.5 M pH 7,2 16 ml
EDTA 0,0061 gr

De esta solucion, apartamos 1 ml como buffer para el
blanco A los 15 ml restantes, le agregamos

Acido Ascorbico 0,0149 gr
Se mantienen en hielo

H202 1 mM Se sigue el procedimiento descripto en la técnica
CAT

MEDICION EN EL ESPECTROFOTOMETRO

Lo que se mide en el espectrofotometro es la cinética de la absorbancia del acido
ascorbico. Mientras mas enzima tenga el extracto, hay mas oxidacién del acido ascorbico y
hay una caida de la DO (densidad Optica) mas marcada (un &ngulo mayor) dentro de la
cinética.

El pico de absorbancia del acido ascorbico se encuentra a una longitud de onda de
265 nm (en este punto el coeficiente de absorcion es de 14 mM=2.cm™). Sin embargo,
debido a que a dicha longitud de onda, las absorbancia superan el valor de 1, se puede
trabajar a otras longitudes de onda menores modificando el coeficiente de extincién molar.
A 290 nm, el coeficiente es de 2,8 mMtcm™ segiin Asada. A 295 nm, el coeficiente que

hemos calculado es de 1,2 mM~cm™. Se mide durante 1 min con intervalos de 5 segundos.

MEZCLA DE REACCION

Tratamientos  H20 destilada Buffer Extracto H202 1 mM
determinacion vegetal

Blanco 800 pl 100 pl (sin 100 pl
ascorbico)

Testigo general 800 pl 100 pl 100 pl

Problema De 790 pl a 730 pl 100 10 - 70 pul 100 pl

Testigo part. De 890 pul a 830 pl 100 pl 10 - 70 pl

PROCEDIMIENTOS
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Todos (tanto problemas como testigos) se llevan a un volumen final de 1 ml. Se
mide en cubetas de cuarzo. El orden de las mediciones fue el siguiente: blanco, testigo
general, curva de determinacion de la alicuota de los problemas, problemas, testigos
particulares.

Orden de los reactivos: H.O, Buffer, Ascorbico, extracto (homogeneizar), H20z,
(homogeneizar).

1°- El blanco se realiz6 con el buffer con EDTA sin ascorbico y H2Ox.

2°- Cuando se realizo la cinética del testigo general, los valores deben ser cercanos
a cero, de otra manera, significaria que estan ocurriendo oxidaciones inespecificas del
acido ascoérbico debido a contaminacion del buffer o excesiva cantidad de H>O> (oxidacién
no enzimatica del ascorbico por H20).

3°- En los tubos problema se evaluaron diferentes cantidades de extracto vegetal.
Se comprueba que ante un aumento del extracto, aumenta el delta (alfa) de DO. Se busca
seleccionar una alicuota de extracto en la cual la relacion con el delta alfa sea lineal.

4°- En los tubos testigos particulares, se colocé todo menos H2O, para descartar
las oxidaciones inespecificas del extracto con otros metabolitos. Tiene que dar valores

cercanos a cero.

CALCULOS A POSTERIORI

APX = (Pendiente x Vol. extraccion x Dilucion)/ (¢ x Peso Fresco de muestra x
1000)

APX (mmol Ascorbato Oxidado)/ min x g hoja fresca)

Pendiente: [Rates dA/min del problema — Rates del testigo particular]

Volumen de extraccién (ml): en este caso 1,5.

Dilucién: Vol. final de reaccion / vol. Muestra

¢ : coeficiente de extincion molar (el cual depende de la longitud de onda)

Peso Fresco de muestra (gr): en este caso alrededor de 0,2.

1000 (mililitros/litros): para pasar de mMolar a m moles/ ml

Nakano, Y., & Asada, K. (1981). Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbate-specific peroxidase in
spinach chloroplasts. Plant and Cell Physiology, 22(5), 867-880.
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ANEXO 111. 10: PROTOCOLO GELES DISCONTINUOS-NO
DESNATURALIZANTES

PREPARACION DE LOS GELES
PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK

Buffer de corrida 10X Reactivo
TRIS 30gr
Glicina 144 gr
Llevar a 1 | con agua destilada
Buffer de separacion TRIS Reactivo 100 mi PM
1,3MpH 8,8
TRIS 18,15 gr 121,1 gr
Agua 50 ml

Ajustar el pH con CIH puro. Llevar a 100 ml con
agua destilada.

Buffer de concentracion Reactivo 100 ml PM

TRIS 0,22 M pH 7

TRIS 2,669 121,1¢
Agua 100 ml
Ajustar el pH con CIH puro. Llevar a 100 ml con
agua destilada.
Acrilamida para el gel de Reactivo 100 ml
separacion 30:0,8%

Acrilamida 30 gr
Bis acrilamida 0,8 gr
Agua 50 ml

Llevar a 100 ml con agua destilada. Conservar en
heladera cubierto con papel aluminio.

Acrilamida para el gel de Reactivo 100 ml

concentracion: 10:2% Acrilamida 10 gr
Bis acrilamida 29r
Agua 50 ml

Llevar a 100 ml con agua destilada. Conservar en
heladera cubierto con papel aluminio
Azul de bromo fenol Reactivo

Azul de bromo fenol 0,003 gr
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Agua 10 ml

Conservar en heladera cubierto con papel aluminio

Buffer muestra - 4X Reactivo
Buffer concentracion 2 ml
Glicerol 2ml
Azul de bromo fenol (Sol. Stock) 2 mi
Volumen final 6 ml

Conservar a T° ambiente cubierto con papel

aluminio

Per sulfato de NH4 10% Reactivo
Per sulfato de amonio lor
Agua 10 ml

Alicuotar en tubos epp y mantener a -20°C

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE USO

Gel de Reactivo (ml) 10% 11% 12%
Separacion Agua 2,45 2,18 1,914
Acril/Bis 30:0,8% 2,66 2,93 3,196
Buffer separacion 2 2 2
Glicerol 0,8 0,8 0,8
En el momento de preparar el gel agregar
TEMED 0,012 0,012 0,012
Per sulfato de 0,12 0,12 0,12
amonio 10%
Volumen final 8,042 8,042 8,042
Gel de Reactivo (ml)
Concentracion  Agua 0,556
Acril/Bis 10:2% 2
Buffer concentracion 1
Glicerol 0,4

En el momento de preparar el gel

agregar
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TEMED 0,008

Per sulfato de amonio 10% 0,08
Volumen final 4,04
Buffer de Reactivo Cantidad
corrida 1X Buffer corrida 10X 50 ml
Agua 450 ml
Volumen final 500 ml
Buffer de Reactivo Cantidad
corrida 1X con Buffer corrida 10X 50 ml
ascorbico Ascorbico 0,198 gr
(APX) Agua 450 ml
Volumen final 500 ml

PROCEDIMIENTO

GEL DE SEPARACION

Se ensamblaron los vidrios con los separadores de 1,5 mm. Luego se marcd el
limite hasta donde la matriz de acrilamida sera vertida, trazando una linea horizontal en el
vidrio con un marcador indeleble. Para saber la ubicacion exacta de la linea, colocar el
peine entre ambos vidrios y medir 1 centimetro por debajo de los dientes del peine.

Se realiz6 la mezcla del gel de separacion a una concentracion de acuerdo a la
enzima en cuestion, mezclando los distintos componentes, para los Geles SOD y APX se
utilizaron concentraciones del 10 al 11%

Una vez finalizada la solucion, se afiadieron los catalizadores Persulfato de amonio
y TEMED uno por uno, tratando de mezclar cada reactivo de manera uniforme en todo el
volumen. La polimerizacion de la solucion recién comienza cuando ambos reactivos son
agregados. Inmediatamente la solucion fue vertida entre los vidrios hasta la linea trazada.

Posteriormente, se afladié una capa de agua (aproximadamente 1000 pl) sobre la
solucidén de poliacrilamida para evitar el ingreso de moléculas de oxigeno que retarden la
polimerizacion.

Se dejo polimerizar a temperatura ambiente por 15 min, usando como control de
polimerizacion la solucién de poliacrilamida remanente. Una vez formado el gel, se
descarté la capa de agua.

GEL DE CONCENTRACION

183



El gel de concentracion es la matriz de poliacrilamida que tiene como caracteristica
retener las proteinas manteniéndolas uniformes antes que ellas migren hacia el gel de
separacion. Este proceso permite mejorar la resolucion de las proteinas en la electroforesis.

Se mezclaron los componentes del gel de concentracion y se agit6 a fin de asegurar
que el TEMED vy el APS se distribuyan uniformemente en todo el volumen de la solucién.

Se agregd la solucidn entre los vidrios de la camara y sobre el gel de separacion ya
polimerizado. Inmediatamente después, se coloco el peine entre ambos vidrios.

Se dejo polimerizar la poliacrilamida a temperatura ambiente por 15 min, usando
como control de la polimerizacion la solucién de poliacrilamida que qued6 remanente en el
vaso de precipitado. Al momento que se coloca, el gel se vuelve opaco y blanquecino.

Una vez formado el gel, fue colocado en el tanque, y se agregd 150 ml de buffer de
corrida 1X en el espacio entre los geles se retird el peine cuidadosamente. Para geles de
APX se utilizé el buffer de corrida conteniendo ascorbico. Lavar todos los pocillos ya
formados con chorro suave del mismo buffer. Colocamos 200 ml de buffer corrida 1X en
el exterior de los geles. Para geles de APX utilizamos el buffer de corrida con ascérbico.

Precorrer el gel por al menos 20 min, a amperaje constante 1=12,5 mA por gel.

Davis, BJ (1962). Disc electrophoresis I1—Method and application to human serum proteins. Annals New
York Academy of Sciences, 121, 404-427.

ANEXO Il. 11: SUPEROXIDO DISMUTASA-GELES NO
DESNATURALIZANTES

PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK

K2HPO4 0.5 M PM174.2 (pH 9) Reactivos Cantidad
K2HPO4 21.8 gr
Llevar a 250 ml con agua destilada.

KH2PO4 0.5 M PM136.1 (pH 4.33) Reactivo Cantidad
KH2PO4 17 gr

Llevar a 250 ml con agua destilada.
Buffer fosfato de potasio 0.5 M A la solucion de KoHPOs ir agregando la solucion
10X pH 7.8 de KH2PO4 hasta llegar al pH de 7.8 aprox 37 ml
de este ultimo para 250 ml de KoHPOa.
Buffer fosfato de potasio 0.5 M A la solucion de KoHPOs ir agregando la solucion
10X pH 7.4 de KH2PO4 hasta llegar al pH de 7.4, aprox 70 ml
de este ultimo para 250 ml de KoHPO..
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SOLUCIONES A PREPARAR

Buffer fosfato de potasio Reactivo Cantidad (ml)
0.05MpH 7,4 Agua 8

Buffer fosfato de potasio 0,5 M 1

pH 7,4

EDTA 10 mM 1

Volumen final 10
SOD purificada Reactivo 1 gel 10 geles

Agua 29,8 ul 298 ul

Buffer Muestra 10 pl 100 pl

SOD 5U/ul 0,2 ul 2 ul

Volumen final 40 400
Preparacion de las Reactivo Gel 1,5 mm peine
muestras 10 calles

Muestra ul para la cant. de

prot. deseada

Agua hasta 30 pl

Buffer muestra 10 pl

Volumen final 40 pl

PROCEDIMIENTOS

Se molieron 0,1 gr de hoja en mortero con aire liquido. Se colocaron 0,45 ml de
buffer y una cucharadita de PVPP. Se centrifugd 20 min a 12000 rpm a 4°C. Como
observamos inhibicién de la enzima, se procedid filtrar el extracto mediante un epp de 0,5
ml perforado colocado dentro de un epp de 1,5 ml. El epp pequefio se rellend con lana de
vidrio, y por encima 3 cucharaditas de Sephadex G25. Alli se colocé el sobrenadante de
cada tubo y se centrifug6 10 min a 80 rpm. Mantener en hielo.

Realizamos Bradford con el fin de cuantificar la concentracién de proteinas. En
hojas de soja la concentracion de proteinas estuvo alrededor de 2-6 ug por ul de extracto.

Se calculé la cantidad de proteinas a sembrar por calle. Se recomienda entre 40y 70
pg. Inicialmente realizamos una calibracion de las concentraciones a sembrar colocando
concentraciones crecientes de proteinas y observando que a mayor cantidad de proteinas
mayor actividad. Ademas en cada gel se sembro6 una unidad de SOD purificada.

Las muestras a sembrar se prepararon calculando 1 parte de buffer muestra y tres de
muestra, diluyendo con agua hasta completar el volumen.

Se depositd cuidadosamente este volumen en cada pocillo, con un tip blanco,
evitando la contaminacion del pocillo contiguo.

Se selecciond mantener el amperaje constante, bajo esta condicion el voltaje
aumenta durante la corrida. El valor del amperaje o corriente eléctrica (medida en amperios
o miliamperios) dependera de la fuerza idnica del buffer. En el caso de trabajar con buffer
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Tris-Glicina 1X el valor recomendado es de 25 a 30 miliamperios por gel. Se corre por
aproximadamente 1 hora, hasta que el frente de corrida (visualizado como una linea azul
por el colorante del buffer) llego al limite inferior del gel.

Se separé el gel de empacamiento del gel de resolucion realizando un corte
transversal. Se hizo una pequefia muesca en una de las esquinas del gel, a fin de que sirva
de orientacion para ubicar el orden en que fueron cargadas las muestras. Se removié el gel.
Para desprender el gel del vidrio remojarlo nuevamente con buffer de electroforesis 0 agua
destilada y usar uno de los espaciadores a manera de espatula para levantarlo por una de las
puntas. El buffer de electroforesis puede ser devuelto a su frasco original para su posterior
uso, pudiendo ser reciclado 1 o 2 veces, aunque mucho uso puede afectar el tiempo de
corrida.

Los vidrios, los espaciadores y el tanque deberan ser lavados con abundante agua y
detergentes que puedan ser facilmente removidos. Posteriormente, enjuagarlos con agua

destilada y secarlos.

REVELADO DEL GEL
SOLUCIONES DE USO

Solucion de Reactivo Cantidad
preincubado
Buffer 0,5 M pH 7,8 8 mi
EDTA 10 mM 8 ml
Volumen final 80 ml
Solucién de Reactivo Cantidad [Final] PM
tefiido
Solucién de 40 ml 0,05 M
preincubado
TEMED 54 ul 0,135% 116,21 gr
Riboflavina 800 pl 66 UM 376,37 gr
3,3mM
NBT 0,020 gr 0,61mM 817,7 gr

Se colocd el gel en la solucién de preincubado durante 25 min en oscuridad con
agitador rotatorio, mientras se preparaba la solucion de tefiido. Se incubé el gel en la
solucion de tefiido por 25 min en oscuridad en agitador. Se enjuagd en agua destilada, y se
expuso a la luz hasta que aparecieron bandas claras de actividad SOD sobre un fondo azul
oscuro. Las isoenzimas individuales SOD fueron identificadas de acuerdo a Sandalio y col.
(1987). Los geles fueron preincubados por 30 min en buffer fosfato 50 mM (pH 7,8),

conteniendo ya sea, 2 mM KCN o 5 mM H20: y luego fueron revelados con la solucion de
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tefiido. Las enzimas que contienen Cu/Zn son inhibidas por KCN e inactivadas por H2O»,
mientras que las enzimas FeSOD son resistentes a KCN e inhibidas por H.O>. Las MnSOD
son resistentes tanto a KCN como a H20..

En la Figura 1A se puede observar un gel de calibracion SOD, a partir del cual, se

hizo un gréfico de calibracién (Figura 1B) para determinar la concentracion de proteina a

usar.
Actividad SOD

18000

16000 »
. 14000 ol
T 12000 e
§ 10000 /
E 8000 . — v y=150,6x+ 3221,
£ 6000 R?=0,986

0 10 20 30 40 50 60 70 80

ugde proteina
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Figura 1: A: Gel de calibracion SOD. Actividad Superoxido dismutasa para
diferentes concentraciones de una muestra de soja control. B: Gréafico de calibracion que
muestra la relacién entre la concentracion de proteinas (ug) vy el area de las bandas, con un
R?de 0,986

Para poder reconocer las diferentes isoformas de la enzima SOD, se sembré la
misma concentracion de proteina (70 ug) por triplicado en un mismo gel, los cuales fueron
cortados en el momento de hacer el revelado. Después de la electroforesis, fue visualizada
la actividad SOD. Cada gel fue incubado en diferentes soluciones. El gel control fue pre-
incubado en bufer fosfato pH 7,8, y los otros dos se pre-incubaron en bufer fosfato pH 7,8
con 5 mM de H202 o0 con 2mM de KCN (Beauchamp and Fridovich, 1971).

De este modo, como se puede observar en la Figura 2, se detect6 la presencia de la
isoforma MnSOD en todos los geles (A, B y C) ya que no es inhibida ni por H202 ni por
KNC. Sin embargo, la isoforma CuzZnSOD, es inhibida tanto por H20O2 como por KCN, de
manera que soélo estuvo presente en el gel control (C). No asi la isoforma FeSOD que se

inhibe por H202 pero no por KCN, por lo que estuvo presente en los geles By C.
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Figura 2: Gel de inhibicion para la enzima SOD. Se sembraron 70 pg de
proteinas en cada calle. En el gel A se puede ver la isoforma MnSOD que no es inhibida
por H2O2 (5 mM). En el gel B se observan las isoformas FeSOD y MnSOD, las cuales no
son inhibidas por KNC (2 mM). Finalmente, en el gel C, las formas CuzZnSOD, FeSOD y
MnSOD.

Beauchamp, C & Fridovich, I (1971). Superoxide dismutase: improved assays and an assay applicable to
acrylamide gels. Analytical Biochemistry, 44(1), 276-287.

Beauchamp, CO & Fridovich, | (1973). Isozymes of superoxide dismutase from wheat germ. Biochimica et
Biophysica Acta, 317(1), 50-64.

Sandalio, LM, Palma, JM & Rio, LAD (1987). Localization Of Manganese Superoxide Dismutase In
Peroxisomes Isolated From Pisum sativum L. Plant Science, 51, 1-8.

Donahue, JL, Okpodu, CM, Cramer, CL, Grabau, EA & Alscher, RG (1997). Responses of Antioxidants to
Paraquat in Pea Leaves (Relationships to Resistance). Plant Physiology, 113(1), 249-257.

ANEXO I11. 12: GEL APX -GELES NO DESNATURALIZANTES

PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK

Buffer fosfato de potasio 0,5 M 10X pH 7,0 A la solucion de KoHPOs ir agregando
la solucion de KH2PO4 hasta llegar al

) pH de 7,0.
EDTA tetra sodico 10 X (10 mM) (Acido Reactivo Cantidad
Etilendiaminotetracético) (PM 380,2) S

EDTA 0,760 gr
Llevar a 200 ml con agua destilada
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SOLUCIONES DE USO

Buffer extraccion pH 7

Preparacion de las
muestras

Reactivo Cantidad

Bf. fosfato de 1ml
potasio 05 M

pH 7

EDTA 10mM 1 ml
Acido 0,01 gr
Ascorbico
Agua
Volumen final
Reactivo

8 ml
10 ml

Muestra

Agua
Buffer muestra
Volumen final

Concentracion PM

50 mM

ImM

5 mM 198,1

Gel 1,5 mm — peine 10
calles

ul  con
deseada
Hasta 45 pl
15 pl
60 ul

la cant.de prot.

PROCEDIMIENTOS

Se molieron 0,1 gr de hoja en mortero con aire liquido. Se colocaron 0,45 ml de
buffer y una cucharadita de PVPP. Se centrifugd 20 min a 12000 rpm a 4°C. Como
observamos inhibicién de la enzima, se procedid filtrar el extracto mediante un epp de 0,5
ml perforado colocado dentro de un epp de 1,5 ml. El epp pequefio se rellend con lana de
vidrio, y por encima 3 cucharaditas de Sephadex G25. Alli se colocé el sobrenadante de

cada tubo y se centrifug6 10 min a 80 rpm. Mantener en hielo.

Realizamos Bradford con el fin de cuantificar la concentracion de proteinas. En

hojas de soja la concentracion de proteinas estuvo alrededor de 2-6 ug por ul de extracto.

Se calculd la cantidad de proteinas a sembrar por calle. Se recomienda entre 30 a 40
pg. Inicialmente realizamos una calibracion de las concentraciones a sembrar colocando

concentraciones crecientes de proteinas y observando que a mayor cantidad de proteinas

mayor actividad (Figura 3A'y B).
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Figura 3: Gel de calibracion APX. A: actividad ascorbato peroxidasa para
diferentes concentraciones de una muestra de soja control. B: Gréafico de calibracion que
muestra la relacién entre la concentracion de proteinas (ug) vy el area de las bandas, con un
R? de 0,879

Las muestras a sembrar se prepararon calculando una parte de buffer muestra y tres
de muestra, diluyendo con agua hasta completar el volumen.

Se depositd cuidadosamente este volumen en cada pocillo, con un tip blanco,
evitando la contaminacion del pocillo contiguo.

Se selecciond mantener el amperaje constante, bajo esta condicion el voltaje
aumenta durante la corrida. El valor del amperaje o corriente eléctrica (medida en amperios
o miliamperios) dependera de la fuerza idnica del buffer. En el caso de trabajar con buffer
Tris-Glicina 1X el valor recomendado es de 25 a 30 miliamperios por gel. Se corrié por
aproximadamente 1 hora, hasta que el frente de corrida (visualizado como una linea azul
por el colorante del buffer) llegé al limite inferior del gel.

Se separd el gel de empacamiento del gel de resolucion realizando un corte
transversal. Se hizo una pequefia muesca en una de las esquinas del gel, a fin de que sirva
de orientacion para ubicar el orden en que fueron cargadas las muestras. Se removio el gel.
Para desprender el gel del vidrio remojarlo nuevamente con buffer de electroforesis 0 agua
destilada y usar uno de los espaciadores a manera de espatula para levantarlo por una de las

puntas. El buffer de electroforesis puede ser devuelto a su frasco original para su posterior
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uso, pudiendo ser reciclado 1 o 2 veces, aunque mucho uso puede afectar el tiempo de
corrida.

Los vidrios, los espaciadores y el tanque deberan ser lavados con abundante agua y
detergentes que puedan ser facilmente removidos. Posteriormente, enjuagarlos con agua
destilada y secarlos.

REVELADO DEL GEL

SOLUCIONES DE USO

Solucion de Reactivo Cantidad Concentracién
equilibrio Bf. fosfato de potasio 15 ml 50 mM
05M
EDTA 10 mM 15 ml 1 mM
Ascorbico 0,059 gr 2mM
Agua 120 ml
Volumen final 150 ml
Solucion de Reactivo Cantidad Concentracién
peroxido Bf. fosfato de potasio 3mi 50 mM
05M
EDTA 10 mM 3ml 1 mM
Ascorbico 0,012 gr 4 mM
H20, 10,8 M 0,006 ml 2 mM
Agua 24 ml
Volumen final 30 ml
Solucion  de Reactivo Cantidad [ PM
teflido Bf. fosfato de potasio 3ml 50
05MpH 78 mM
EDTA 10 mM 3ml 1 mM 372,2
TEMED 0,127 ml 28 116,21
mM
NBT 0,06 gr 2,45 817,7
mM
Agua 24 ml
Volumen final 30 ml

Se colocé el gel en la solucién de equilibrio por 30 min, cambiando el buffer cada
10 min. Luego, se incub6 20 min en la solucion de peroxido. Se enjuagd el gel en buffer
fosfato de potasio 50 mM pH 7 por 1 min y fue colocado en la solucién de tefiido por 10 a
15 min. Se detuvo la reaccion lavando el gel con agua. La actividad APX fue observada
como una banda sin color en un fondo azul.

Para realizar geles de inhibicion de la enzima se incubé el gel en buffer fosfato de

potasio 50 mM pH 7 conteniendo 10 mM KCN por 20 min antes de la tincion.
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Mittler, R & Zilinskas, BA (1993). Detection of Ascorbate Peroxidase Activity in Native Gels by Inhibition
of the Ascorbate-Dependent Reduction of Nitroblue Tetrazolium. Analytical Biochemistry, 212(2),
540-546.

Anexo IV

ANEXO IV. 1: EXTRACCION DE ARN- TRIZOL-INVITROGEN

SOLUCIONES A PREPARAR

Colocar 0,1 ml de DEPC cada 100 ml de
agua a tratar.

Incubar 12 horas a 37°C.

Autoclavar 20 min para inactivar la
droga.

AGUA DEPC 0,1%

A partir de las muestras de raices se extrajo ARN total mediante el método de
TRIZOL®, segun el siguiente protocolo especificado por el fabricante, utilizando
materiales libres de ARNasas. Se molieron 0,1 gr de muestra vegetal con aire liquido y
mortero, y se agregé 1 ml de TRIZOL®. Se homogeneiz6 y se centrifugd a no méas de
12000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se traspasé a un tubo nuevo (en esta solucién
se puede mantener a -70°C por 1 mes). El tubo se incub6 5 min entre 15°C y 30°C para
permitir la disociacion completa de los complejos de nucleoproteinas. Se agreg6 0,2 ml de
cloroformo cada 1 ml de TRIZOL® utilizado y se agité vigorosamente por 15 segundos.
Se dej6 reposar 2 a 3 min entre 15y 30°C. Luego se centrifugd como maximo a 12000 g a
4°C. Se traspasO a un nuevo tubo la fase acuosa superior y se agreg6 0,5 ml de alcohol
isopropil (2-propanol) cada 1 ml de TRIZOL®. La fase inferior se puede guardar para
extraer DNA y proteinas, no més de 1 noche a 4°C. Se incub6 10 min entre 15 a 30°C y se
centrifugd 10 min a no mas de 12000 g a 4°C. Se descarto el sobrenadante.

Para lavar el pellet, se agreg6 1,5 ml de etanol 75% cada 1 ml de TRIZOL®. En
etanol se puede mantener 1 semana a 4°C o un afio a -20°C. Se vortere para mezclar y se
centrifugd a no méas de 7500 g por 7 min. Se descarto el sobrenadante y se secé el pellet al
aire 5 a 10 min. No permitir que seque demasiado porque decrece su solubilidad. Se
agregaron 30 pl de agua DEPC vy se resuspendio con el tip. Se incubé 10 min entre 55 a
60°C y se mantuvo a -80°C.
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Se realiz6 un tratamiento con ADNasas con el fin de eliminar restos de ADN de las
muestras de ARN. La eliminacién de ADN contaminante se comprobé mediante
reacciones de PCR del ARN extraido.

PURIFICACION DEL ARN

Con el fin de extraer el ADN gendémico contaminante de las muestras de ARN se
utilizaron 2 métodos diferentes.

1- Columnas de purificacion del Kit RNeasy MiniKit siguiendo el protocolo del
fabricante

2- Reacciones con ADNasa | Gibco-grado amplificacion.

Se describe el procedimiento de la utilizaciéon de la ADNasa I.

Mezcla de reaccién

Reactivos Concentracion Concentracién Cantidad (pul)
stock final

Agua Hasta 10 pl

Buffer DNAsa | 10X 1X 1

DNAsa | 10U 1U 1

ARN Hasta 1 pg X

Volumen final 10

PROCEDIMIENTO
Se realizé la mezcla de reaccién, y se incub6 15 min a temperatura ambiente. Para

inactivar la ADNasa se agregd 1 pl de EDTA 25 mM y se incub6 a 65°C por 10 min.

ANEXO IV. 2: GEL ARN

Las muestras de ARN fueron corridas en gel desnaturalizante de agarosa al 1,2%

para comprobar su integridad.

Buffer Reactivos Cantidad
Formaldehido 10X
Agua DEPC 98 mi
MOPS 4,186 gr
EDTA 0.5M 2ml
Acetato de sodio 0,41gr
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Volumen Total 100 ml

Todos los reactivos y materiales deben estar libres de RNAasas. De
otra manera, puede prepararse con agua destilada, tratar con DEPC
el buffer completo y luego autoclavar.

Buffer de corrida Reactivos Cantidad
1X
Agua DEPC 264 ml
Formaldehido 37% 6 ml
Buffer FA 10X 30 ml
Volumen Total 300 ml
Gel ARN al 1.2% Reactivos Cantidad
Agua DEPC 27 mi
Formaldehido 37% 0,54 ml
Buffer Formaldehido 10X 3ml
Agarosa 0,36 gr
Volumen Total 30 ml

Disolver la agarosa en el agua calentando en el microondas.
Mantener en bafio térmico a 60°C. Agregar buffer FA 10X y
formaldehido.

PROCEDIMIENTO

Se prepararon las soluciones y se procedio a preparar el gel. Se volcé en el soporte
la matriz del gel mantenida a 60° C y se dej6 gelificar. El gel se precorrié con buffer de
corrida a 50v para equilibrar.

Las muestras fueron preparadas en buffer loading (comercial) respetando la
proporcion buffer loading: muestra igual a 3:1. Se calentaron las muestras a 65 ° C por 10

min y se colocaron inmediatamente en hielo para proceder a sembrarlas.
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ANEXO IV. 3: POLIMORFISMO DE LONGITUD DE FRAGMENTOS
AMPLIFICADOS DE ADNC (ADNC AFLP)

PCR REVERSO
Para generar la primera hebra de ADN copia a partir del ARN extraido se utilizo el
KIT RT PCR IMPROM —PROMEGA. Se utilizé 1 pg de ARN de cada muestra problema.

MEZCLA DE REACCION

Control + Control - Muestra
ARN ARN control ~ --------- 1 pg
Cebador poliT 10 uM 10 uM 10 uM
Agua Hasta 5 ul Hasta 5 pl Hasta 5 pul

PROCEDIMIENTO
Se incub6 a 70° C por 5 min, y luego se coloc6 inmediatamente en hielo por 5 min.

Se centrifugd brevemente, y se volvié a colocar en hielo.

MEZCLA DE REACCION

Reactivo Cantidad (ul) [Final]
H20 6,1
Improm 5X Reaction 4 1X
buffer
CI2Mg (25 mM) 2,4 3mM
dNTPs mix (10mM) 1 0,5mM
RNAsin (40 U/ ul) 0,5 20 U/15 pl
Reverso Transcriptasa 1
Volumen final 15

PROCEDIMIENTO
Los 15 pl anteriores se agregaron a los tubos conteniendo los cebadores y el ARN.
Se colocaron los tubos en un termociclador con el siguiente programa: 5 min a 25°C, 1h a

42°C. Por ultimo 15 min a 70°C, con el fin de inactivar la reverso transcriptasa.
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VERIFICACION DE LA TRASCRIPCION REVERSA

Para verificar la reaccion de la reverso transcriptasa se procedio a generar un juego
de cebadores a partir de un exén de la secuencia de la enzima antioxidante Catalasa, el cual
genera un amplicén de 427 pb.

Cebador CAT exon 3 up-5’: GTC CGC GAT GGC CTC AAGTT

Cebador CAT exon 3 low-3": GGG GGT CAA AGT CAA GCC TGT C

MEZCLA DE REACCION

Concentracion stock Concentracién Volumen para
final una reaccion

(1)

Agua 12

Buffer Colorless c/ 5X ¢/7,5 mM ClMg 1Xy15mM 4

Cl-Mg

DNTPs 2,5mM 0,25 mM 2

Cebador CAT exo6n 3 10 uM 0,2 uM 0,4

up-5’

Cebador CAT exo6n 3 10 uM 0,2 uM 0,4

low-3’

Taq Polimerasa 5U/ ul 1 U/20 pl 0,2

Molde determinar determinar 1

Volumen total 20

PROCEDIMIENTO

Se colocaron los tubos en el termociclador con el siguiente programa: 2 min a 94°C,
26 ciclos de 1m a 94°C, 1m a 56°C y 1m a 72°C. Por altimo 5 min a 72°C.

SINTESIS DE LA SEGUNDA CADENA DE ADNC

Para generar la segunda hebra de ADN copia se utilizaron 10 ul de ADNc simple
hebra de cada muestra problema.

MATERIAL NECESARIO

Agua DEPC

Ligase Buffer 10X

DNTPs mix 10 mM

ADN ligase E.coli (10 U/ul)

ADN polimerasa | E.coli (10 U/ul)

196



ARNasa H E.coli (2 U/ul)

T4 ADN polimerasa
0,5MEDTAPpH8
Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
NH40Ac 7,5 M

Etanol absoluto helado

Etanol 70% helado

Bario a 16°C

Estufa a 37°C

MEZCLA DE REACCION

Reactivos Cantidad (pl)
Agua DEPC 32
Ligase Buffer 10X 5
DNTPs mix 10 mM 1

DNA ligase E.coli (10 U/ul) 0,33
DNA polimerase | E.coli (10 U/ul) 1,33
RNAsa H E.coli (2 U/ul) 0,33
Volumen Total 40
Volumen de muestra ADNc simple hebra 10

PROCEDIMIENTO

Llevamos la mezcla de reaccion a bafio térmico a 16°C por 2 horas. Agregamos
0,667 ul de T4 ADN polimerasa e incubamos a 16°C por 5 min. Colocamos los tubos en
hielo y agregamos 3,33 upl de 05 M EDTA pH 8. Agregamos 53,33 ul de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Vortereamos y centrifugamos a temperatura ambiente
por 5 min a 14000 g. Transferimos 46,7 pl de la fase superior a un nuevo tubo.
Adicionamos 23,33 ul de NH4sOAc 7,5 M y 170 pl de etanol absoluto congelado.
Vortereamos y centrifugamos inmediatamente a temperatura ambiente por 20 min a 14000

0. Removemos el sobrenadante cuidadosamente. Lavamos el pellet con 170 pl de etanol
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70% helado. Centrifugamos por 2 min a 14000 g, removimos el sobrenadante y lo
descartamos. Secamos el DNA a 37° C por 10 min y resuspendimos el pellet en agua
DEPC, 3 ul por cada 25 pg de ARN total inicial. Posteriormente hicimos una dilucion
1/20.

CORTE CON ENZIMAS DE RESTRICCION

MATERIAL NECESARIO

Agua

Estufaa 37°C

OPA (10X)

BSA (10 mg/ml de 100X)

Msel (10 U/ul)

Hindlll

EcoRlI (10 U/ul)

Termociclador

ADNCc doble cadena

MEZCLA DE REACCION

Reactivos Cantidad (pl)
Agua 16,9

OPA (10X) 2

BSA (10 mg/ml de 100X) 0,2

Msel (10 U/ul) 0,2

Hindlll o EcoRI (10 U/ul) 0,2

Volumen Total 19,5
Volumen de muestra 0,5

PROCEDIMIENTO

Se realizaron 2 mezclas, una con cada combinacién, Msel que reconoce 4
nucledtidos, o sea de corte frecuente, mas una de las otras dos que reconocen 6
nucleotidos, ya sea Hindlll o EcoRl.

Se coloco en esta reaccion ADNCc doble cadena. En general se usa una dilucion 1/20
de los 3 pl de la resuspension de la doble cadena.

Incubar a 37°C por 3 horas, y luego a 70°C por 15 min
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LIGACION

MATERIAL NECESARIO

Agua

Ligase Buffer 10X

EcoRI/ Hindlll adapt. (5 uM)

Msel adapt. (50 U)

T4 DNA ligasa (3 U/ul)

Bario a 22°C

Tubos de digestion de cDNA con enzimas de restriccion

MEZCLA DE REACCION

Reactivos Cantidad (pl)
Agua 2,67

Ligase Buffer 10X 0,4

EcoRI/ Hindlll adapt. (5uM) 0,4

Msel adapt. (50 uM) 0,4

T4 DNA ligasa (3 U/ul) 0,13
Volumen Total 4

PROCEDIMIENTO

Agregamos la mix a los tubos de digestion, e incubamos a 22°C por 3 horas como
minimo o toda la noche.

PRE-AMPLIFICACION

MATERIAL NECESARIO

Agua MilliQ

Buffer Taq pol 10X

MgCI2 (25 mM)

DNTPs (10 mM)

EcoRI/ Hindlll primers (5 pM)

Msel primers (5 uM)
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Taq pol (5 U/ul)
ADN con adapt. Ligados
MEZCLA DE REACCION

Reactivos

Agua

Buffer Taqg pol 10X

MgCI2 (25 mM)

DNTPs (10 mM)
EcoRI/Hindlll rimers (5uM)
Msel primers (5 uM)

Taq pol (5 U/ul)

Volumen Total

ADN con adapt. ligados

Cantidad (ul)
6
1
0,6
0,1
0,5
0,5
0,3
9

1

PROCEDIMIENTO

Se realizaron 2 mix, una con cada combinacion, Msel +EcoRI y Msel + Hind III.

Se colocé en un termociclador con el siguiente programa: 2 min a 94°C, 26 ciclos de 1m a
94°C, 1m a 56°C y 1m a 72°C. Por ultimo 5 min a 72°C. Al final del PCR se agregaron 40

ul de agua MilliQ.

TABLA: JUEGOS DE ADAPTADORES ESPECIFICOS UTILIZADOS
PARA CADA ENZIMA DE RESTRICCION

Nombre

Mse I Adaptador 1
Adaptador 2

EcoR | Adaptador 1
Adaptador 2

Hind 111 Adaptador 1
Adaptador 2

Secuencia (5°-3")

GAC GAT GAG TCCTGA G
TAC TCAGGACTCAT
CTCGTAGACTGC GTACC
AAT TGG TAC GCA GTC TAC
CTCGTAGACTGC GTACC
AGC TGG TAC GCA GTC TAC
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AMPLIFICACION SELECTIVA

MATERIAL NECESARIO

Agua MilliQ

Buffer Taqg pol 10X

MgCI2 (25 mM)

DNTPs (10 mM)

EcoRI/ Hindlll primers anclados con 1 o 2 nucle6tidos (5 uM)
Msel primers (5 uM)

Taq pol (5 U/ul)

ADN preamplificado

MEZCLA DE REACCION

Reactivos Cantidad (ul)
Agua 12,3
Buffer Taqg pol 10X 2
MgCI2 (25 mM) 1,2
DNTPs (10 mM) 0,1
EcoRI/Hindlll primers anclados (5 uM) 1

Msel primers (5 uM) 1,2

Taq pol (5 U/ul) 0,2
VVolumen Total 18
ADN preamplificado 2

PROCEDIMIENTO

Se realiz6 una amplificacion selectiva colocando cebadores con 1, 2 y 3 bases
extras en el extremo 3", lo que permite restringir ampliamente el nimero de amplicones
generados. Se coloco en un termociclador con el siguiente programa: 2 min a 94°C, 13
ciclos de 30s a 94°C, 30s a 65°C y 1m a 72°C. Luego 23 ciclos 30s a 94°C, 30s a 56°C y
1ma 72°C. Por altimo 5 min a 72°C.
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ANEXO IV. 4: GEL DE POLIACRILAMIDA

Las muestras amplificadas se corrieron en geles de poliacrilamida, y fueron
reveladas con nitrato de plata 0,2%.
LIMPIEZA DE PLACAS

SOLUCIONES NECESARIAS

Solucion Repel Identificacion

Repel-silane-ES, marca Plusone Pharmacia 17-1332-01
Solucién Bind Reactivos Cantidad Identificacion

Alcohol 95% 1ml

Acido Acético Glacial 5l

Bind- Silane Plusone 5 ul Pharmacia 17-1330-01)

Preparar en el momento

PROCEDIMIENTOS

PLACA MAYOR (SOPORTE REPELENTE)

Se limpid 2 veces la placa con alcohol 95% utilizando Kimwipes (delicate task
wipers) con guantes. Luego se desparramé 1,5 ml de repel por toda la placa con un
Kimwipes. Se esper6 5 min y se limpié nuevamente con alcohol 95%.

PLACA MENOR (ADHERENTE)

Se limpid 2 veces la placa con alcohol 95% utilizando Kimwipes con guantes (no
utilizar los mismos que para la placa anterior). Se desparram¢é la solucion Bind
rdpidamente, se esperd 5 min y se limpié nuevamente con alcohol 95% 2 veces.

GEL DE POLIACRILAMIDA

PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK

Tris 1 M pH Reactivos Cantidad
7,5

H.O 250 mi

Tris base (PM: 30,28 gr
121,14 gr)
Ajustar el pH con hidroxido de sodio concentrado, ajuste fino con
hidroxido de sodio 1N.
Autoclavar
EDTA 0,5 M Reactivos Cantidad
pH 8
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Per sulfato de
amonio  10%
(APS)

Acetato de
sodio 4 M

TBE 10X

H20 250 ml

EDTA (PM: 46,53 gr

372,24 qgr)

Disolver en 125 ml de agua y agregarle 10 pastillas de NaOH (5 gr)
y dejar disolver. Es dificil ajustar el pH y el EDTA solo es disuelto
proximo al pH 8.

Autoclavar.

Reactivos Cantidad Identificacion

H.O 50 ml

APS 5gr CAT APS Promega V 3133 (125

gr) oV 3131 (25gr)
Alicuotar 600 ul en epp. Mantener a —20° C

Reactivos Cantidad
H.O 1000 ml

Acetato de 408,24 gr
sodio trihidrat.

(PM: 136,08

gr)

Reactivos Cantidad Identificacion

H20 1000 ml

Tris base (PM: 108 gr Invitrog 15504-020
121,14 g)

Acido bérico 55gr Merck 100165-0500
(PM: 61,839)

EDTA (PM: 9.3 Merck108418-0250
362,42 gr)

SOLUCIONES PARA EL GEL DE POLIACRILAMIDA

acrilamida 6%

Matriz para el gel de Reactivos Cantidad Identificacion
TBE 1X 1000 ml
Urea 420 gr
Bisacrilamida 3gr Cat. Bisacrilamida,

Pharmacia: 17-1304-01(o
Promega V 3143-125 Q)

203



Polimerizadores

Acetato de sodio 0,5

M

Loading Buffer

Formamida

Marcador De Peso
Molecular

Acrilamida 60 gr Cat. Acrilamida
Pharmacia: 17-1302-01 (o
Promega V 3111-1100 g

Completar el volumen con TBE 1X, disolviendo de a un

reactivo por vez. Mantener a 4°C en oscuridad.

Reactivos Cantidad Identificacion

Matriz 120 ml

TEMED 120 pl Cat. TEMED Promega V
3161

APS 10% 600 pl

Agregar en el momento de rellenar la placa, solo polimeriza

cuando se agregan ambos reactivos a la matriz.

Reactivos Cantidad
Acetato de sodio 4 M 50 ml
TBE 1X 350 ml

Se utiliza para rellenar la cuba inferior

Reactivos Cantidad Identificacion

Formamida 10 mi Promega H5052

EDTAO5MpH8 200 pl Merck 1.08418.0250

Azul de 10mg Amersham US12370 10 gr

Bromofenol /Pharmacia 171329-01

Xylene cyanol 10 mg BioRad
1610423/Amersham
US23513 (25 gr)

Mantener en la heladera, no congelar.
Reactivos Cantidad Identificacion

Marcador de peso 8 ul Promega E4521
molecular 50 pb
DNA step ladder
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Loading Buffer 64 pl
(formamida)
H20 milliQ 128 pl

Mantener en la heladera, no congelar.

MONTADO DE LA PLACA

PROCEDIMIENTOS

Luego de la limpieza, se colocaron los flejes que separan los vidrios sobre la placa
mayor. Se coloco la placa menor con la cara tratada hacia abajo, y se sell6 con cinta de
papel los costados, dejando un espacio pequefio para inyectar la poliacrilamida. Se armé el
aparato, y se puso boca abajo.

Se prepard la poliacrilamida, agregando los reactivos que polimerizan a la matriz.
Se coloco este liquido en una jeringa de 200 ml con una manguerita, y se retir6 el aire de la
manguera dejando salir el liquido. Se inyectd lentamente en la placa cuidando que se llene
parejo. Cuando llego al inicio de la placa, se asegurd la manguera para no permitir que siga
saliendo liquido ni que entre aire. Se colocé el peine suavemente para que no se hagan
burbujas. Se dej6 polimerizar como minimo 45 min.

Luego se desmontaron las placas y se retiraron las cintas. Se volvié a montar en la
cuba. En la cuba de abajo agregamos la solucién de acetato de sodio 0,5 M. Por encima se
coloc6 TBE 1X. Es recomendable que se prepare 1,5 | de TBE 1X al inicio y con ese
mismo diluir el acetato. Pequefias diferencias en concentracién pueden dar errores de
corrida.

Se retird el peine y se limpiaron las calles con una jeringa y una aguja usando el
mismo buffer de la placa. Se precorrié por 45 min como minimo, a 50 grados de

temperatura y 80W de potencia. El voltaje puede variar dependiendo del buffer.

PREPARADO DE LA MUESTRA

Loading Buffer Reactivos Cantidad Identificacion
Formamida
Formamida 10 ml Promega H5052
EDTAO05MpH8 200 pl Merck 1.08418.0250
Azul de 10 mg Amersham US12370 10
Bromofenol gr /Pharmacia 171329-01
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Xylene cyanol 10 mg BioRad

1610423/Amersham
US23513 (25 gr)
Mantener en la heladera, no congelar.
Marcador De Peso Reactivos Cantidad Identificacion
Molecular
Marcador de peso 8 ul Promega E4521

molecular (50 pb)

DNA step ladder

Loading Buffer 64 pl
(formamida)

H20 milliQ 128 pl

Mantener en la heladera, no congelar.

PROCEDIMIENTOS

Se colocaron 8 pl de loading buffer a los 20 pl de reaccion de amplificacion
selectiva. Ademas se preparé 12 ul de marcador. Se desnaturalizaron las muestras por 5
min a 94°C y se colocaron inmediatamente en hielo por 5 min como minimo. Las calles se
Ilenaron con 10 ul de la muestra con tips punta pico de pato. Se debe realizar la muestra
bastante rapido a fin de evitar que la temperatura descienda de los 35°C. Se procedi6 a
correr el gel por 4 horas a 50 grados de temperatura y 80W de potencia.

REVELADO DEL GEL DE POLIACRILAMIDA

SOLUCIONES PARA REVELAR EL GEL DE AFLP

Solucion fijadora Reactivos Cantidad
H>0 milliQ 1780 mi
Acido acético glacial 20 ml

Alcohol etilico absoluto 200 ml

Mantener a 4°C

Solucién de Acido Reactivos Cantidad
Nitrico 1,5%
Acido nitrico 30 ml
H20 milliQ 1970 ml

Mantener a 4°C
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Solucion Stop Reactivos Cantidad
H20 milliQ 1900 ml
Acido acético glacial 100 ml

Mantener a 4°C

Solucién de Nitrato de Reactivos Cantidad
plata 0,2%
H20 milliQ 21
Nitrato de plata 4 gr

Mantener a T° ambiente

Solucion reveladora Reactivos Cantidad
H20 milliQ 21
Carbonato de sodio 60 gr
Formaldehido 37% 1200 pl

El formaldehido se agrega en el momento de revelar.
Preparar el dia del revelado y usar frio

PROCEDIMIENTOS

Colocamos el gel en la solucién fijadora en agitacion, como minimo 10 min, puede
dejarse ON. Luego se lavo con 2 litros de agua destilada por 1 min. Se retir6 el agua y se
coloco una solucién de &cido nitrico en agitacion por 2 min y 40 segundos. Se volvi6 a
enjuagar con agua destilada por 1 min. Se retir6 el agua y se colocé una solucién de Nitrato
de plata por 20 min, al cual debe agregarse 2 min al tiempo total por cada reutilizacion de
la solucion. Se cubrid la bandeja para evitar la luz. Se enjuagoé con 2 | de agua destilada por
30 s, se descartd esa agua y se volvié a enjuaga con 2 | de agua destilada por 30 s. Se
colocé el formaldehido a la solucion reveladora y se remojé el gel en 1 litro de ella.
Agitamos suavemente hasta que aparecieron las primeras bandas. Se colocd en otra
bandeja el litro restante de solucién reveladora para transferir el gel y completar el
revelado. Si se deja mucho tiempo se empieza a oscurecer el fondo. Cuando se vieron las
bandas claramente se colocd en la solucién stop por 5 min. Se enjuag6 por 1 min el gel en

2 | de agua destilada.
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LAVADO DE LAS Reactivos Cantidad
PLACAS
Solucion de NaOH 3%

H,0 milliQ 3

Hidroxido de sodio 90 gr

PROCEDIMIENTO

Colocar los vidrios en la solucion de NaOH y dejar remojar en agitacion.

ANEXO IV. 5: PCR EN TIEMPO REAL

Kit EXPRESS SYBR® GreenER™
MATERIAL NECESARIO

Agua DEPC

Kit EXPRESS One-Step SYBR® GreenER™
ARN libre de ADN

MEZCLA DE REACCION

Reactivos Cantidad (ul)
EXPRESS SYBR® GreenER™ qPCR SuperMix 10
Universal

EXPRESS SuperScript® Mix for One-Step SYBR® 0,5
GreenER™

10 uM forward primer (200 nM final) 0,4

10 uM reverse primer (200 nM final) 0,4
ARN (1 pg-1 ug total RNA) X
Agua DEPC Hasta 20 pl
Volumen Total 20

PROCEDIMIENTO
La mezcla de reaccién se realiz6 manteniendo los tubos a 4°C. Se utilizé
aproximadamente 0,1 pg de ARN por muestra. Ademas de las muestras problema, se

incluyo un control sin enzima RT, para corroborar la inexistencia de ADN gendémico y un
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control sin ARN para cada cebador utilizado para descartar contaminaciones. Se colocé en
el termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett Research) con el siguiente programa: 5 min a
53°C para la sintesis de ADNCc, 95° C por 2 min, 40 ciclos de 30s a 95°C, 60s a53°C y 10 s
a 74°C. Posteriormente se realiz6 una curva de melting entre 60 y 95°C. Antes de analizar
las muestras problema se procedid a la generacion de curvas estandar para cada cebador a
utilizar. Esta fue realizada mediante diluciones seriadas de la muestra de ARN. Luego de la
corrida de PCR en tiempo real, el programa incluido en el termociclador genera las curvas

estandar, de las cuales se deduce la eficiencia de los cebadores probados.

ANEXO IV. 6: R.A.C.E. (RAPID AMPLIFICATION OF CDNA ENDS)

MATERIAL NECESARIO

Agua

ADN copia

MEZCLA DE REACCION
Reactivos Concentracion Concentracién Cantidad (pl)

stock final

Agua 12
Buffer Colorless c/ 5X ¢/7,5 mM 1Xy15mM 4
Cl-Mg Cl2Mg
DNTPs 2.5 mM 0,25 mM 2
Cebador extremo 10 uM 0,2 uM 0,4
5
Cebador gen de 10 uM 0,2 uM 0,4
interés
Taq polimerasa 5 U/ul 1 U/20 pl 0,2
Molde determinar determinar 1
Volumen total 20

Se gener6 el ADN copia tal como se describe en Anexo T, reemplazando el cebador
poli T por el cebador poli T que tiene agregado una secuencia al azar en el extremo 5°. Este

ADN copia es el que se utiliza en esta reaccion. Los cebadores utilizados fueron:

Nombre Secuencia (5°-3")
Poli T + cola 5 TATAGGCCATCGAGGCC(T)20
Cola 5’ TATAGGCCATCGAGGCC
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Se realizo la mezcla de reaccion y se coloco en el termociclador. El programa
utilizado fue el siguiente: 94°C 5 min, 35 ciclos de 94°C 30 s, 53°C 30 s 72°C 2 min, y por
ultimo 72°C por 5 min. Las reacciones se corrieron en gel de agarosa al 2% con el fin de

evidenciar los fragmentos amplificados.

Wang, X., & Young Ill, W. S. (2003). Rapid amplification of cDNA ends. In PCR protocols (pp. 105-115).

Humana Press.

ANEXO IV. 7: TECNICA DE CLONADO TOPO-TA

Para clonar los fragmentos obtenidos por la técnica R.A.C.E. se utilizé el kit de
clonado TOPO-TA. Se utilizaron 3 pl de producto de PCR y se ligo al vector. Se incub6 2
hs a 37°C. Se colocd junto a células electrocompetentes y se sometié a un shock en el
electroporador. Inmediatamente se resuspendieron en medio LB. Se incubaron 1 hora a
37°C y luego se sembraron en placas de LB con ampicilina. Se incubaron una noche a
37°C. Las colonias que crecieron fueron repicadas en otra placa con ampicilina y se le
realiz6 un PCR para comprobar que poseian el inserto. Para hacer el PCR se toco cada
colonia con un tip estéril, el cual se coloco en 10 pl de agua estéril en un tubo epp. A esto
se le agregd 10 pl de la siguiente mezcla de reaccion.

PCR de colonias con vector TOPO TA

Reactivos Concentracion Concentracién Cantidad (ul)
stock final

Agua 3

Buffer Colorless c/ 5X ¢/7,5 mM Cl.Mg 1Xy15mM 4

Cl-Mg

DNTPs 2,5mM 0,25 mM 2

M13 F 10 uM 0.2 uM 0,4

M13 R 10 uM 0.2 uM 0,4

Taq polimerasa 5 U/ul 1 U/20 pl 0,2

Volumen total 20
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Nombre Secuencia (5°-3")

M13 Forward GTAAAACGACGGCCAG
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC

Se seleccionaron los clones que presentaron diferente tamafio de inserto, se

repicaron en medio LB con ampicilina.
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