UNIVERSIDAD B CORDOBA UNIVERSIDAD DE CORDOBA CSIC 52 INVESTIGAGIONES CIENTIFICAS

ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIEROS AGRONOMOS Y DE MONTES
DEPARTAMENTO DE AGRONOMIA

TESIS DOCTORAL

“Estudio de los mecanismos de
Interaccion entre Meloidogyne artielliay
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

en genotipos de garbanzo”

N A KL v'
Gy S __'v Loz Jr( ‘ g
e A P ] }
L i S T g G
i . - W ‘ -3
(] b 3 [ -.'.'. o

DIRECTORES
Dr. Pablo Castillo Castillo
Prof. Dr. Manuel Tena Aldave

DOCTORANDO
Juan Emilio Palomares Rius
Coérdoba, abril de 2009



TITULO: Estudio de los mecanismos de interaccion entre Meloidogyne artiellia 'y
Fusarium oxysporum f.sp. ciceris en genotipos de garbanzo

AUTOR: JUAN EMILIO PALOMARES RIUS

© Edita: Servicio de Publicaciones de la Universidad de Cérdoba. 2009
Campus de Rabanales

Ctra. Nacional IV, Km. 396

14071 Cérdoba

www.uco.es/publicaciones
publicaciones@uco.es

ISBN-13: 978-84-7801-960-1
D.L.: CO 972-2009



@

~ CONSEJO SUPERIOR ,
UNIVERSIDAD B CORDOBA CSIC bEe INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
UNIVERSIDAD DE CORDOBA

ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIEROS AGRQNOMOS Y DE MONTES
DEPARTAMENTO DE AGRONOMIA

TESIS DOCTORAL

“Estudio de los mecanismos de interaccion entre Meloidogyne
artiellia y Fusarium oxysporum f. sp. ciceris en genotipos de

garbanzo”

DOCTORANDO:

Juan Emilio Palomares Rius

\/°B®:

Los DIRECTORES

Dr. Pablo Castillo Castillo Prof. Manuel Tena Aldave

Investigador Cientifico Catedratico de Bioquimica y Biologia
Molecular

Instituto de Agricultura Sostenible, CSIC Universidad de Cordoba

TUTOR

Prof. Rafael M. Jiménez Diaz
Catedratico de Patologia

Universidad de Cérdoba
Cordoba, Abril de 2009



D. Pablo Castillo Castillo, Investigador cientifico del Instituto de Agricultura Sostenible del CSIC y

D. Manuel Tena Aldave, Catedratico del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la

Universidad de Cérdoba,

INFORMAN: Que el trabajo “Estudio de los mecanismos de interaccion entre Meloidogyne

artiellia y Fusarium oxysporum f. sp. ciceris en genotipos de garbanzo”, que
ha llevado a cabo el Ingeniero Agronomo, Juan Emilio Palomares Rius bajo nuestra
direccion, lo consideramos ya finalizado y puede ser presentado para su exposicién
y defensa como Tesis Doctoral en el Departamento de Agronomia de la
Universidad de Cérdoba.

Cordoba, Abril de 2009

Dr. Pablo Castillo Castillo Prof. Manuel Tena Aldave
Investigador Cientifico Catedratico de Bioquimica y Biologia
Molecular

Instituto de Agricultura Sostenible, CSIC Universidad de Cordoba



D. Rafael M. Jiménez Diaz, Catedratico del Departamento de Agronomia de la Universidad de
Cordoba.

INFORMA: Que considera satisfactoriamente finalizado el trabajo “Estudio de los
mecanismos de interaccion entre Meloidogyne artiellia y Fusarium oxysporum
f. sp. ciceris en genotipos de garbanzo”, llevado a cabo el Ingeniero Agronomo,
Juan Emilio Palomares Rius bajo la direccion del Dr. Pablo Castillo Castillo y el
Prof. Manuel Tena Aldave, y en consecuencia puede ser presentado para su
exposicion y defensa como Tesis Doctoral en el Departamento de Agronomia de la

Universidad de Cérdoba.

Cordoba, Abril de 2009

Prof. R. M. Jiménez Diaz
Catedratico de Patologia Vegetal
Universidad de Cérdoba



Este Trabajo ha sido realizado en el Grupo PAIDI AGR 136 ‘Sanidad Vegetal' del Instituto de
Agricultura Sostenible de Cérdoba, CSIC, y el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de
la Universidad de Cérdoba, gracias a la concesion de una beca de Beca de Formacion de Personal
Investigador (FPI-MEC), y a través del Proyecto de Investigacion “Supresion de la resistencia a
enfermedades por la interaccién entre agentes fitopatogenos “in planta”: factores vy
mecanismos” financiado por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia (AGL2003-00640).

Cordoba, Abril de 2009



BIOGRAFIA

Juan Emilio Palomares Rius naci6 en Valencia el 11 de agosto de 1977.

En 1997 inici6 sus estudios de Ingeniero Agronomo en la Escuela Técnica Superior de
Ingenieros Agronomos y de Montes de la Universidad Politécnica de Valencia, obteniendo su titulo
en 2002. En el Curso Académico 2001/02 realizb una estancia de ocho meses como estudiante
ERASMUS en la Warsaw Agricultural University, Polonia, durante la cual realizd su Trabajo
Profesional Fin de Carrera titulado ‘Técnicas de deteccion en virologia vegetal’ con la calificacién
maxima de Matricula de Honor. Durante tres meses en el afio 2002 obtuvo una beca
INTERCAMPUS en la Universidad Nacional del Nordeste, Corrientes, Argentina, durante la cual
participd en Investigaciones en el Departamento de Patologia Vegetal.

Posteriormente se dedico al sector privado de la agricultura donde realiz6 su labor profesional
en la gestion de fincas agricolas, principalmente de citricos y arroz.

En Junio de 2004 y hasta Junio de 2008 obtuvo una Beca de Formacion de Personal
Investigador (FPI-MEC) en el Departamento de Proteccion de Cultivos del Instituto de Agricultura
Sostenible-CSIC con el titulo de ‘Supresion de la resistencia a enfermedades por la interaccion entre
agentes fitopatdgenos “in planta”: factores y mecanismos’. Las investigaciones realizadas durante
estos afos han dado lugar a la participacion en Congresos nacionales e internacionales. Ademas,
durante estos afios ha realizado varias estancias en Centros de Investigacion extranjeros (2005,
Department of Plant Pathology, North Carolina State University, U.S.A., 3 meses; 2006, Western
Australia State Agricultural Biotechnology Centre, Murdoch University, Perth, Australia, 3 meses;
2007, Institut National de la Recherche Agronomique (I.N.R.A.), Centre Sophia-Antipolis, Antibes,
Francia, 6 meses).

Ha sido contratado como Titulado Superior de Actividades Técnicas y Profesionales en el
Instituto de Agricultura Sostenible-CSIC en el proyecto titulado “Evaluacién de diversas practicas de
fertilizacién y de control bioldgico sobre las poblaciones del nematodo nodulador Meloidogyne
javanica y el desarrollo vegetativo de plantones de olivo”.

Actualmente esta a la espera de la obtencion del grado de Doctor para poder optar a alguna

de las becas post-doctorales para continuar sus investigaciones en el campo de la fitopatologia.



Vi

A mis padres



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento a todas las personas que han contribuido en
la elaboracion de este trabajo. La tesis ha contribuido a enriquecerme tanto desde el punto de vista
cientifico como personal, aunque tal vez algunos aspectos podrian haber sido mejores, o haberse
planteado de forma diferente, ..., pero teniamos que marcar un limite final, y en cualquier caso se
ha intentado hacer lo mejor posible.

A los directores del presente trabajo. A Manuel Tena Aldave agradezco su consejos, su
experiencia, la ayuda en los aspectos bioquimicos y moleculares, y el celo que mostré en la
correccion de los ejemplares provisionales. A Pablo Castillo, con el que he disfrutado la mayoria del
tiempo de la tesis, le debo el haberme contagiado la pasion por la Nematologia. El animo que
siempre me ha intentado transmitir en los momentos de debilidad psicolégica ha sido muy
importante, asi como si inagotable capacidad de trabajo. Tanto desde el punto de vista cientifico
como personal es una gran persona que siempre ha estado preocupado por mi en los momentos
buenos y malos, y espero que en el futuro podamos seguir realizando trabajos juntos, y disfrutando
de su amistad. A Rafael Jiménez Diaz le agradezco todos los consejos y puntualizaciones
fitopatologicas, los cuales provienen de un gran maestro fitopatologo y que en muchos casos por los
avances tecnoldgicos actuales pude haber perder de vista.

A todas las personas que con su tiempo, su dedicacion y la desinteresada contribucion de sus
conocimientos y recursos permitieron enriquecer este trabajo. A Jesus Jorrin y Ana Maldonado, que
me han contagiado el “virus” de la protedmica, por la célida acogida en su grupo, sus consejos
cientificos, su interés constante y los buenos momentos en Congresos, desayunos,... Spero seguir
infectado por este “virus” por mucho mas tiempo. A Juan Antonio y Blanca, por su interés en
muchos apartados de la tesis, sus consejos, por siempre estar abiertos a ayudarme.

A todas las personas que me han ayudado y acompafiado en ambos laboratorios en los que
se ha desarrollado la tesis. A Miguel, M2 Angeles, Sira, Inma, Rafa, etc., en general a todo el grupo
de Bioguimica y Biologia Molecular de Plantas de la UCO por ayudarme siempre y principalmente
tener paciencia en los principios, asi como por los desayunos y comidas tan divertidas en el
departamento. A Jorge, Carolina, Carlos, Miguel, Fran, Guillermo, Sergio, Dani, Efrén, José Luis,
Gema, Conchi, José, Victor, Rafa, etc,...por ayudarme y acompafiarme durante este periodo de
tiempo en el Instituto de Agricultura Sostenible-CSIC, sin la ayuda de muchos de ellos este trabajo

no habria sido posible.

vii



A mis compafieras de despacho, Angu y Azahara, con las que por casualidad hemos escrito
la tesis casi a la vez, por los buenos momentos juntos en el despacho y algunas pequefias charlas
para animar el ambiente.

A todos mis amigos, tanto los de Cérdoba como los de Cullera, que siempre han estado
apoyando en los momentos mas duros de la realizacion y escritura de la tesis.

A mis padres, Emilio y Francisca, y a mis hermanos, Anna y Xavi, que son las personas a las

que mas debo estar aqui, de las cuales he aprendido muchas cosas y me han apoyado siempre.

viii



RESUMEN

Garbanzo (Cicer arietinum L.) puede verse afectada por mas de 50 enfermedades en diversas
partes del mundo. La Fusariosis Vascular del garbanzo (FVG), es una de las mas importantes
enfermedades y uno de los factores limitantes del cultivo en todo el mundo, esta causada por
Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f. sp. ciceris (Padwick) Matuo & Sato, hongo anamorfo que
puede sobrevivir en el suelo y en los restos vegetales en forma de clamidosporas hasta 6 afios. La
FVG puede provocar pérdidas en el rendimiento que pueden llegar al 10 % en la India, 10-15 % en
Espafia, y hasta un 40 % en Tunicia, incluso la completa pérdida del cultivo en los afios con ataques
mas severos de la enfermedad.

El manejo de la enfermedad estd principalmente basado en: el adelanto de la fecha de
siembra, labores profundas durante el periodo estival, tratamiento de las semillas con fungicidas
protectores, sistémicos ¢ con mezclas, solarizacion, antagonistas fungicos y bacterianos. Sin
embargo, la estrategia més practica y econdmicamente eficiente es la utilizacion de cultivares
resistentes. La resistencia se ve amenazada por la existencia de: (i) ocho razas patogénicas
designadas como 0, 1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5, y 6, las cuales pueden ser clasificadas en dos patotipos, el
de amarillez (razas 0 y 1B/C) y de marchitez (razas de la 1A a la 6), de acuerdo con el sindrome
provocado en la planta, y (ii) interacciones por multiples infecciones entre nematodos fitoparasitos y
el genotipo resistente del huésped, asi en las especies del género Meloidogyne y particularmente el
nematodo de las leguminosas y los cereales (Meloidogyne artiellia), en interacciones incompatibles
a la FVG puede resultar en la rotura de la resistencia a F. oxysporum f. sp. ciceris. La siembra
primaveral de garbanzo puede resulta mas dafiada por el nematodo que las siembras invernales,
principalmente porque las condiciones de humedad y temperatura son la dptimas para el desarrollo
del nematodo y este momento es cuando las plantas son mas sensibles a la infeccion por el
nematodo. Sin embargo, dependiendo del cultivar, la resistencia puede ser mantenida a pesar de la
co-infeccién por ambos patégenos.

Los objetivos de esta Tesis Doctoral han sido el determinar y analizar los posibles
mecanismos relacionados con la pérdida/mantenimiento de la resistencia a FVG cuando las plantas
estan co-infectadas por ambos patdgenos. Este estudio ha sido realizado desde dos escenarios: i)
como la combinacion de diferentes inoculaciones, F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (Foc-5), M.
artiellia, y las inoculaciones simultaneas de ambos patdgenos vy ii) desde el punto de vista de los
genotipos, pérdida de resistencia (linea CA336.14.3.0) y mantenimiento de la resistencia (linea
ICC14216K) a la co-infeccion de ambos patdgenos. Se han utilizado dos aproximaciones, una



mediante técnicas protedmicas, mas amplia y no discriminativa y otra mediante el estudio de la
expresion de genes relacionados con la patogénesis.

El reconocimiento mediante proteinas codificadas por los genes de resistencia debe activar la
respuesta defensiva a Foc-5. La respuesta defensiva activada puede ser modificada 6 bloqueada
por los efectos del parasitismo inducidos por M. artiellia en las plantas de garbanzo. Con esta
premisa hemos intentado encontrar los aspectos que estan implicados en la respuesta defensiva al
comparar las tres posibles inoculaciones mencionadas anteriormente.

El primer bloque de experimentos estuvo relacionado con los estudios protedmicos. Los
experimentos preliminares mostraron una dilucion de la respuesta en plantas infectadas solamente
por M. artiellia, en un periodo comprendido desde los 2 a los 18 DAI (Days After Infection). Por esta
razon, el primer estudio se centrd en la interaccion con Foc-5 a los 4 y 8 DAI. En este estudio, a
pesar de los resultados iniciales, la respuesta fue débil y complicada de enlazar con una posible
respuesta defensiva a Foc-5. Sin embargo, las diferencias en proteinas constitutivas entre ambas
lineas fueron abundantes, principalmente relacionadas con la respuesta defensiva, pero muy
variable desde el punto de vista temporal y dificil de enlazar con algun patégeno especifico,
probablemente debido a una dilucion de la respuesta defensiva en las etapas tempranas de la
interaccion (4-8 DAI). Por este motivo, se decidio atrasar el periodo de muestreo a fases mas
avanzadas de la infeccion por patogenos (35-40 DAI) y focalizada en las diminutas nodulaciones
inducidas por el nematodo en los tratamientos con M. artiellia y ambos patogenos, y piezas de
raices de edad similar a las de nodulaciones en los tratamientos con Foc-5 y los controles. En
estudios preliminares, la hembra adulta del nematodo incluida en el nddulo provocaron la
contaminacién de proteinas de nematodo en los geles, consecuentemente, la hembra en cada
nédulo fue cuidadosamente retirada del nodulo. Las diferencias proteicas fueron abundantes,
especialmente en la interaccién compatible (linea CA336.14.3.0 inoculada con Foc-5 + M. artiellia).
La expresién/represion de algunas proteinas puede ser asociada con la patogénesis/resistencia
(quitinasa clase |, metabolismo secundario, enzimas relacionados con el metabolismo de Especies
Reactivas de Oxigeno (EROs), proteinas de unién a nucledtidos y una proteina R). Algunas
repuestas proteicas fueron las mismas a los tratamientos en ambas lineas de garbanzo, en este
grupo de estudio pueden incluirse a una proteina R y el enzima ascorbato oxidasa. Es importante
enfatizar el bajo nivel de identificacion en este ultimo experimento, probablemente debido a la baja
cantidad de proteina aplicada en los geles o al numero de secuencias depositadas en las bases de
datos del genoma de garbanzo. El otro proteoma estudiado fue el proteoma del apoplasto. El
apoplasto es probablemente el principal medio de interaccion entre el garbanzo y Foc-5. En este

caso, la respuesta fue nula 6 muy débil en toda la raiz (muestreando al comienzo o plena expresion



de sintomas). La hipdtesis de la translocacion de compuestos producidos por el nematodo e
implicados en la rotura de la resistencia fue testada mediante un experimento con “split-root”. La
resistencia no fue superada por la inoculacién de los patdgenos separadamente en ambas partes
radicales de la misma planta. El proteoma del fluido apoplastico en este experimento no mostro
ninguna diferencia entre los diferentes tratamientos.

Similarmente, la expresion de genes relacionados con la respuesta defensiva (ruta
fenilpropanoide y genes seleccionados del estudio protedmico) fue estudiada en diferentes periodos
temporales, asi como en diferentes tejidos. La respuesta de estos genes a los 2 DAI no fue clara ni
concluyente en ambas lineas de garbanzo. A los 4 DAI, la expresién de los genes fenilalanina
amoniaco liasa (PAL), trans-cinnamato 4-monoxigenasa (C4H) y isoflavona reductasa (IFR) fue
inducida en la inoculaciéon con Foc-5 y la inoculacion simultanea de ambos patdégenos en ambas
lineas. Sin embargo, la represién de los genes chalcona sintasa (CHS), isoflavona 2'-hidroxilasa
(I2’H), isoflavona reductasa (IFR) y cyp81D9 en las plantas inoculadas con M. artiellia en
‘CA336.14.3.0 podria tener cierto papel en la respuesta diferencial entre ambas lineas de garbanzo.
El segundo experimento se realizd del mismo modo que el protedmico en las fases mas avanzadas
de la interaccion a los 35-40 DAI, pero en este caso, se observaron pocas diferencias en el
comportamiento de la expresion de genes entre ambas lineas. La expresion de los otros genes
(quitinasa clase | y catalasa) fue muy compleja en los periodos temporales estudiados. La
resistencia no puede estar asociada con la expresion de estos genes; sin embargo, se observa
alguna represion asociada con plantas de ‘CA336.14.3.0' inoculadas con M. artiellia. La
aproximacién mediante la utilizacién de la Microdiseccion por Laser de citoplasmas se realizd en
muestras de raices a los 35-40 DAI, pero el resultado no fue satisfactorio y se deben considerar
como un estudio preliminar. En este caso, la respuesta puede ser influenciada, en cierta manera,

por el largo transporte a Perth (Australia) y la inherente manipulacion producida en la técnica.

Finalmente, para detectar los diferentes mecanismos relacionados con la
pérdida/mantenimiento de la resistencia a FVG cuando las plantas estan co-infectadas por ambos
patdgenos. Las técnicas protedmicas han sido mas apropiadas en periodos mas largos de
muestreo, mientras que los estudios de expresion génica han mostrado ser mas adecuados en
periodos cortos posteriores a las inoculaciones. Probablemente, la posibilidad de amplificacion en
los experimentos de expresion génica ha sido importante en estos resultados. La posibilidad del
escaso crecimiento del hongo infectando la raiz de garbanzo en lineas resistentes o una
concentracion de la respuesta en el cilindro vascular puede explicar la baja respuesta proteica en el

periodo de 4 y 8 DAl y en el fluido apoplastico. La respuesta diferencial tanto proteémica como de
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expresion génica de ambas lineas podrian explicar parcialmente y con las limitaciones de las
aproximaciones estudiadas, la pérdida/mantenimiento de la resistencia a la FVG cuando las plantas

son co-infectadas por ambos patdgenos.
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SUMMARY

Chickpea (Cicer arietinum L.) is affected by more than 50 diseases in diverse parts of the
world. Fusarium wilt of chickpea, caused by Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f. sp. ciceris
(Padwick) Matuo & Sato, is one of the most important diseases and limiting factors of chickpea
production worldwide. The pathogen is an anamorphic fungus which can survive in soil and plant
debris by means of chlamydospores for at least 6 years. Fusarium wilt of chickpea produces yield
losses of up to 10% in India, 10-15% in Spain, and up to 40 % in Tunisia, but total loss of the crop
can occur in years of severe attacks by the disease.

Management of Fusarium wilt of chickpea is mainly based in: advance of sowing time, deep
tilling during summer, seed dressing with commercial protective, systemic or mixtures of fungicides,
solarisation, fungal and bacterial antagonists. However, the most practical and efficient economical
method for controlling Fusarium wilt of chickpea worldwide is the use of resistant cultivars.
Resistance is compromised by the existence of: (i) eight pathogenic races designated as 0, 1A,
1BIC, 2, 3, 4, 5, and 6, which can be classified into two pathotypes, yellowing (races 0 and 1B/C)
and wilting (races 1A through 6), according to the disease syndrome that they induce in the plant and
(ii) interactions from multiple infections of the resistant host genotype by plant-parasitic nematodes,
such as Meloidogyne spp. and particularly the cereal and legume root-knot nematode (Meloidogyne
artiellia), in incompatible combinations resulting in breakdown resistance to F. oxysporum f. sp.
ciceris. Spring-sowing chickpeas are more severely damaged by the nematode than winter-sowing,
because optimal moisture and temperature conditions for nematode development occur soon after
seed germination when plants are more sensitive to nematode infection. However, depending of the
cultivar, the resistance could be maintained despite the co-infection of both pathogens.

The objectives of this Doctoral Dissertation were to determine and analyze the possible
mechanisms related to loss/maintenance of resistance to Fusarim Wilt of chickpea when plants are
co-infected by both pathogens. This study has been conducted in two possible scenarios i) as the
combination of F. oxysporum f. sp. ciceris race 5 (Foc-5), M. artiellia, and the simultaneous
inoculation of both pathogens and ii) a genotype which loss the resistance to Fusarium wilt (line
CA336.14.3.0) and a genotype which maintains the resistance (line ICC14216K) to the co-infection
of both pathogens. For that, two approaches has been used, a broad and non-discriminative
proteomic study and a gene expression study of genes related to the pathogenesis.
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The recognition by codified proteins from the resistance genes must activate the defensive
response to Foc-5. The activated defensive response could be modified or blocked by the parasitism
effects induced by M. artiellia on chickpea plants. With this premise we have tried to find which
aspects are implicated in the defence response comparing the three possible inoculations mentioned
above.

The first block of experiments was related to proteomic studies. Preliminary experiments
showed a dilution response in plants infected only by M. artiellia during the period comprised from 2
to 18 Days After Inoculation (DAI). For this reason, the first study was related to the interaction with
Foc-5 at 4 and 8 DAI. In this study, despite the initial results, the response was weak and complicate
to link with a defence response to Foc-5. However, the constitutive differences between chickpea
lines were abundant, mainly related to defence response, but highly variable in a temporal pattern
and difficult to relate with a specific plant pathogen. Probably due to a dilution response in early
stages (4-8 DAI), the sampling period was delayed to an advanced stage of the pathogen infections
(35-40 DAI) and was focused in minute root-galls induced by the nematode in the treatments with M.
artiellia and both pathogens, and pieces of similar age to the root-galls in the treatments Foc-5 and
control. In preliminary studies, the nematode female included in the root-gall produced protein
contamination in gels, consequently, the female in each gall was carefully removed. Protein
differences were abundant and especially in the compatible interaction (line CA336.14.3.0 inoculated
with Foc- + M. artiellia). Differential protein expression/repression can be associated with the
pathogenesis/resistance [chitinase class |, secondary metabolism, enzymes related to metabolism of
Reactive Oxygen Species (ROS), binding nucleotide proteins, and an R protein]. Some protein
responses were the same to treatments in both chickpea lines. In this group could be included an R
protein and the enzyme ascorbate peroxidase. It is important to emphasize the low identification rate
in this last experiment, probably because of the low protein quantity in the gels or the amount of
chickpea sequences deposited in the databases. The other proteome studied was the root apoplast
proteome. The apoplast is probably the main interaction environment between chickpea and Foc-9.
In this case, the response was null or very weak in whole root (sampling at the beginning or
complete symptoms expression). The hypothesis of substance translocation produced by the
nematode involved in breakdown-resistance was tested by a split-root experiment. The resistance
was not overcome by the pathogen inoculation in separate roots in the same plant. The proteome
apoplast in this experiment did not show any difference between control and treatments.

Similarly, the expression of genes related to the defensive response (Phenylpropanoid
pathway and selected genes from the proteomic study) was studied in different temporal periods, as

well as in different tissues. The genes responses at 2 DAl were not clear and not conclusive in both
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chickpea lines. While at 4 DAI, the expression of Phenylalanine ammonia-lyase (PAL), Trans-
cinnamate 4-monoxygenase (C4H) and Isoflavone reductase (IFR) was induced in Foc-5-inoculation
and simultaneous inoculation with both pathogens in both chickpea lines. However, the repression of
genes Chalcona sintase (CHS), Isoflavona 2’-hydroxylase (I12'H), Isoflavone reductase (IFR) and
Cyp81D9 in line CA336.14.3.0 inoculated with M. artiellia could have some role in the resistance as
differential response between both chickpea lines. The second experiment was conducted in the
same way as the proteomic study at 35-40 DAI, but in this case, few differential responses were
observed between chickpea lines. Gene expression of the other two genes (chitinase class | and
catalase) were highly complex in the studied temporal periods. Resistance could not be associated
with the expression of these genes; however, some gene repression was associated with
CA336.14.3.0 plants inoculated with M. artiellia. Also, an approach using Laser Catapulting
Microdissection (LCM) was conducted in root samples at 35-40 DAI, but the result was not
satisfactory and they must be considered as a preliminary study. This response could be influenced,
in some way, for the long transport to Perth (Australia) and the inherent manipulation to LCM.

Finally, In order to detect differential mechanism in both lines, the proteomic technique has
been more suitable in longer sampling periods, while, gene expression studies were showed better
in shorter times after inoculations. Probably, the amplification possibility in gene expression
experiments has been important in these results. The lower level of fungus infecting the root in
chickpea resistant lines or a response concentration in vascular cylinder could explain the lower
protein response in early sampling period or apoplastic fluid. The differential protein and gene
expression of both lines could be explained partially and with the limitations due to the approaches
used the loss/maintenance of resistance to Fusarium wilt when the plant is co-infected by both

pathogens.
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CAPITULO I: INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1.- LA FUSARIOSIS VASCULAR DEL GARBANZO

1.1.1.- CICER ARIETINUM

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la tercera leguminosa de consumo humano en orden de
importancia, después de la judia (Phaseolus vulgaris L.) y el guisante (Pisum sativum L.) (FAO,
2007). El garbanzo se cultiva en mas de 33 paises del Sur y Oeste de Asia, Norte y Este de Africa,
Sur de Europa, América y Australia (Sing y Saxena, 1996). Espafa es el principal productor de
garbanzo de la Union Europea, con una superficie cultivada de 31.200 ha y 9.600 t de cosecha
media (FAO, 2007). En C. arietinum, existen dos tipos de germoplasma, denominados
respectivamente tipo “desi” (semilla pequefia, angulosa y de color oscuro) y tipo “kabuli” (semilla
grande, redondeada y de color crema). Los garbanzos desi se cultivan principalmente entre los 20°N
y 30°N y consumen preferencialmente en el subcontinente Indio, mientras que los kabuli se cultivan
en latitudes por encima de los 30°N y se consumen sobretodo en la Cuenca Mediterranea y América
(Singh y Saxena, 1996; Singh y Virmani, 1996).

En el cultivo del garbanzo se han descrito mas de 50 enfermedades de diversa etiologia en
diferentes partes del mundo, siendo la Fusariosis Vascular, causada por Fusarium oxysporum
Schlechtend.:Fr. f. sp. ciceris (Padwick) Matuo & K. Sato, y la Rabia, causada por Didymella rabiei
(Kovacheski) v. Arx (anomorfo de Aschochyta rabiei (Pass) Labrousse), las mas limitantes del
rendimiento a nivel mundial (Allen, 1983; Nene et al., 1984; Nene y Reddy, 1987). Ambas
enfermedades son también consideradas como las mas importantes en Espafia (Trapero Casas y
Jiménez Diaz, 1985b; Navas Cortés et al., 1998a, 2000).

1.1.2.- LA FUSARIOSIS VASCULAR DEL GARBANZO

1.1.2.1.- Distribucion geogréfica de la enfermedad

La Fusariosis Vascular es la mas importante entre las comprendidas en el complejo de

enfermedades denominado Marchitez y Podredumbre de la Raiz (MPR) del garbanzo, que origina
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pérdidas severas de cosecha en cultivos en Andalucia (Trapero Casas, 1983) asi como en la
mayoria de los paises cultivadores de esta leguminosa en el Mundo (Hawtin y Chancellor, 1978;
ICRISAT, 1975; 1979; 1980, Allen, 1983).

La Fusariosis Vascular del garbanzo (FVG) ha sido diagnosticada en numerosos paises,
incluyendo Bangladesh, Birmania, Etiopia, India, Méjico, Pakistan, y Siria (Nene et al., 1984), Tunez
(Bouslama, 1980; Halila y Strange, 1996), Chile, Irén, y Sudan (Haware et al., 1986a), Peru
(Echandi, 1970), ex-Unién Soviética (Stepanova, 1971), Malawi (Kannaiayan, 1981), EE.UU.
(California) (Buddenhagen et al., 1988; Philips, 1988), Italia (Frisullo et al., 1989), Israel (Y. Katan,
comunicacion personal), Libano y Turquia (C. Akem, comunicacion personal).

Las pérdidas de rendimiento en las cosechas de garbanzo ocasionadas por la FVG se
estimaron en 10 % en India (Singh y Dahiya, 1973), 10-15 % en Espafa (Trapero Casas y Jiménez
Diaz, 1985a) y hasta 40 % en Tunez (Bouslama, 1980). En algunos casos, los ataques de la
enfermedad pueden llegar a ocasionar la pérdida completa de la cosecha (Halila y Strange, 1996;
Haware y Nene, 1980) (Fig. 1.1).

Figura 1.1.- Parcela de garbanzo severamente afectada por Fusariosis Vascular causada por Fusarium

oxysporum f. sp. ciceris.

1.1.2.2.- Sintomatologia

La sintomatologia de la FVG se caracteriza
por dos sindromes, denominados Marchitez
Vascular y Amarillez Vascular, distinguibles tanto

por los sintomas que los componen como por la
cronologia del desarrollo de los mismos (Trapero
Casas, 1983; Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1985a). Ambos sindromes son consecuencia de la
infeccidn vascular de la planta, en cuyo xilema y médula de la raiz, cuello y tallo se produce una
coloracion castafio oscuro de uso diagnostico.

El sindrome de Amarillez Vascular se caracteriza por la manifestacion lenta de clorosis,
amarillez y necrosis de los foliolos de la hojas inferiores que se continlia posteriormente en las
superiores, en un desarrollo acrépeto, y culmina con la caida de los foliolos necrosados (Fig. 1.2).

Generalmente, en inoculaciones artificiales las plantas no mueren antes de los 40 dias después de
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la siembra en suelo infestado por el patdgeno (Trapero Casas, 1983; Trapero Casas y Jiménez
Diaz, 1985a).

El sindrome de Marchitez VVascular se caracteriza por el desarrollo rapido de flacidez de hojas
en cualquier nivel de la planta, cuyos foliolos adquieren una coloracién verde-grisacea, que se
extiende posteriormente a la planta completa (Fig. 1.2). La flacidez foliar es seguida por la
desecacion y necrosis de los foliolos, peciolos y tallos, que adquieren un color castafio claro, y
finalmente por la muerte de la planta. Los foliolos necrosados suelen quedar adheridos al raquis
(Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1986). El sindrome de Marchitez Vascular se desarrolla con mas
rapidez que el de Amarillez. En inoculaciones artificiales, mediante siembra en suelo infestado por el
patogeno, la muerte de plantas susceptibles ocurre generalmente antes de transcurridos 20 dias
(Trapero Casas, 1983).

INME YA

Marchitez

Figura 1.2.- Sindromes de Amarillez y Marchitez causados por Fusarium oxysporum f. sp ciceris.

El sindrome de la FVG mas comun y tradicionalmente reconocido en diversos paises es la
Marchitez Vascular (Narasimhan, 1929; Raheja y Das, 1957; Van der Maesen, 1972; Nene, 1980),
mientras que la Amarillez Vascular es el sindrome predominante en Andalucia, Castilla y Leén,
Extremadura y Tunez (Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1986; Alcala Jiménez, 1995; Halila y Strange,
1996).

Algunas lineas de garbanzo parcialmente resistentes a la FVG muestran una respuesta a la
infeccién denominada Marchitez Tardia, que se caracteriza por un largo periodo de tiempo desde la
inoculacion hasta la aparicién de los primeros sintomas de la enfermedad (periodo de infeccién),

tras el que se produce un desarrollo normal de ésta (Upadhyaya et al., 1983).
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1.1.2.3.- Variabilidad patogénica de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

Los aislados del patdgeno pueden ser clasificados en patotipos, segun el sindrome de
enfermedad al que dan lugar (Amarillez o Marchitez), y también como razas patogenicas
(denominadas razas 0, 1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5 y 6), de acuerdo con la interaccién diferencial en la
reaccion de enfermedad que originan en un conjunto de lineas o cultivares de garbanzo
diferenciadores (Haware y Nene, 1982a; Jiménez Diaz et al., 1989b; Alcala Jiménez, 1995).
Ademas de patogénicamente, los patotipos de Amarillez y Marchitez pueden ser identificados
mediante marcadores moleculares RAPD-PCR (Kelly et al., 1994), asi como mediante PCR
especifica usando cebadores SCAR derivados de ellos (Kelly et al., 1998). Los aislados de las razas
0 y 1B/C originan el sindrome de Amarillez Vascular y los de las razas 1A, 2, 3, 4, 5y 6 el de
Marchitez Vascular (Alcala Jiménez, 1995, Jiménez-Gasco et al., 2001; Kelly et al., 1994). Las razas
0, 1A, 5 y 6 pueden ser identificadas mediante PCR especifica con cebadores SCAR (Jiménez
Gasco y Jiménez Diaz, 2003). Las ocho razas patogénicas de F. oxysporum f. sp. ciceris tienen
distinta distribucion geografica. Las razas 2, 3 y 4 sdlo han sido descritas en la India hasta ahora
(Haware y Nene, 1982b), mientras que las razas 0, 1B/C, 5 y 6 han sido diagnosticadas
principalmente en la Cuenca Mediterranea y (California) (Estados Unidos) (Halila et al., 1996;
Jiménez Diaz et al., 1993b; Jiménez Gasco, 2001). La raza 1A, a su vez, es la mas extendida y la
mejor estudiada, habiéndose encontrado en la Cuenca Mediterranea, India y California (Jiménez
Gasco, 2001). En Espafa estan presentes las razas 0, 1A, 1B/C, 5 y 6 (Jiménez Diaz, 1994;
Jiménez Diaz, no publicado), siendo las razas 0 y 5 de los patotipos de Amarillez y Marchitez
Vascular, respectivamente, las mas comunes tanto en Andalucia como en el resto del pais. Las raza
5 es la méas virulenta de las identificadas en Espafia (Jiménez Diaz et al., 1989b), mientras que la 0

es la menos virulenta de todas las razas descritas.

1.1.2.4.- Proceso de infeccidn

F. oxysporum f. sp. ciceris es un hongo habitante de raices (i.e., invasor de suelo) necrotrofo
obligado y patogénicamente especializado sobre especies del género Cicer, a las que infecta
vascularmente, y es transmisible en semillas infectadas de C. arietinum, su unico huésped cultivado
(Haware et al., 1978; 1986a; Nene y Haware, 1980). A pesar de su especializacion patogénica, F.
oxysporum f. sp. ciceris puede invadir asintomaticamente raices de otras plantas, tanto leguminosas
como no leguminosas, tales como: guisante (Pisum sativum L.), lenteja (Lens esculenta Moench),

Cajanus cajan (L.) Millsp. (Haware y Nene, 1982a), altramuz blanco (Lupinus albus L.), haba (Vicia
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faba L.), judia (Phaseolus vulgaris L.), meldén (Cucumis melo L.), patata (Solanum tuberosum L.),
remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), cenizo (Chenopodium album L.) y veza (Vicia sativa L.)
(Cabrera de la Colina et al., 1987; Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1985b). Estas plantas no-
huésped proporcionan al patégeno un medio de sobrevivir parasiticamente durante periodos de
tiempo en los que el suelo permanece libre de huésped cultivado. Ademas, F. oxysporum f. sp.
ciceris posee la capacidad de sobrevivir inactivo en el suelo en ausencia de plantas huésped,
mediante clamidosporas (Allen, 1983; Haware et al., 1986b).

F. oxysporum f. sp. ciceris invade las plantulas de garbanzo poco después de la siembra,
durante la germinacion y emergencia, sin necesidad de heridas en los tejidos subterraneos. La
invasion tiene lugar principalmente a través de los cotiledones y por las zonas del hipocotilo y
epicotilo subterraneo préximas a aquéllos, y en menor proporcion por zonas de la raiz principal, a
excepcion del apice radical (Jiménez Diaz et al., 1989a). Los cotiledones son extensamente
invadidos por F. oxysporum f. sp. ciceris, aumentando la masa miceliar en esta zona y
produciendose las hifas especializadas para la penetracion, siendo este tipo de infeccion
coincidente con el observado en guisante (Chi et al., 1964; Nyvall y Haglund, 1972; Virgin y Walker,
1940). Tras la penetracion de la planta, el hongo crece a través del cortex hasta alcanzar el xilema.
La colonizacion vascular se inicia en la raiz y base del tallo, con crecimiento de hifas delgadas que,
posteriormente, se desarrollan en hifas gruesas, irregulares y ramificadas que ocluyen el lumen de
los vasos infectados. Junto con el crecimiento de las hifas, el transporte de microconidias por los
vasos del xilema facilita la colonizacion sistémica del eje de la planta (Jiménez Diaz, 1994; Jiménez
Diaz et al., 1989a). La velocidad y extension de la colonizaciéon de la planta por el patdgeno
dependen de la susceptibilidad del cultivar y la virulencia y densidad de indculo del patégeno (Navas
Cortés et al., 2000), asi como de factores ambientales tales como la temperatura, el pH, el nivel de
humedad, la fertilidad del suelo y la actividad microbiana de éste (Jiménez Diaz, 1994).

La colonizacién vascular de la planta ocurre de forma similar por los aislados de los patotipos
de Amarillez y Marchitez, si bien los primeros invaden la planta mas lentamente y en menor
extension que los segundos. Para ambos tipos de aislados, los sintomas severos caracteristicos se
desarrollan después de la colonizacion intensa y extensa de los haces xilematicos de la raiz y base
del tallo por el hongo, y la distribucién de éste a lo largo del eje de la planta (Jiménez Diaz, 1994;
Jiménez Diaz et al., 1989a). Sin embargo, en las combinaciones raza/cultivar incompatibles no se
observaron estructuras fungicas entre las células de la raiz, pero si se pudo aislar el hongo de la
raiz, principalmente de la zona superior de ésta y de la base del tallo (Basallote Ureba, 1987).
Stevenson et al. (1997) observaron que en combinaciones incompatibles la penetracion de las hifas

del patdgeno ocurria en menor extension que en las compatibles, pero en las interacciones
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incompatibles no se desarrolld una respuesta de muerte celular hipersensible. Tampoco se ha
observado la formacion de gomas vy tilides en las interacciones compatibles e incompatibles de
cultivares de garbanzo con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5, fenémenos que suceden en otros
patosistemas vasculares (Basallote Ureba, 1987).

Investigaciones en patosistemas similares, i.e., F. oxysporum f. sp. lycopersici — tomate,
indican que para que se produzca una infeccidn exitosa se deben regular estrictamente una serie de
procesos (Di Pietro et al., 2003): (1) reconocimiento de las raices, (2) adherencia a la superficie de
la raiz y diferenciacién de las hifas de penetracion, (3) penetracion del cértex de la raiz y
degradacion de barreras fisicas como la endodermis para alcanzar el cilindro vascular, (4)
adaptacién a un ambiente hostil en el interior de la raiz, (5) proliferacion de hifas y produccién de
microconidias en los vasos xilematicos, y (6) secrecion de determinantes de virulencia como
péptidos 6 fitotoxinas. Mientras la planta esté viva, el hongo se mantiene restringido a los tejidos
xilematicos y en algunas células alrededor de estos vasos; una vez muerta, el hongo invade el tejido

parenquimatico y esporula profusamente en la superficie de la planta (Agrios, 2005).

1.1.2.5.- Control de la enfermedad

Las medidas de control de la FVG deben dirigirse a evitar el contacto entre el patdégeno y la
planta, asi como a reducir la cantidad y/o eficiencia del indculo del primero, disminuyendo el nimero
de propagulos en el suelo y/o alterando las condiciones que son favorables para su actividad
patogénica (Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1985b). Por tanto es recomendable evitar la siembra de
garbanzo en suelos donde se haya cultivado antes esta leguminosa, aun en el caso de haberse
detectado niveles bajos de enfermedad en el cultivo precedente (Trapero Casas y Jiménez Diaz,
1985a).

La rotacion de cultivos con plantas no susceptibles no tiene aplicacion practica, salvo que se
hagan rotaciones de larga duracion, porque las clamidosporas del hongo pueden persistir en el
suelo durante al menos 6 afios en ausencia de garbanzo (Haware et al., 1986b).

El adelanto de la fecha de siembra es una medida de lucha efectiva, ya que contribuye a
evitar las altas temperaturas y la baja humedad que favorecen el desarrollo répido de la enfermedad
(Allen, 1983; ICRISAT, 1980; Navas-Cortés et al., 1998a, Padwick y Bhagwagar, 1943). Sin
embargo, la susceptibilidad del cultivar y/o la virulencia de raza del patdgeno predominante en el
suelo (Navas Cortés et al., 1998a; Navas Cortés et al., 2000), la exposicion del cultivo a la Rabia

(Nene y Reddy, 1987), y las infecciones severas por otros hongos patogenos del suelo que
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contribuyen etioldgicamente en el complejo de Muerte de Plantulas (Phytophthora megasperma
Drechs.; Pythium spp), pueden limitar la eficiencia de dicha medida de lucha (Rodriguez Tello,
1994).

Otros métodos utilizados para reducir el inéculo del patdgeno son las labores profundas
durante el periodo estival y la consiguiente eliminacion de restos de garbanzos infectados en el
campo (Haware et al., 1990).

El control de la enfermedad mediante métodos quimicos presenta varios inconvenientes,
debido a la naturaleza de la enfermedad y la limitada rentabilidad econémica del cultivo. Los
tratamientos de semillas infectadas con fungicidas protectores, sistémicos ¢ con mezclas (i.e.,
benomilo+TMTD), incrementan significativamente la emergencia de plantulas y retrasan el
desarrollo de la enfermedad durante las primeras fases de la epidemia en cultivares de garbanzo
moderadamente susceptibles, pero carecen de efectividad en campos altamente infestados
(Jiménez Diaz y Trapero Casas, 1985; Sugha et al., 1995)

La solarizacién del suelo es un método eficiente de control de la enfermedad pues reduce la
cantidad y viabilidad de los propagulos del patdgeno en el suelo al tiempo que aumenta la
mineralizacion del nitrégeno organico del suelo a nitrato, con lo que mejora el crecimiento de la
planta y su rendimiento (Chauhan et al., 1988a; Chauhan et al., 1988b).

Varios estudios muestran la utilidad potencial de diversos antagonistas fingicos y bacterianos
para el control biologico de la enfermedad, tanto individualmente como en combinacién. La propia
solarizacion podria asimismo ejercer efectos en la flora microbiana, aumentando la capacidad
supresora del suelo. Varios mecanismos, no excluyentes entre si, pueden justificar respuestas de
control bioldgico, tales como la antibiosis, la competencia tréfica en suelo rizosférico y no-rizosférico,
la competencia por los sitios de infeccidn y el desarrollo de respuestas de resistencia inducida en el
huésped (Biles y Martin, 1989; Matta, 1989; Alabouvette et al., 2001). Entre los antagonistas
fungicos, hay diversos organismos estudiados como aislados de F. oxysporum y razas no
patogénicas de F. oxysporum f. sp. ciceris (Hervas et al., 1995), también otras especies como
Trichoderma harzianum Rifai (Kaur y Mukhopahyay, 1992; Hervas et al., 1998). En el caso de
antagonistas bacterianos, se han estudiado aislados de Pseudomonas fluorescens y de Bacillus
subtilis (Vidhyasekaran y Muthamilan, 1995; Hervas et al., 1997, 1998; Landa, 1999; Landa et al.,
2001). Los resultados muestran que solo se obtienen protecciones parciales y muy dependientes de
caracteristicas los agentes microbiologicos (ej., densidad de inoculo de antagonista y patdgeno;
eficiencia de colonizacion rizosférica por el antagonista, virulencia del patogeno, etc.), del genotipo
del huésped, principalmente de si presenta resistencia parcial a razas virulentas de F. oxysporum f.

sp. ciceris (Landa, 1999; Landa et al., 2001), y de las condiciones climaticas (Hervas et al., 1998;
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Landa, 1999; Landa et al., 2001). Respecto al mecanismo de accién, la antibiosis parece descartada
(Landa 1999; Landa et al., 2001) siendo posible el aumento de la resistencia mediante la implicacion
de respuestas de resistencia inducida (Cachinero et al., 2002).

La estrategia més practica y econémicamente eficiente para el control de la FVG es la
utilizacién de cultivares resistentes (Nene y Reddy, 1987; Jalali y Chand, 1992). Sin embargo, la
eficiencia de control puede resultar disminuida por la prevalencia de razas patogénicas sobre ellos
en las poblaciones de F. oxysporum f. sp. ciceris en los suelos de cultivo y la posible aparicion futura
de nuevas razas (Haware y Nene, 1982b; Jiménez Diaz et al., 1989b; 1993a). Investigaciones
realizadas por diferentes grupos han llevado al desarrollo en diferentes paises de genotipos de
garbanzo resistentes o tolerantes a la enfermedad (Kumar et al., 1985; Haware, 1990; Jiménez Diaz
et al., 1991; Jiménez Diaz et al., 1993a; Singh y Jiménez Diaz, 1996; Sharma et al., 2005; Pande et
al., 2006); si bien, en la mayoria de los casos las fuentes de resistencia identificadas son raza-
especificas, y operativas solo contra algunas de las razas del patdgeno existentes en las diversas
areas de cultivo (Jiménez Diaz et al., 1989b; Kaiser et al., 1994, Sharma et al., 2005). Ademas, en
muchos casos, el germoplasma resistente a una enfermedad se ha mostrado altamente susceptible
a otras enfermedades importantes del cultivo (Rodriguez Lopez, 2007).

En consecuencia, para el control sostenible de la Fusariosis Vascular del garbanzo en
ambientes mediterrdneos han de combinarse diversas estrategias de lucha como la siembra otofial
con genotipos parcialmente resistentes y el tratamiento de las semillas con agentes de control
biolégico (Landa et al., 2004).

1.1.3.- NEMATODOS NODULADORES DE RAICES

1.1.3.1.- Aspectos generales

Los nematodos noduladores de raices (Meloidogyne spp.), dentro de los cuales se encuentra
Meloidogyne artiellia Franklin, 1961, son los nematodos fitopatégenos mas importantes tanto por su
amplia distribuciéon a nivel mundial como por el elevado numero de plantas susceptibles a su
parasistismo obligado, siendo el garbanzo huésped de algunas especies (ej., Meloidogyne arenaria
(Neal, 1889) Chitwood, 1949; M. artiellia, Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, efc.)
en diversos paises (Sharma et al., 1992; Castillo et al., 2008). Este grupo de nematodos, que se
sitla entre los paréasitos de plantas mas exitosos con mas de 90 especies descritas que infectan

miles de plantas herbaceas y lefiosas (Karssen y Moens, 2006), son dificiles de controlar porque, al
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ocurrir su ciclo vital en el suelo e interior de las raices de las plantas huéspedes, quedan protegidos
por la matriz gelatinosa y el tejido radical, y no existen compuestos quimicos selectivos contra ellos
(Gheysen y Fenoll, 2002).

Los nematodos noduladores completan su ciclo vital en un periodo de tiempo de 1-2 meses,
dependiendo de factores ambientales como la temperatura (Di Vito y Greco, 1988a; Ferris et al.,
1984). Los huevos depositados sobre la superficie de la raiz y contenidos en una matriz proteica
gelatinosa secretada por las glandulas rectales de la hembra sobreviven en el suelo y son indculo
efectivo para iniciar la infeccion de la planta. En condiciones favorables, los juveniles sufren una
primera muda dentro del huevo, pasando de juvenil de primera edad (J1) a juvenil de segunda edad
(J2), y cuando las condiciones de humedad y temperatura son favorables los J2s eclosionan del
huevo (Vanholme et al., 2004). El estado infectivo es el de J2s. Tras la eclosion, los juveniles J2
migran activamente hacia el sistema radical a través del suelo atraidos por exudados radicales. Los
J2s penetran la raiz por la parte cercana y posterior al apice radical, migrando intercelularmente (a
través de la lamina media y cilindro vascular, y sorteando la barrera formada por la endodermis)
hacia la zona de diferenciacion de la raiz, donde inducen los sitios permanentes de alimentacion.
Estos se componen de 5 a 7 células del procambium alrededor de la region labial del nematodo, las
cuales son estimuladas a producir diversos ciclos de mitosis sin citoquinesis, formandose de este
modo células gigantes multinucleadas. Durante este periodo se produce una proliferacion e
hipertrofia de células del cortex y cercanas al periciclo, dando lugar a la formacién de nédulos
alrededor de los sitios de alimentacion. Después de 2 semanas, los juveniles J2s experimentan
rapidamente tres mudas pasando al estado adulto de hembra o macho (Karssen y Moens, 2006). A
pesar de la formaciéon de machos, la reproduccion de muchos de los nematodos noduladores ocurre
mediante partenogénesis.

En los nematodos noduladores, las glandulas subventrales son mas activas durante las fases
de pre-penetracién y penetraciéon de la raiz, con una reduccion de la actividad secretora en
concordancia con la induccién de las células gigantes (Endo, 1987), cuando simultaneamente se
produce un aumento de la actividad de la glandula dorsal (Bird, 1983). Para completar su ciclo, los
nematodos endoparasitos sedentarios (incluyendo, Meloidogyne spp., Globodera spp., Heterodera
spp., etc.) dependen enteramente del éxito de la induccién y mantenimiento de los sitios
especializados de alimentacion. En los nematodos noduladores, los sitios de alimentacion estan
compuestos por varias células gigantes caracterizadas por contener varios nucleos hipertroficos,
pequefias vacuolas, y una gran proliferacion de reticulo endoplasmatico liso, ribosomas,
mitocondrias y plastidios. Las células gigantes son anélogas a las células vegetales de transferencia

(Pate y Gunning, 1972); la pared celular adyacente al xilema aumenta de grosor formando
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invaginaciones alineadas con la membrana plasmatica (Jones, 1972), lo cual facilita el transporte de
agua del xilema a la célula gigante (Gheysen y Fenoll, 2002). Estudios histopatolégicos
demuestraron que el tamafio de los nddulos y el nimero de nucleos inducidos en las células
gigantes dependen de la especie de nematodo, mientras que su numero y tamafio parece estar
relacionado con la planta huésped (Vovlas et al., 2005).

De las especies descritas en el género Meloidogyne, solo cuatro han sido asociadas al cultivo
del garbanzo: M. arenaria, M. incognita (Kofoid y White, 1919) Chitwood, 1949, M. javanica y M.
artiellia (Sikora et al., 2005; Castillo et al., 2008). La sintomatologia de la infeccion por estos
nematodos se caracteriza por la formacion de nodulos o agallas en el sistema radical, que son
claramente visibles en las infecciones por M. arenaria, M. incognita o M. javanica (Vovlas et al.,
2005). Sin embargo, en las infecciones de raices de garbanzo por M. artiellia los nédulos son de
pequefo tamafio y dificiles de observar a simple vista (Vovlas et al., 2005). En la parte aérea de la
planta de garbanzo, los sintomas que originan las infecciones por nematodos noduladores,
similarmente a lo que ocurre con la gran mayoria de nematodos fitoparasitos radicales, son bastante
inespecificos: amarillez, falta de crecimiento y un menor nimero de flores y vainas (Nath et al.,
1979; Srivastava et al., 1974; Tiyagi y Alam, 1986).

1.1.3.2.- Meloidogyne artiellia

Meloidogyne artiellia es un nematodo endoparasito sedentario obligado que se reproduce en
diversos cereales, cruciferas y leguminosas, por lo que comunmente se le conoce como el
nematodo nodulador o formador de agallas de cereales (excepto avena y maiz) y leguminosas
(excepto caupi, lenteja, lupino y soja) (Di Vito et al., 1985; Davis y Venette, 2004; Sikora et al.,
2005). Como es propio del género Meloidogyne, en M. artiellia existe un marcado dimorfismo
sexual, lo que da lugar a que machos y hembras presenten caracteres morfologicos muy diferentes
(machos vermiformes y hembras piriformes), diferencias que se establecen durante el desarrollo
post-embrionario.

El ciclo biologico de M. artiellia comprende los estados de huevo, J2, J3, J4 y adultos (machos
y hembras), siendo, como ya se ha indicado, los juveniles de segunda edad el unico estado
infectivo. Las temperaturas optimas para el desarrollo de la especie estan entre 15-25 °C, siendo
desfavorables para su desarrollo e infeccion temperaturas superiores a 30 °C (Di Vito y Greco,
1988a). Una vez completados los diferentes estadios juveniles, las hembras inmaduras continian
alimentandose hasta llegar a la madurez, cuando adquieren aspecto piriforme y producen masas de

300-500 huevos, completandose de esta manera una generacion del nematodo (Hernandez
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Fernéndez et al., 2005). La produccion potencial de huevos por la hembra de M. artiellia es influida
significativamente por el genotipo del huésped y por el origen geogréfico de la poblacion del
nematodo (Hernéndez Fernandez et al., 2005); mientras que el ciclo del nematodo es fuertemente

influido por la temperatura del suelo.

1.1.3.3.- Distribucion geografica de Meloidogyne artiellia

M. artielia se ha citado en parte de Europa, Africa, y Asia (Davis y Venette, 2004),
asociandose en general con climas secos y moderadamente templados. M. artiellia origina severas
pérdidas de cosecha de trigo en Grecia (Kyrou, 1969), de garbanzo en Espafia (Varo Alcala et al.,
1970; Tobar Jiménez, 1973; Castillo et al., 1996), ltalia (Greco, 1984) y Siria (Greco et al., 1984;
Mamluk et al., 1983), y de veza en Siria (Mamluk et al., 1983), aunque geograficamente se
encuentra distribuido en otros paises de la Cuenca Mediterranea como Argelia, Marruecos, Francia,
Tunez, Turquia, etc. (Di Vito et al., 1994a, 1994b).

En Espafia se han citado infecciones por M. artiellia en cultivos de garbanzo en Carmona
(Sevilla) (Castillo et al., 1996) y en varias localidades de la comarca de Alhama (Granada) (Castillo,
datos no publicados; Tobar Jiménez, 1973). Asimismo, en esta comarca de Alhama y en varias
localidades de la campifia de Cérdoba y Sevilla se han encontrado infestaciones de campos en
barbecho, e infecciones en otros cultivos como cebada, trigo y varias leguminosas (Castillo, datos
no publicados; Palomares Rius, datos no publicados; Talavera y Tobar Jiménez, 1997; Tobar
Jiménez, 1973).

1.1.3.4.- Sintomatologia

La parte aérea de la planta de garbanzo atacada no presenta sintomas especificos o
diagndsticos, mostrando entre otros, clorosis y falta de crecimiento. Las vainas son pequefias, sin
semillas y en escaso numero, habiéndose también demostrado un efecto adverso en el contenido
de proteina de la semilla, relacionado quizas con una baja eficiencia de la fijacion de nitrégeno o
una disrupcion del transporte de savia bruta en presencia del nematodo (Castillo et al., 2008). Los
nddulos radicales producidos por M. artiellia son muy pequefios y dificiles de apreciar, siendo las
grandes masas de huevos que los recubren el Unico sintoma visible de la infeccién por el nematodo.

M. artiellia llega a causar la pérdida total de la cosecha de garbanzo en campos altamente
infestados (Di Vito y Greco, 1988b), como puede ocurrir cuando el garbanzo es cultivado en rotacion

con trigo que también es susceptible a M. artiellia, favoreciendo un incremento del inoculo del
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nematodo en el suelo. En la Cuenca Mediterranea, el cultivo de garbanzo més severamente
afectado corresponde al de ciclo corto de siembra en primavera (Marzo-Junio), debido a que las
condiciones 6ptimas de humedad y temperatura para el nematodo ocurren justo después de la
germinacion de la semilla, cuando las plantas son mas susceptibles a la infeccion. Asi, densidades
de indculo de 1 huevo+J2/cm? de suelo pueden causar importantes pérdidas de cosecha (Di Vito y
Greco, 1988b). En siembras de invierno (Diciembre-Junio), el cultivo resulta menos perjudicado, ya
que las condiciones dptimas para el desarrollo de M. artiellia coinciden con estados de desarrollo de
la planta posteriores a la emergencia, cuando éstas son mas tolerantes al ataque del nematodo. En
este caso, son necesarios 8 huevos+J2/cm3 de suelo para causar el mismo efecto que en la
siembra de primavera (Di Vito y Greco, 1988b). El limite de tolerancia, a partir del cual se ha
demostrado un perjuicio apreciable en el crecimiento y produccion del garbanzo es de 0,14

huevos/cm? de suelo en condiciones de campo.

1.1.3.5.- Ciclo vital y supervivencia

M. artiellia sobrevive los periodos secos y calurosos mediante huevos, que pueden persistir
en el suelo durante 2-3 afios protegidos en las masas gelatinosas en las que son deposistados por
la hembra, o posiblemente mediante el estado anhidrobiotico de los J2s. Debido a su amplia gama
de huéspedes, M. artiellia no necesita mecanismos especiales de persistencia que permitan
mantener las poblaciones viables durante largos periodos de tiempo. La anhidrobiosis se define
como un estado transitorio de inactividad por parte del nematodo, donde éste aparece enroscado y
con un metabolismo reducido al minimo, del que solo sale cuando las condiciones ambientales
vuelven a ser favorables. Este mecanismo es muy comun en otros géneros de nematodos
(Demeure et al., 1979 a; b), aunque entre los noduladores sélo ha sido demostrado en M. javanica
(Towson y Apt, 1983). Sin embargo, a pesar de los anteriores mecanismos de persistencia, se ha
comprobado que la densidad de poblacién de M. artiellia disminuye considerablemente después de
la cosecha de su huésped y durante el periodo estival (Di Vito y Greco, 1988b). En ocasiones, la
coincidencia de una combinacién de factores como lluvias insuficientes y elevadas temperaturas en
la primavera origina un desarrollo insuficiente del sistema radical que limita la emergencia e
infeccion de los J2s. El nematodo parece estar adaptado a una gran variedad de tipos de suelo,
incluyendo aquéllos que contienen 30-40% de arcilla (Di Vito y Greco, 1988b).
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1.1.4.- INTERACCIONES DE NEMATODOS FITOPARASITOS CON HONGOS
PATOGENOS DEL SUELO

Los nematodos fitoparasitos pueden influir en la actuacidn de otros organismos fitopatégenos
del suelo y el papel que juegan en la interaccién con otros fitopatdgenos es diferente en funcion de
los distintos tipos de parasitismo que aquéllos desarrollan. Dichos nematodos inducen cambios
fisiolégicos, bioquimicos y estructurales en la planta, que pueden ser minimos como en el caso de
nematodos ectoparasitos, 0 extensos y complejos como en el caso de nematodos endoparasitos
sedentarios (gj., Meloidogyne spp. y Heterodera spp.). Atkinson demostr6 estas interacciones en
1892, al comprobar que la infeccion por Meloidogyne spp. incrementaba la severidad de la
Marchitez causada por F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Atk.) W. C. Zinder & H. N. Hans en algodén
(Atkinson, 1892). Mas tarde, otros investigadores demostrarian que los nematodos fitoparasitos
también interaccionan con virus y bacterias (Bergenson, 1972; Dmowska, 1982; Khan, 1993;
Lamberti y Roca, 1987; Powell, 1971), dando lugar a complejo de enfermedades o a variaciones en
las respuestas de la planta a la infeccion.

En algunos casos, las interacciones entre nematodos fitoparasitos y hongos fitopatégenos
pueden llegar a ocasionar la pérdida del cultivo, siendo por tanto importante el conocimiento de los
mecanismos implicados para desarrollar estrategias de control efectivas. En la mayoria de los
casos, el papel de los nematodos no es esencial para la infeccién y establecimiento de los hongos,
aunque si puede alterar la incidencia y severidad de las enfermedades causadas por éstos (Mai y
Abawi, 1987). Aunque inicialmente se sugiri6 que el papel del nematodo era mas de tipo mecanico,
ocasionando lesiones en la planta que facilitarian fisicamente la invasion de ésta por el hongo,
distintos estudios indicaron que el mecanismo es mas complejo, implicando en muchos casos
interacciones de tipo bioldgico, mas que de tipo fisico (Roy et al., 1989; Starr et al., 1989). Asi, por
ejemplo, la penetracién de juveniles de M. incognita produjo heridas en las raices de algodén que,
sin embargo, no favorecieron la invasion de éstas por F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Perry, 1963;
Starr et al., 1989). Los cambios estructurales y fisiologicos de la planta huésped causados por el
nematodo pueden proporcionar al hongo un substrato mas favorable o hacer ineficaces los
mecanismos de defensa contra él (Taylor, 1990). Asimismo, la induccién de cambios en los
exudados de las raices del huésped por el nematodo puede determinar una modificaciéon de la
poblacion de microorganismos de la rizosfera que repercuta sobre la subsiguiente infeccion por el
hongo, como se ha observado con un incremento de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder
& Hans y un decrecimiento de especies de actinomicetos en la rizosfera de tomate infectado por M.
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javanica, siendo ésta otra posible forma de sinergismo entre ambos patdgenos (Bergeson et al.,
1970).

Aunque las interacciones referidas dependen principalmente de los organismos implicados
(Jackson y Milton, 1968), otros factores, como la temperatura, densidad de indculo de ambos
patdgenos, secuencia de inoculaciones, etc., pueden tener gran importancia en el desarrollo de
aquéllas. Como ejemplo de esto, Abawi y Baker (1984) demostraron que en tomate no se producia
interaccidén entre M. incognita y F. oxysporum f. sp. lycopersici a niveles bajos de densidad de
indculo para ambos patdgenos (independientemente de la capacidad de resistencia/susceptibilidad
de la planta al nematodo), aunque con densidades de inoculo elevadas (5 x 10° nematodos/planta)
o altas temperaturas (30-35 °C), la infeccién por M. incognita incrementaba significativamente la
severidad de la Marchitez causada por el hongo.

La interaccion de nematodos y hongos fitopatégenos puede desarrollarse segun diversos

escenarios, como se describe en los siguientes apartados.

1.1.4.1.- Antagonismo

En ciertos casos, la interaccion entre hongos y nematodos fitopatdgenos tiene un efecto
antagonista, siendo el perjuicio menor cuando ambos patogenos infectan la planta simultaneamente
que cuando lo hacen por separado. Esto se observa, por ejemplo, en la infecciéon conjunta de
remolacha por Heterodera schachtii Schmidt y F. oxysporum f. sp. betae Stewart (Jorgenson, 1970).
En otros casos, es uno de los patdgenos el que dificulta la infeccion del otro, como en el caso de
raices de tomate infectadas por F. oxysporum f. sp. lycopersici 6 F. solani (Mart.) Sacc., que
originaron una disminucion de la poblacién y nodulacién de M. incognita (Qadri y Saleh, 1990); o en
sentido contrario, la infeccién de judia por M. incognita, que protegio a la planta contra el ataque de
Rhizoctonia solani Kiihn (Costa Manso y Huang, 1986).

La secuencia de inoculacion por los dos patogenos también puede influir sobre el resultado de
la interaccion entre ambos, como en el caso de R. solani y Heterodera cajani Koshy en caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp), donde el antagonismo observado cuando la planta era inoculada
simultdaneamente con ambos patdégenos desaparecia cuando la planta se inoculd primero con H.
cajani y después con R. solani (Walia y Gupta, 1986).

Entre los mecanismos que pueden explicar este tipo de interacciones estan la competencia
por puntos de infeccion en la raiz, la disminucion de nutrientes, la produccion por el hongo de
compuestos nematicidas o productos toxicos para el nematodo con efecto letal o limitante de su

reproduccion, y por ultimo la reduccion en el crecimiento y reproduccion del hongo en los tejidos
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infectados por el nematodo. También, la elicitacion por parte de un patdgeno de la respuesta
defensiva de la planta contra el otro posible agente patdgeno, podria explicar estas relaciones de

antagonismo.

1.1.4.2.- Sinergismo

En otras combinaciones hongo-nematodo, la interacciéon entre ambos microrganismos ha
dado lugar a un efecto sinérgico en la.planta. En estos casos, la coinfeccion de la planta por ambos
patdgenos origina mayor severidad de los sintomas en comparacion con la ocasionada por cada
agente individualmente (Siddigi y Husain, 1992). Diferentes estudios han demostrado que dicho
efecto se mantiene ain cuando ambas infecciones se produzcan en sitios separados de la planta, lo
que indicaria que otros mecanismos distintos de los de tipo fisico, o adicionales a éstos, estan
implicados en la respuesta. Asi, en experimentos de ‘split roots’, en los que raices distintas de una
planta de caupi (Cajanus cajan (L.) Mill.) se inocularon con Meloidogyne spp. y Fusarium udum
Butler, pudo demostrarse que el efecto sinérgico se mantenia a pesar de la separacion de los
agentes fitopatdgenos interactuantes (Marley y Hillocks, 1996). Varios mecanismos pueden explicar
este sinergismo, como la produccion por parte del nematodo de un factor translocable o sistémico,
la atraccion hacia las raices del hongo o del nematodo por los cambios producidos en la rizosfera,
cambios fisioldgicos producidos por el hongo o el nematodo en el huésped, y la disminucién de la

resistencia de la planta a uno de los patdgenos causada por la infeccién del otro.

1.1.4.3.- Anulacion de la resistencia raza-especifica

Este tipo de respuesta se ha estudiado sobre todo en interacciones entre formas especiales
de F. oxysporum causantes de Fusariosis Vasculares y Meloidogyne spp., debido a la significacion
economica de las enfermedades producidas por dichos hongos y la importancia que la utilizacién de
cultivares resistentes tiene en el control de ellas. Es por ello que la anulacién de la resistencia raza-
especifica por la posible coinfecciéon de la planta por nematodos fitoparasitos constituye una
amenaza potencial muy importante para la estrategia de lucha contra numerosas Fusariosis
Vasculares.

El primer ejemplo de este tipo de respuesta fue estudiado en la interaccion entre F.
oxysporum f. sp. vasinfectum y Meloidogyne spp. en algoddn (Atkinson, 1892). Posteriormente ha
sido documentada en otros patosistemas correspondientes a diversas plantas, como caupi (Harris y
Ferris, 1991a; b; c), tomate (Sidhu y Webster, 1977), y judia (France y Abawi, 1994), etc.
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La produccién por los nematodos noduladores y los formadores de quistes del enzima
corismato mutasa (Lambert et al., 1999; Bekal et al., 2003; Gao et al., 2003; Jones et al., 2003;
Huang et al., 2005; Long et al., 2006) podria tener un papel fundamental en el fenémeno de
anulacion de resistencia, al redirigir hacia el desarrollo de los sitios de alimentacion metabolitos
potencialmente defensivos de la planta y/o esenciales para su fisiologia (los productos derivados del
corismato originan acido salicilico y un gran numero de metabolitos secundarios, ademas de los
aminoacidos aromaticos y la fitohormona acido indol acético). No obstante, otros varios mecanismos
pueden estar implicados en la pérdida de la resistencia a otros patdgenos, tal y como se

especificara en los siguientes apartados.

1.2.- MECANISMOS MOLECULARES DE LA INTERACCION PLANTA-PATOGENO

1.2.1.- CONCEPTO DE ENFERMEDAD EN PLANTAS

Segun el concepto de enfermedad acufiado por Roberts y Boothroyd (1984), ésta resulta de
‘una serie de procesos fisiologicos perjudiciales originados por la interaccion continua de la planta
con un agente causal primario, que se manifiestan en sus tejidos y 6rganos por respuestas
patoldgicas caracteristicas llamadas sintomas”. El agente causal primario puede ser de naturaleza
bidtica y el agente se denomina patégeno (plantas parésitas, nematodos, hongos, bacterias,
espiroplasmas y fitoplasmas, virus y viroides), o abibtica (factores medioambientales como
temperatura, luz, humedad, etc, nutricionales y quimicos), en cuyo caso algunos autores la
denominan fisiopatias o desérdenes fisiologicos. La causa de una enfermedad en plantas es de
naturaleza multicomponente y en su forma mas simple incluye las interacciones entre el agente, la
planta y el ambiente bidtico y abidtico mediadas por los atributos de ellos. En las enfermedades de
origen biotico, son atributos dominantes en dicha interaccion la virulencia y densidad de indculo del
patdgeno (agente causal bidtico), y la susceptibilidad de la planta; cuya interaccién es modulada por
la duracion y favorabilidad del ambiente bidtico y abiotico. Mientras que la resistencia es el atributo
genéticamente regulado de la planta, que le permite restringir el crecimiento y/o la reproduccion del
patdgeno en ella y, consecuentemente, el desarrollo de la enfermedad que éste le puede ocasionar
(Jiménez-Diaz, 1992).
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1.2.2.- RESPUESTA DE LAS PLANTAS FRENTE A AGENTES FITOPATOGENOS
BIOTICOS

En la naturaleza, las enfermedades de plantas causadas por patégenos son la excepcion si
se tiene en cuenta la gran cantidad de microorganismos que comparten nichos ecolégicos y
establecen contacto con aquéllas y el escaso numero de enfermedades que se producen (Agrios,
2005). Las plantas al ser organismos fijados en el suelo dependen exclusivamente de la defensa
para evadirse de sus patdgenos potenciales. En consecuencia cuentan con una gran cantidad de
mecanismos de percepcion de posibles patégenos y de proteccion frente a los mismos, lo que da
pie a la expresién de muy variadas formas de resistencia.

En concreto, a grandes rasgos, se pueden observar distintos tipos de resistencia:

a) Resistencia no-huésped 06 bésica, que es la que presenta una especie vegetal frente a los

microorganismos no patogénicos o a los patdgenos de otras especies. Es una forma muy
efectiva de resistencia basada en mecanismos defensivos preformados de la planta y en
mecanismos inducidos, al menos de defensa basal.

b) Resistencia huésped 0 resistencia de cultivar, en este caso aun establecida la

compatibilidad basica por los patégenos con la planta, algunos genotipos de la planta
huésped (cultivares) pueden poseer resistencia, que es operativa contra componentes de la
especie microbiana a la cual la especie vegetal es susceptible. Dentro de esta resistencia hay
dos sub-tipos:

- Resistencia raza-especifica mediada por genes R y Avr, 0 resistencia gen-a-gen, en el
que la resistencia de un cultivar puede interaccionar diferencialmente con genotipos de la
especie patégena, que se denominan razas patdgenicas, pero no contra todas. Esta
respuesta se desencadena por el reconocimiento (bien directo o indirecto) mutuo entre los
productos de los genes R de la planta y de los genes del patdgeno que determinan su
incapacidad de causar enfermedad en ella (genes de no-patogenicidad o ‘avirulencia’) (Avr).
Los genes R son genes mendelianos, mayores, por lo que la resistencia que codifican se
denomina mono u oligogénica. Esta resistencia es de fenotipo claramente discernible, en
muchos casos asociado con la respuesta de muerte celular hipersensible, pero puede ser
poco duradera y ser superada por el desarrollo de razas del agente patogénicas sobre los
genes R.

- Resistencia raza no-especifica, en este caso, la resistencia puede operar de forma

generalizada contra todas las razas patogenicas conocidas de la especie patdgena.
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c) Resistencia sistémica, que es la que se desarrolla en un tejido sano tras: 1) el
reconocimiento localizado de un patdégeno, desencadenante de resistencia mediada por
proteinas R o de defensa basal, en un tejido aéreo distal de la planta; o 2) la interaccion de

las raices de la planta con microorganismos beneficiosos del suelo.

Desde el punto de vista del fenotipo de la resistencia, la capacidad de restringir el crecimiento
ylo la reproduccién del patdgeno en la planta (impidiendo el establecimiento de la relacion parasitica
entre planta y patdgeno) daria lugar a la resistencia completa. Alternativamente, la resistencia
puede no impedir el parasitismo, pero actuar limitando la extension con que tiene lugar la
colonizacion y/o la reproduccion del patdégeno en el tejido del huésped, una vez que la infeccién se

ha establecido, denominandose resistencia incompleta 6 parcial.

1.2.3.- RECONOCIMIENTO DEL PATOGENO POR LA PLANTA Y TRANSDUCCION DE
SENALES

1.2.3.1.- El sistema defensivo de las plantas

En las plantas, al igual que ocurre entre los animales, el reconocimiento de lo extrafio 6 “no
propio” es la base de la respuesta defensiva frente a microorganismos potencialmente patogénicos.
En vertebrados, estd muy bien establecido que su defensa inmunitaria frente al ataque de
microorganismos comprende la actuacién de forma concertada de un doble sistema de inmunidad
innata y adquirida o adaptativa. Mientras que el sistema inmune innato radica en el reconocimiento
por receptores (PRRs, de “pattern-recognition receptors”), situados en la superficie celular o
intracelulares, de estructuras moleculares generales y bastante conservadas de los patégenos (las
denominadas PAMPs, de “pathogen-associated molecular patterns”), el de inmunidad adquirida 6
adaptativa se basa en células moéviles que se desplazan en el sistema circulatorio y que son
capaces de generar mediante recombinacion somatica una gama de receptores patogeno-
especificos. Los conceptos fitopatoldgicos actualmente en uso establecen un comportamiento
relativamente similar de las plantas, pese a carecer éstas de un sistema equivalente al de
inmunidad adquirida animal. La respuesta defensiva de las plantas reside sélo en su sistema de
defensa innata (esto es, basada en receptores preformados codificados genéticamente), aunque
este sistema al basarse en un numero de receptores mucho mayor al del sistema inmunidad innata
animal, ya que puede desarrollar la doble tarea de reconocimiento genérico de no-patdégenos o

microorganismos en general y de reconocimiento especifico de patdgenos o de variantes
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patogénicas de éstos. Se podria, pues, considerar que el sistema unico de respuesta defensiva
innata de las plantas presenta dos ramas, una que trabaja de forma muy similar al sistema de
inmunidad innata animal, reconociendo PAMPs, y la otra que reconoce efectores o factores de
virulencia especificos de los patdgenos y que por ello es capaz, de alguna manera, de suplir la falta
de un sistema como el de inmunidad adquirida animal (Chisholm et al., 2006; Jones y Dangl, 2006).
Mientras que la actuacion de la primera rama origina una respuesta de resistencia basal de
resistencia no-huésped, la de la segunda produce una respuesta generalmente mas robusta de
resistencia raza-especifica, si bien ambas pueden integrar reacciones muy similares, con la
excepcion, tal vez, de la denominada reaccion de muerte celular hipersensible (HR, ver mas
adelante) que suele asociarse solo a eventos de reconocimiento especificos (Hofius et al., 2007;
Livaja et al., 2008).

La primera rama del sistema defensivo innato de las plantas, reconoce una amplia variedad
de patrones moleculares evolutivamente estables asociados a patdgenos o microorganismos en
general (PAMPs; también llamados MAMPs, de “microbe-associated-molecular patterns®) mediante
receptores (PRRs) que normalmente se supone que son extracelulares (de membrana). El
reconocimiento MAMPs:PRRs desencadena una respuesta defensiva basal (Bent y Mackey, 2007),
también llamada PTI (de “PAMPs-triggered immunity”) (Jones y Dangl, 2006). Como determinantes
PAMPs/MAMPs podemos considerar en principio a componentes o motivos estructurales de
proteinas y de polisacaridos parietales microbianos, avalados tanto por investigaciones especificas
recientes [caso de las proteinas bacterianas flagelina y factor de elongacién Tu (EF-Tu)], como por
haber sido reconocidos en la literatura fitopatoldgica a lo largo de més de 30 afios como elicitores
generales de reacciones de defensa de plantas [caso de oligosacaridos (especialmente fragmentos
de B-glucanos y de quitina, dos polisacaridos presentes en la paredes celulares de muchos hongos),
lipidos, péptidos y proteinas] (Ebel y Cosio, 1994; Nirnberger, 1999; Schwessinger y Zipfel, 2008).
Sin embargo, como dentro de los elicitores generales se incluyen no solo sustancias procedentes de
los patdgenos (elicitores exdgenos) sino también de la propia planta (elicitores endégenos) que
resultan en este caso liberadas por el patdgeno [caso, por ejemplo, de oligogalacturénidos
producidos por degradacién parcial de la fraccion péctica de la pared celular vegetal efectuada por
enzimas pectoliticas del patdgeno (Shibuya y Minami, 2001)], se considera que ademas de
MAMPs/PAMPs otros tipos de compuestos que derivan del huésped actian también como
inductores del sistema defensivo innato de las plantas. Estos, al ser patrones moleculares inducidos
por microorganismos, suelen denominarse MIMPs (de "microbe-induced molecular patterns”)
(Mackey y McFall, 2006). Aunque los receptores PRRs, necesarios para el reconocimiento de los

anteriores “determinantes antigénicos” (MAMPs/PAMPs y MIMPs), estdn poco descritos a nivel
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estructural, los datos conocidos apuntan a que mayoritariamente podrian ser proteinas
transmembranales con un dominio enlazante extracelular de tipo LRR (de “leucine-rich repeat”,
repeticiones ricas en leucina) y que o bien poseen un dominio citoplasmico sefializador de quinasa
(receptores RLKs, de “receptor-like kinases”) o carecen del mismo (receptotes RLPs, de “receptor-
like proteins”) (Bent y Mackey, 2007; Zipfel, 2008).

La respuesta PTI o de resistencia basal, junto con la dotacion de defensas quimicas vy
estructurales preformadas (constitutivas), proporcionan a las plantas un fondo de proteccion frente a
sus patogenos especificos al tiempo que constituyen los principales mecanismos determinantes de
la resistencia no-huésped (no obstante, algunos tipos de resistencia no-huésped, que cursan
desarrollando una reaccion de muerte celular hipersensible 6 HR, podrian implicar ademas formas
mas especificas de reconocimiento de los patdgenos, muy similares a las que se producen en la
resistencia gen-a-gen; Mysore y Ryu, 2004). La diversidad de MAMPs/PAMPs y MIMPs capaces de
actuar como determinantes “antigénicos” de la respuesta PTI explicaria, entre otros factores, el
caracter cuantitativo, generalizado e inespecifico de la resistencia no-huésped. Conceptualmente, la
estabilidad de este tipo de resistencia podria justificarse por ser consecuencia de varias capas
sucesivas de mecanismos de proteccion, que comprenden tanto barreras constitutivas como
inducibles (NUrnberger y Lipka, 2005).

La segunda rama del sistema defensivo de las plantas se basa en la produccién de diversas
clases de proteinas receptoras altamente polimorficas, pero con estructuras bastante conservadas,
capaces de reconocer bien directa ¢ indirectamente a determinantes proteicos especificos de los
patdgenos. Tales proteinas receptoras, aunque podrian también incluirse en el grupo de PRRs, se
suelen referir, en base a la nomenclatura desarrollada en relacion con la clase més estudiada de
resistencia raza especifica (la resistencia gen-a-gen), como proteinas de resistencia (proteinas R),
siendo dentro de la teoria general de la resistencia gen-a-gen los productos de los correspondientes
genes R. Los determinantes proteicos especificamente reconocidos por las proteinas R suelen
denominarse a su vez, también de acuerdo con dicha teoria, como proteinas o factores de
avirulencia (Avr) al considerarse productos de los respectivos genes Avr de los patdgenos.

Se admite que la supresion de la respuesta PTI de la planta huésped por una especie
microbiana (o por una forma specialis fungica ¢ patovar bacteriano) es el suceso que instaura para
ésta un estado de compatibilidad basica que la convierte en un patdgeno especifico. Esta
adaptacion patogenica, fruto de la interaccion evolutiva de las plantas con sus patdgenos
potenciales, parece ser consecuencia de la produccion por parte de los microorganismos de
efectores o factores de virulencia especificos que inducen una respuesta también especifica de
susceptibilidad (a la que se denomina ETS, de “effector-triggered susceptibility”) en la planta al
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suprimir la expresion de sus mecanismos de defensa basal (Ma y Guttman, 2008). Estos efectores
pueden ser definidos como moléculas derivadas del patdgeno que promueven su virulencia
interactuando con el huésped, sin tener ninguna funcion en el crecimiento y desarrollo microbiano
(Bent y Mackey, 2007). Cada patdégeno parece secretar decenas de efectores, tal como puede
deducirse del elevado numero de efectores de tipo Il (entre 20 y 100, dependiendo de la especie y
aislado) que introducen las bacterias fitopatdgenas en las células de sus huéspedes (Cunnac et al.,
2004; Lindeberg et al., 2006). La respuesta evolutiva de defensa de las plantas ante sus patégenos
especificos (supresores de la respuesta de PTI), es el reconocimiento via proteinas R de algunos de
los efectores de virulencia secretados por aquellos (que de esta forma actian como factores de
avirulencia) y producir una respuesta amplificada y robusta de resistencia que se suele denominar
de “inmunidad activada por efectores” (ETI, de “effector-triggered immunity” (Tameling y Takken,
2007). En ambos casos, las respuestas PTIl y ETI son cualitativamente bastante similares, si bien
esta ultima es generalmente mas intensa y podria incluir de forma exclusiva a reacciones HR o de
muerte celular hipersensible (Jones y Dangl, 2006).

Los microorganismos patégenos pueden readaptarse a la nueva presion de seleccion ejercida
por el reconocimiento de algunos de sus efectores, mediante la eliminacion o cambio de
conformacion de éstos, con lo que se establece un 2° estado de ETS que lleva nuevamente a una
infeccidn exitosa aunque, en algunos casos, con una cierta merma de virulencia (Bent y Mackey,
2007). Las plantas, a su vez, pueden adaptarse a la nueva situacién mediante reconocimiento del
agente causal (nuevo efector) y establecimiento de una nueva respuesta de ETI. De acuerdo con el
modelo en zig-zag propuesto por Jones y Dangl (2006), la actuacién del sistema inmune de las
plantas, como consecuencia de la coevolucion de éstas con sus patégenos potenciales, pasa por
una fase inicial de PTI, desencadenada por el reconocimiento de MAMPs/PAMPs (6 MIMPs) por
PRRs, y alternativas fases de ETS y ETI desencadenadas las primeras por efectores de virulencia
del patogeno y las segundas por el reconocimiento directo ¢ (mas bien) indirecto de algunos de
estos efectores (que se convierten asi en factores de avirulencia) por receptores (generalmente)
intracelulares (proteinas R). Los genes que definen efectores reconocidos por determinados genes
R se denominan genes de avirulencia y suelen ser mantenidos porque dan cierto aumento del poder
de patogenicidad en las lineas susceptibles. Un ejemplo de este tipo de genes puede ser el que
codifica a una proteina de bajo peso molecular rica en cisteina secretada por Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici, la cual es necesaria para el reconocimiento del patdgeno por el gen I-3 de
resistencia en plantas de tomate (Rep et al., 2004).

Los efectores de virulencia mejor conocidos son los denominados de tipo lll, entre los que la

proteina harpina (harpin) constituye uno de los ejemplos mas representativos. Estos efectores, que
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son producidos por una serie de bacterias fitopatogenas Gram-negativas, reciben su nombre del
sistema de secrecion que éstas utilizan para inyectarlos en el citoplasma de las células del huésped
(Block et al., 2008). Respecto a los efectores de hongos es bastante poco lo que se conoce, con la
excepcion de los de tipo RXLR de oomicetos (Birch et al., 2008). Las proteinas R de las plantas,
capaces de reconocer a efectores de los patdgenos y desarrollar asi una respuesta de ETI, son en
su mayoria proteinas intracelulares de tipo NB-LRR, esto es, con dominios LRR y con un sitio NB
(de “nucleotide-binding”). Se conocen dos grandes grupos de tales proteinas, las TIR-NB-LRR y las
CC-NB-LRR, segun contengan hacia el extremo N-terminal dominios adicionales TIR (dominio con
homologia a los receptores Toll de Drosophila y de Interleukina-1 de humanos) 6 CC (de “coiled-
coil’, o espiral enrollada), respectivamente. Existen, sin embargo, otras familias de proteinas R si
bien por el momento minoritarias, como las de RLKs y RLPs (proteinas transmembranales similares
a los dos tipos mejor conocidos de PRRs), las constituidas sélo por dominios citosélicos (unico o en
tandem) de quinasas, las que contienen un dominio citosélico CC anclado a la membrana
plasmatica, 0 las que contienen un dominio extracelular LRR (como RLKs y RLPs) y dominios
citosolicos PEST (para degradacion de proteinas) y RME (de endocitosis mediada por receptor)
(McDowell y Woffenden, 2003). El reconocimiento de efectores por proteinas R se admite que
puede ser bien directo, anélogo al de los PAMPs/MAMPs por los PRRs, 6 indirecto, via la deteccion
por proteinas R de la degradacion o modificacion de proteinas del huésped que son diana de la
accion de los factores de virulencia (hipétesis “guard”, segun la cual las proteinas R vigilan la
integridad de las proteinas diana de las proteinas de avirulencia de los patdégenos (Van der Biezen'y
Jones, 1998). Que el reconocimiento sea de uno u otro tipo puede influir de forma importante en la

durabilidad de la resistencia conferida por un particular gen R (Bent y Mackey, 2007).

En resumen, el reconocimiento de los patogenos por el sistema defensivo de las plantas
parece mediado por dos grandes grupos de receptores, el primero que reconoceria a estructuras
PAMPs/MAMPs 6 MIMPs, bastante generales y conservadas, con el desencadenamiento de una
respuesta de PTI (de resistencia basal) y el segundo que haria lo propio con efectores de virulencia
(factores de avirulencia) especificos de los patégenos con desarrollo de una respuesta de ETI (de
resistencia especifica, normalmente raza/cultivar-especifica, o de resistencia gen-a-gen). Aunque
las bases que sustentan este modelo vigente de defensa inmune de las plantas a enfermedades son
firmes, debe tenerse presente, no obstante, que las mismas se han obtenido de estudios
relativamente restringidos, por lo que a tipo de patégenos y 6rganos de la planta afectados se
refiere. Asi, la mayor informacion sobre la actuacion del sistema defensivo y sus componentes

moleculares deriva del estudio, en una serie limitada de especies vegetales entre las que
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Arabidopsis thaliana viene ocupando una posicion cada vez mas prominente, de enfermedades
foliares causadas por patgenos biotrofos, en los que la defensa pasa por el rapido desarrollo de
una reaccion de muerte celular hipersensible. Por ello, cabria esperar que los mecanismos

expuestos no agoten la totalidad del espectro defensivo de las plantas.

1.2.3.2.- Desarrollo de la respuesta defensiva de las plantas

La respuesta del sistema inmune se produce mediante la actuacién consecutiva de tres
etapas fundamentales: a) reconocimiento mediado por receptores de los patdégenos, b) subsiguiente
sefializacion intracelular, y c¢) ejecucion de la respuesta defensiva. En general, las etapas a) y b) son
las que han recibido mayor atencién por lo que son las mejor conocidas a nivel de mecanismos
moleculares subyacentes, mientras que la etapa c) esta bastante poco conocida a este nivel

mecanistico.

-Reconocimiento de los patégenos (etapa a)

Como se ha descrito en la seccion precedente, éste se produce mediante una serie de
proteinas receptoras (PRRs y proteinas R) que en su mayoria contienen dominios LRRs a los que
en general se les asigna un papel principal en la especificidad del reconocimiento. Las proteinas
PRRs, tanto RLPs como RLKs, interaccionan directamente con las estructuras a las que reconocen
(PAMPs) en el exterior celular, mientras las proteinas R (al menos las mayoritarias de tipo NB-LRR)
reconocen intracelularmente a sus elicitores especificos (proteinas Avr), lo que hacen bien de forma
directa o indirecta (Stulemeijer y Joosten, 2008).

Sin pretender, en absoluto, presentar una vision ni tan siquiera minimamente aproximada del estado
actual de conocimiento sobre la materia, podriamos indicar que las RLPs, que carecen de un
dominio citoplasmico sefializador, necesitan modificaciones post-traduccionales 6 proteinas
adicionales que se unan a la pequefia parte citoplasmatica de la proteina para mediar las siguientes
respuestas en cadena, mientras que las RLKs utilizan a tal efecto su dominio citoplasmico de
proteina quinasa, mediante procesos de auto-fosforilacion (Stulemeijer y Joosten, 2008).
Finalmente, en el mecanismo de accion de las proteinas NB-LRRs se han propuesto dos posibles
modelos de actuacion parecidos entre si: a) activacion de la funcion mediante unién de ATP/ADP
(“switch function of ATP/ADP binding”) (Takken et al., 2006), y b) similar al anterior pero con dos
modos directo ¢ indirecto de deteccion del patdgeno (De Young e Innes, 2006). En ambos casos, el

dominio LRR del extremo C-terminal actua como principal determinante de la especificidad del
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reconocimiento, el dominio NB actia en el enlace de ATP/ADP y el dominio existente en el extremo
N-terminal (CC o TIR) es el implicado en la sefializacidn intracelular del reconocimiento.

El dominio LRR se cree que puede tener un papel muy importante por su variabilidad en el
reconocimiento, pero hasta la actualidad no se ha observado que ninglin efector se una
directamente a este dominio (Tamelin y Takken, 2007). Sin embargo, si que se ha visto cierta
interaccién con chaperonas que pueden ser requeridas para el apropiado plegamiento de este
dominio (Azevedo et al., 2006), y también se han observado interacciones de este dominio con el
extremo N-terminal de las proteinas NB-LRR (Leister et al., 2005), las cuales pueden ser
importantes en la regulacion de la actividad de las proteinas NB-LRR y con ella, la induccién de la

respuesta defensiva (Tameling y Takken, 2007).

-Transduccion de la sefial y respuesta defensiva (etapas b y ¢)

Tras la percepcion de los patdgenos, una serie diversa de rutas participan en la transduccién
de la sefial de reconocimiento que, en Ultima instancia, culmina con la activacion de factores de
transcripcion y la expresion de genes relacionados con la respuesta defensiva. Las rutas de
sefializacion no son independientes entre si, presentdndose interaccion entre ellas asi como un
cierto grado de confluencia. Incluso ciertas rutas parecen tener una estructura ramificada, de modo
que no todos los estimulos de reconocimiento que se transmiten por una determinada ruta utilicen
exactamente los mismos intermedios (Glazebrook, 2001). Se tiene asi un complejo circuito de
transmisién de sefiales de reconocimiento, de estructura convergente e interactuante, capaz de
conducir sefiales generadas desde distintos puntos de entrada por vias concurrentes que pasan por
un numero reducido de nudos (rutas de sefializacién) y desembocan en un nimero discreto de
salidas (factores de transcripcion) con el despliegue de una respuesta inducida de resistencia. El
sistema combina caracteristicas de generalidad (implicacion no so6lo en respuestas de defensa
frente a todo tipo de patdgenos, sino también de defensa frente a la produccién de heridas y
ataques de herbivoros asi como a estreses abidticos) con otras de especificidad (asi con
Arabidopsis y otras especies se ha evidenciado que mutaciones determinadas comprometen la
resistencia basada en unos genes R pero no en otros, aun cuando ambos tipos de genes utilicen
una misma ruta de sefializacion; Glazebrook, 2001).

Aunque no describiremos en detalle los conocimientos actuales sobre distintas rutas de
sefalizacion, tal como se estan desvelando en numerosos estudios de biologia y genética
molecular, si haremos referencia a que las evidencias implican en tales rutas a los siguientes

elementos o etapas (Stulemeijer y Joosten, 2008):
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-Fosforilacion de proteinas, como consecuencia de la activacion de una gama de protein-
quinasas, entre las que se pueden sefialar como especialmente significativas las cascadas de
protein-quinasas activadas por mitdgeno (MAPKs) y las protein-quinasas dependientes de calcio
(CDPKs).

-Activacion de proteinas G, adenilato ciclasas y fosfolipasas (con formacion de acido
fosfatidico, un importante segundo mensajero).

-Cambios transitorios en la permeabilidad idnica de la membrana plasmatica (activacion de
ATPasas y apertura de canales regulados por nucleétidos ciclicos), determinantes de la entrada de
Cazty H* y salida de K*y CI", con el subsiguiente incremento del calcio citosdlico (otro importante
segundo mensajero que, entre otros efectos, activa a CDPKs) y alcalinizacion del espacio

extracelular.

-Produccién transitoria de EROs (estallido oxidativo), como consecuencia de la activacion de
enzimas apoplasticas (NADPH-oxidasa, otras oxidasas apoplasticas y/o peroxidasas), y de NO
(6xido nitrico). Ambos, EROs y NO, son importantes segundos mensajeros que participan en rutas

especificas de sefializacion.

-Produccion de acidos salicilico (SA) y jasménico (JA) asi como de etileno, todos ellos

implicados en rutas especificas de sefializacion que pueden operar de manera antagonica.

-Produccién de modificaciones postraduccionales (PTMs, de “post-translational modifications®)
de proteinas entre las que, ademés de la ya mencionada reaccién de fosforilacion, se pueden citar
otras varias como ubiquitinacién y sumoilacion, S-nitrosilacién y S-palmitoilacién, N-miristoilacién y
glicosilacion (Stulemeijer y Joosten, 2008).

La respuesta defensiva derivada del proceso de transduccion de la sefial de reconocimiento
es consecuencia de cambios de actividad, como resultado de procesos de PTM, de proteinas pre-
existentes (enzimas, factores de transcripcion) y sobre todo de una reprogramacion transcripcional
derivada de la sintesis, activacién y/o inhibicién de factores de transcripcion (TF, de “transcription
factor"). Aunque son varias las familias de TFs que parecen modular lo que se ha venido en
denominar el transcriptoma defensivo de las plantas (Eulgem, 2005), la presencia en los promotores
de numerosos genes defensivos de Arabidopsis de sitios enlazantes de factores de transcripcion de
tipo WRKY (las denominadas cajas W) ha hecho pensar que esta amplia familia de TFs (en
Arabidopsis la familia WRKY se compone de 74 miembros) desempefia un papel dominante y
central en la regulacion de la defensa vegetal (Eulgem y Somssich, 2007). Dos caracteristicas
importantes de la familia de factores WRKY, que son también compartidas por algunas de las otras

familias de TFs implicadas en la defensa, son la alta redundancia funcional entre algunos de sus
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miembros y el contener representantes capaces de realizar cometidos antagdnicos de activacion o
represion de la transcripcion. En relacién con este segundo aspecto, cada vez se hace mas evidente
que la inactivacion de factores WRKY que reprimen reacciones de defensa constituye un
mecanismo clave de induccidn de ciertas respuestas del sistema inmune de plantas (Eulgem y
Somssich, 2007).

Que la respuesta de defensa de las plantas esté también sometida a elementos de control
negativo parece l6gico, ya que debe resultar ventajoso limitar su expresion, que energéticamente es
costosa, solo a situaciones en las que realmente resulte necesaria. Algunos de estos elementos de
control negativo han podido conocerse del estudio de mutantes que expresan constitutivamente
determinadas reacciones defensivas, en especial la de HR (los denominados mutantes miméticos
de lesion, "lesion mimic mutants"). Uno de estos elementos de control es LSD1, cuya supresion
genera mutantes Isd1 de Arabidopsis que experimentan respuestas generalizadas de HR. LSD1 es
una proteina con dominios de dedos de zinc, al igual que los TFs de tipo WRKY, y que actta como
regulador negativo de respuestas celulares relacionadas con la produccion de EROs, como es el
caso de la HR (Dietrich et al., 1997). Otra clase de reguladores negativos o supresores de
reacciones de defensa, que actan de manera menos directa sobre la transcripcion que TFs o
efectores como LSD1, es la de las proteinas MLO. La supresion de este tipo de proteinas en cebada
origina mutantes mlo que muestran induccion espontanea de HR y resistencia estable frente a Oidio
que ha podido aprovecharse industrialmente. Las proteinas MLO se localizan en la membrana
plasmatica donde interaccionan por su extremo C-terminal con la CDPK calmodulina, por lo que su
actuacion, como reguladores negativos de la activacion de la HR, parece requerir sefializacion
mediada por Ca2* (Kim et al., 2002).

Pese a que el sistema defensivo de las plantas es estatico y por tanto cada célula debe
solventar su propia defensa, la interaccion que se da localizadamente con un patégeno genera
sefiales que pueden sensibilizar tejidos sanos distales de cara a su defensa frente a un ataque
posterior de ese mismo u otro patdgeno. Se trata del fenémeno de resistencia o inmunidad
sistémica, que en plantas se manifiesta con al menos una doble apariencia. La primera y mejor
caracterizada es la denominada resistencia sistémica adquirida (SAR, de "systemic acquired
resistance"), que es un estado de resistencia, a un amplio espectro de enfermedades y
relativamente persistente en el tiempo, que se establece tras la infeccién compatible o incompatible
de tejidos de una planta por patégenos que provocan sintomas de necrosis. La segunda, que recibio
la denominacion de resistencia sistémica inducida (ISR, de "induced systemic resistance"), es
también un estado de resistencia de larga duracion, a una amplio espectro de patdgenos e incluso
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también a insectos herbivoros, que adquieren las plantas tras la interaccién de sus raices con
microorganismos no-patogénicos del suelo, como por ejemplo rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (Van Loon et al., 1998). Parece claro que tanto en SAR como en ISR se debe
producir una generacion de sefiales en el sitio de infeccion que se emiten y son percibidas a larga
distancia por los tejidos sanos (transmisidn sistémica) donde se induce una subsiguiente respuesta
de resistencia. Respecto a la naturaleza de la sefial, nada se sabe en el caso de ISR mientras que
en el de SAR lo que esta mejor establecido es que la misma no es SA; como alternativas no
excluyentes (la sefial podria ser multiple), se han propuesto el salicilato de metilo, ciertos
compuestos lipidicos (entre ellos algunos posibles derivados del JA), péptidos y NO, entre otras
(Vlot et al., 2008). Existen diferencias nitidas entre SAR e ISR respecto al despliegue de defensas
en los tejidos y a las rutas de sefializacién participantes. En relacion con el despliegue de defensas,
éste siempre se produce, independientemente de que se de 0 no la infeccion secundaria (infeccion
provocada por indculo del patogeno producido en las primeras infecciones en la planta), en SAR (de
hecho la acumulacién sistémica de PR-1, que como veremos mas adelante en el apartado 2.4 es
una tipica proteina PR, suele ser la forma mas habitual de evidenciar experimentalmente la
induccion de SAR), mientras que en ISR puede no darse respuesta defensiva alguna hasta que se
produzca la infeccidn secundaria, momento en que se despliega de manera mucho mas rapida y/o
potente que en los controles no sometidos a ISR (efecto de sensibilizacion, ¢ "priming", del tejido
sistémico para potenciar su defensa). Aunque el desarrollo de reacciones de defensa puede acabar
siendo muy similar en ISR y SAR, y en ambos casos este despliegue defensivo parece estar
controlado por un regulador transcripcional comdn, NPR1, constituye una diferencia esencial que
mientras en SAR dicho despliegue es dependiente de la ruta de sefalizacion del SA, en ISR lo es
de las rutas de sefalizaciéon de JA y/o etileno (Van Loon, 2007). De acuerdo con la aparente
especificidad que presentan las rutas anteriores respecto al tipo de patégenos para el que resultan
efectivas (Glazebrook, 2005), algunos casos como en diversas ff. spp. de Fusarium oxysporum
resultan restringidos tanto por SAR como por ISR, mientras que otros solo o son bien por ISR (caso

de hongos necrotrofos facultativos como Botrytis cinerea) o por SAR (caso de algunos virus).

Como se ha indicado, el resultado de la sefializacion es una reprogramacion transcripcional
que afecta a la expresion de un amplio espectro de mecanismos inducibles de defensa. No
obstante, como se estd revelando por estudios de transcriptomica y protedmica, dicha
reprogramacion va mucho mas alla de la séla afectacién de reacciones catalogadas como de
defensa, tal como queda bien patente de estudios con Arabidopsis que han llegado a concluir que

hasta un 25% de genes responden a la infeccién por patdgeno alterando sus niveles de
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transcripcion (Eulgem, 2005). El ultimo dato anterior es buen indicativo de la complejidad de la
respuesta defensiva de las plantas y, por tanto, de la necesidad de hacer uso de cara a su estudio

de técnicas ampliamente informativas, como son las ""6micas".

1.2.4.- MECANISMOS DE DEFENSA DE LA PLANTA

1.2.4.1.- Mecanismos constitutivos
Se pueden diferenciar tres tipos de mecanismos de defensa constitutivos, la defensa debida a
la carencia de factores esenciales, las defensas estructurales y las defensas quimicas preexistentes

en la planta (Agrios, 2005).

A) Defensa debida a carencia de factores esenciales, como podria ser la ausencia en el

huésped de las dianas epecificas de las toxinas producidas por el patdgeno o de elementos

nutritivos necesarios para éste.

B) Defensas estructurales preexistentes, entre las que se pueden incluir la cantidad y

composicion de la cera y cuticula que cubre las células epidérmicas, la estructura de la pared de
tales células, el tamafio, localizacion y forma de los estomas y lenticelas, y la presencia de tejidos

con gruesas paredes celulares que dificultan la progresion del patégeno.

C) Defensas quimicas preexistentes, entre las que se incluyen tanto a compuestos con

actividad antimicrobiana per se, caso por ejemplo de las saponinas (Papadopoulou et al., 1999),
como a precursores inmediatos de compuestos antimicrobianos (caso de glucosidos cianogénicos,
glucosinolatos o precursores de fitoalexinas). El término “fitoanticipina” se ha propuesto para
distinguir estos compuestos antimicrobianos preformados de las fitoalexinas, que son también
compuestos antibiéticos que se originan tras la infeccion, pero a partir de precursores metabolicos
remotos (VanEtten et al., 1994). Igualmente, constituyen importantes defensas preformadas una
gama amplisima de proteinas/péptidos antimicrobianos (Garcia-Olmedo et al., 1998; Veronese et
al., 2003), aunque, como éstos actuan ademas como defensas inducibles, se trataran més adelante
dentro de las denominadas proteinas relacionadas con la patogénesis. Algo similar ocurre con

ciertos inhibidores enzimaticos, que también se describiran dentro de las defensas inducibles.
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1.2.4.2.- Mecanismos inducibles

A) Reaccion de muerte celular hipersensible (Hypersensitive response, HR), 0 necrosis
rapida y localizada de las células vegetales en el sitio de infeccion, en la que un numero variable
(generalmente reducido) de células del huésped que han establecido contacto directo con el
patdgeno mueren, al tiempo que se produce una detencién del crecimiento y desarrollo de aquél
dentro de la planta (Dangl et al., 1996). La muerte celular es un proceso activo que requiere
trascripcion y sintesis de proteinas y se piensa que ocurre a través de una muerte celular
programada (“programmed cell death, PCD), en algunos aspectos similar a la apoptosis de las
células animales (Levine et al., 1996; Desikan et al., 1998; Heath, 1998). Asi, aunque las plantas
carecen de caspasas, cistein-proteasas similares (metacaspasas) parecen desempefiar un papel
esencial en la activacion y ejecucion de al menos ciertos eventos de PCD en plantas similar al que
efectiian las caspasas de animales (Bozhkov et al., 2005).

La respuesta HR es bastante comln particularmente en la resistencia raza-especifica en
enfermedades causadas por patégenos biotrofos obligados. Aunque generalmente se asocia al
reconocimiento de factores de avirulencia por proteinas R, més que al de PAMPs por PRRs, la
reaccion HR también se observa en numerosos casos (no en todos) de resistencia no-huésped, lo
cual podria apuntar a que esta forma de resistencia puede a veces incluir no solo respuestas de
resistencia basal sino, también, respuestas derivadas del reconocimiento de efectores de los
patégenos fungicos obligados, virus, bacterias y nematodos (Mysore y Ryu, 2004). Todos los
compuestos de sefializacién y rutas desarrolladas durante la respuesta defensiva son utilizados

posteriormente para el desarrollo de una resistencia adquirida localizada 6 sistémica.

B) Reacciones que modifican y fortalecen la matriz extracelular:

-Formacion de geles y tilides (i.e., invaginaciones de la membrana plasmatica y citoplasma
de las células parenquimaticas anexas al xilema hacia el interior de los vasos de éste): Las tilides
poseen paredes celulésicas y pueden, en algunos casos, llegar a obturar el vaso. Se suelen
producir en muchas plantas bajo condiciones de estrés y durante la invasion xilematica de ciertos
patogenos (Agrios, 2005).

En algunos casos, las plantas también suelen producir varios tipos de gomas alrededor de las
lesiones posteriores a la infeccion, cuyo posible papel, como ocurre con las tilides, es la contencion

del crecimiento de los patogenos en la proximidad del punto de invasiéon. En este caso, la
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deposicion de gomas se suele realizar en los espacios intercelulares y entre células alrededor del

sitio de infeccidn, formando una barrera impenetrable (Agrios, 2005)

-Formacion de capas de corcho: La infeccion por hongos, bacterias, e incluso algunos virus
y nematodos fitopatdgenos, frecuentemente induce en la planta la formacion de varias capas de
corcho posteriores al punto de infeccién, aparentemente como resultado de la estimulaciéon de
células del huésped por la secrecion de substancias por el patégeno. La funcién de estas capas de
suberina es, por una parte, aislar la dispersion de posibles substancias toxicas que pueda secretar
el patbgeno y, por otra, restringir el acceso de éste al agua y nutrientes de los tejidos sanos (Agrios,
2005).

-Formacién de zonas de abscisién: Suele ocurrir en hojas jéovenes en crecimiento activo
tras la infeccion por diversos hongos, bacterias ¢ virus. La zona de abscision suele formarse entre
dos capas circulares de células foliares rodeando al punto de infeccion, disolviéndose la ldmina
media entre estas dos capas en toda la seccion de la hoja y produciéndose gradualmente una

muerte celular del tejido aislado, que se separa del resto y con él el patdgeno (Agrios, 2005).

-Sintesis de nuevo material polisacarido de la pared, como el R-glucano callosa, y su
integracion en estructuras heterogéneas (papilas) que se depositan en los puntos de penetracion
(Heath, 1980; Ebrahim-Nesbat et al., 1989; Bayles et al., 1990; Stadnick y Buchenauer, 1999).

-Sintesis de proteinas parietales, tales como las glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
(HRGPs) (Showalter et al., 1985; Showalter, 1993), y su deposicion en el interior de la pared por
efecto de reacciones de entrecruzamiento oxidativo (Bradley et al., 1992; Brisson et al., 1994; Otte y
Barz, 2000).

-Deposicion de acidos cinamicos y/o sintesis y deposicién de lignina y otros polimeros
fendlicos (Matern y Kneusel, 1988; Moerschbacher et al., 1990; Nicholson y Hammerschmidt,
1992).

Muchas de las reacciones anteriores implican etapas oxidativas con participacion de

peroxidasas y H.O, del apoplasto (Espelie et al., 1986; Moerschbacher, 1992; Olson y Varner, 1993;
Milosevic y Slusarenko, 1996)
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C) Reacciones con presunta actividad antimicrobiana.

-Induccién de la ruta fenilpropanoide, que origina precursores para la formacion de, entre
otros, el acido salicilico [SA, molécula sefializadora implicada en el desarrollo de la HR y respuestas
de resistencia local (LAR) y SAR; aunque SA puede originarse tambien a partir de precursores
previos a la ruta fenilpropanoide, como los &cidos corismico e isocorismico (Wildermuth et al.,
2001)], las fitoalexinas de tipo isoflavonoide y cumarinico y los sillares monoméricos de la lignina
(Hahlbrock y Scheel, 1989; Dixon y Paiva, 1995a, 1995b; Dixon et al., 2002).

-Induccioén de la actividad lipoxigenasa, que actua sobre acidos grasos poliinsaturados
formando peroxidos lipidicos, capaces de provocar la destruccion de membranas y muerte celular
(Keppler y Novacky, 1986) y de ser precursores biosintéticos de moléculas sefializadoras, como el
acido jasmonico (JA) y oxilipinas (Blee, 1998; Farmer et al., 1998).

-Produccion de fitoalexinas, 6 metabolitos secundarios de naturaleza antimicrobiana,
que se sintetizan “de novo”, rapida y localizadamente, asociada con la invasidn por el patogeno en
interacciones incompatibles y estimulos relacionados (Barz et al., 1990; Smith, 1996;
Hammerschimdt, 1999).

-Sintesis de proteinas relacionadas con la patogénesis (proteinas PR o PRPs), este
término fue introducido en 1980 para designar a proteinas (0 péptidos) que, codificadas por la planta
huésped, resultaban inducidas exclusivamente bajo condiciones fitopatogénicas 6 situaciones
similares (Antoniw et al., 1980), incluyendo también ataques por insectos fitéfagos. Esta definicidn,
que dejaba fuera del grupo de PRPs a proteinas constitutivas que resultan inducidas en respuesta a
patdgenos o a proteinas inducidas bajo situaciones de estrés abidtico, ha ido perdiendo rigidez, de
manera que, expresa o tacitamente, se han ido incluyendo en el grupo a nuevos miembros cada vez
mas en base a su caracter inducible en respuesta a situaciones fitopatogénicas que a la
exclusividad de la induccion en tales situaciones. Asi Van Loon, uno de los mas sefialados pioneros
de la investigacion en el ambito de las PRPs, ha introducido el termino de proteinas inducibles
relacionadas con la patogénesis (“inducible defence-related proteins”) para incluir a proteinas que
estan a niveles casi indetectables en tejidos sanos y para las que se ha observado un incremento
(induccién) de su contenido en los tejidos infectados por patégenos.

La induccién de proteinas PR bajo condiciones fitopatoldgicas, sugiere, pero no prueba, un

papel de estas proteinas en la defensa de la planta (van Loon, 1990). En general, se considera que
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constituyen un mecanismo de defensa, que impide o limita la dispersidn del patégeno en la planta.
Sin embargo, al igual que ocurre con otras reacciones de defensa (caso, por ejemplo, de la sintesis
de fitoalexinas), son mas bien escasas las evidencias a favor de la contribucién de PRPs como
determinantes de casos concretos de resistencia.

Las proteinas PR se pueden clasificar en diversas familias de acuerdo a similaridades en su
secuencia, relaciones serolégicas y/o actividades enzimaticas 6 biologicas. Actualmente hay
descritas 17 familias, desde PR-1 a PR-17 (Tabla 1), a cuyos miembros se asignan letras de
acuerdo al orden con que fueron descritos (Ferreira et al., 2007). Muchas de las proteinas PR son
de funcién desconocida, aunque para otras si han podido establecerse en bioensayos que poseen
actividades antimicrobianas, en apoyo de su supesto papel en la defensa de las plantas.

En un rapido repaso indicariamos que la familia PR-1, posiblemente la mas importante de
acuerdo con la cuantia de su induccion, es de funcién desconocida aunque existen evidencias de
que algunos de sus miembros incrementan la resistencia de plantas frente a hongos, oomicetos y
bacterias (Van Loon et al., 2006). Tampoco es conocida la funcion de PR-17, la Ultima familia de
PRPs introducida hasta la fecha (Christiensen et al., 2002). La mayoria de las restantes familias de
PRPs comparten con PR-1 su efecto antimicrobiano (especialmente antifingico, pero también
antibacteriano, insecticida, nematicida e incluso antiviral), que en general se ha asociado a sus
actividades bioldgicas como: 1) enzimas hidroliticas, caso de actividades $-1,3-grlucanasa (PR-2),
quitinasa (PR-3, PR-4, PR-8 y PR-11), proteasa (PR-7) o ribonucleasa (PR-10); 2) enzimas
oxidativas implicadas en la lignificacion, por su actividad peroxidasa (PR-9), o en la formacién de
ROS, por su actividad oxalato-oxidasa (PR-15) o por su relacion con enzimas de este tipo (PR-16);
3) inhibidores enzimaticos, como es el caso de PR-6, que muestra actividad inhibidora de
proteinasa; y 4) agentes permeabilizantes de membrana, como es el caso de las osmotinas y
proteinas de tipo thaumatina (PR-5), las defensinas (PR-12), las tioninas (PR-13) y las proteinas de
tranferencia de lipidos (PR-14). El sinergismo entre algunas proteinas PR es bastante frecuente,
como es buen ejemplo la potenciacion de actividad antifingica in vitro mostrada cuando quitinasas y

B-1,3-glucanasas actuan conjuntamente (Theis y Stahl, 2004).
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TABLA 1.1.- Familias de proteinas relacionadas con la patogénesis

Rango de masa

Familia Miembro tipo Propiedades bioguimicas molecular (KDa)
PR-1 Tabaco PR-1a Desconocida 15-17
PR-2  Tabaco PR-2 B-1,3-glucanasa 30-41
PR-3 Tabaco P, Q Quitinasa clase |, II, IV, VII 35-46
PR-4 Tabaco R Proteinas de unién a quitina 13-14
PR-5 Tabaco S Tipo thaumatina 16-26
PR-6  Tomate inhibidor | Inhibidor de proteinasas 8-22
PR-7  Tomate Peg Endoproteinasa 69
PR-8 Pepino quitinasa Quitinasa clase Il 30-35
PR-9 Tabaco “peroxidasa

formadora de lignina” Peroxidasa (POC) 50-70
PR-10  Perejil “PR-1" “Tipo ribonucleasa” 18-19
PR-11  Tabaco quitinasa clase V. Quitinasa clase V 40
PR-12  R&bano Rs-AFP3 Defensinas 5
PR-13  Arabidopsis THI-2.1 Thioninas o-7
PR-14  Cebada LTP4 Proteinas transferidoras de lipidos 9
PR-15  Cebada OxOa (germin) Oxalato oxidasas 22-25
PR-16  Cebada OxOLP “‘Oxalate oxidase-like protein” 100 (hexamero)
PR-17  Tabaco PRp27 Desconocida ?

Fuente: Ferreira et al. (2007).

Otra clase de proteinas relacionadas con la defensa es la de proteinas antifingicas (“antifungal

proteins” o AFPs). Las AFPs solapan parcialmente con las PRPs, aunque es un grupo mucho mayor

ya que, por un lado, incluye no sélo a proteinas antimicrobianas de plantas sino también de

microorganismos y de animales (tanto vetebrados como invertebrados) y, por otro, no sélo incluye a

proteinas inducidas especificamente por infeccion de un patdgeno, sino también a proteinas

constitutivas que no necesariamente tengan que experimentar induccion por patégenos. Las

diversas clases de proteinas antifingicas se muestran en la Tabla 2 (Ferreira et al., 2007).

TABLA 1.2.- Clases de proteinas antifungicas.

Caracteristicas mas

Clase . Mecanismo de accion
importantes
Masas moleculares comprendidas

Proteinas PR-1 entre 15-17 KDa. Homologia a la Desconocido

B-Glucanasas

Quitinasas

Proteinas de union
a quitina

superfamilia de proteinas ricas en
cisteina.

Actividad 1,3-B-endoglucanasa

Actividad quitinasa. Masas
moleculares entre 26-43 KDa
Masas moleculares entre 3,1-20
KDa. Proteinas de unién a quitina

Hidrolisis de 1,3-B-glucano, presente
en las paredes celulares fungicas
Rotura de polimeros de quitina de la
pared celular in situ

Unidn a quitina (?)
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Clase

Caracteristicas mas

Mecanismo de accion

importantes
No esta completamente estudiado.
Masa molecular de aprox. 22 :
, . . . Algunas causan cambios en
Proteinas del tipo ~ KDa. Comparten cierta homologia .
) ) o permeabilidad en la pared celular de
thaumatina en la secuencia de aminoacidos
. . hongos, otras se unen a 1,3--glucano
con la proteina thaumatina o
y presentan actividad 1,3-p-glucanasa
. . . La inhibicion del crecimiento fungico
Defensinas Baja masas molecular, proteinas .
. : L es probablemente debida a una
[Tioninas ricas en cisteina . . . .
mecanismo de flujo (salida) de iones
Proteinas del tipo . , , :
o Ejemplo: mungin Desconocido
ciclofilina
Proteinas

inactivadoras de
ribosomas (RIPs)

ARN N-glicosidasas que
despurinan el ARNr

Inactivan los ribosomas fungicos in
vitro y, probablemente in situ

Proteinas
transferidoras de Masas moleculares de ~ 8,7 kDa  Desconocido
lipidos (LTPs)
Inhibidores de Proteinas inhibidoras de .
. Ny Desconocido
proteasas proteasas de serina y cisteina
Otras proteinas Ejemplos: viridin y snakin-1 Desconocida
Péptidos . , , . o
e Péptidos de bajo peso molecular  Diversos mecanismos de accion
antifingicos

Fuente: adaptado de Ferreira et al. (2007)

D) Acumulacion de especies reactivas de oxigeno (EROs: principalmente el anion radical
superoxido, Oz, y el perdxido de hidrégeno, H202) o estallido oxidativo, y de oxido nitrico (NO),
que parecen actuar, bien por separado o conjuntamente (Delledonne et al., 1998; Durner et al.,
1998; Baker y Orlandi, 1995; Lamb y Dixon, 1997; Wojtaszek, 1997; Delledonne et al., 2001, 2002),
como mediadores en el proceso de induccion de diversas respuestas defensivas y, muy
especialmente, de la HR (de forma bastante similar a la accion de los macréfagos durante la
respuesta inmune en animales) y SAR, pero también ejerciendo actividades antimicrobianas
directas (efecto tdxico del H2O2 o del peroxinitrito, producto de reaccién entre NO y O-; participacion
del H20; en procesos de reforzamiento de la pared, etc).

Las plantas estan dotadas de numerosos mecanismos antioxidantes, tanto enzimaticos como no
enzimaticos, que se encargan de mantener los niveles basales de EROs de las células dentro de
unos limites de seguridad. Los mecanismos enziméticos incluyen una amplia gama de enzimas
entre las que cabe destacar a superdxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, catalasa, glutation
peroxidasa y peroxirredoxinas, mientras que los antioxidantes no enzimaticos mas importantes son
el ascorbato y el glutation (Garcia-Limones, 2003). La produccion de EROs en el contexto de la
defensa y otros aspectos de la fisiologia de las plantas es el resultado de la regulacién de tanto

procesos enzimaticos que los originan (reacciones ligadas a la fotosintesis cloroplastica, a la cadena
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respiratoria mitocondrial, al metabolismo oxidativo de peroxisomas y microcuerpos, asi como a
diversas oxidasas de la membrana plasmatica y a oxidasas y peroxidasas apoplasticas) como de los

mecanismos antioxidantes encargados de su eliminacion (Mittler et al., 2004).

1.3.- MECANISMOS EN LA INTERACCION PLANTA - ff. spp. DE FUSARIUM OXYSPORUM

1.3.1.-GENES IMPLICADOS EN EL RECONOCIMIENTO PLANTA- ff. spp. DE FUSARIUM
OXYSPORUM

Como otros organismos multicelulares, los hongos patogénicos de plantas perciben sefiales
del medio en el que se desarrollan a través de receptores celulares, lo que puede traducirse en la
activacion de rutas de transmision que regulan la expresion de genes efectores que estan
directamente involucrados en la patogénesis (Lengeler et al., 2000). La patogenicidad de las ff. spp
de Fusarium oxysporum, como en el caso de la f. sp. lycopsersici, se ve inducida por la presencia de
ciertas moléculas, entre ellas, los sillares monoméricos de la cutina (Roncero et al., 2003),
fitoalexinas (como se ha observado en el caso de F. solani) (Van Etten et al., 1989) y exudados
radicales tanto solubles como volatiles (Agrios, 2005). El pH del suelo también podria condicionar la
expresion de ciertos genes (Pefialva y Arst, 2002). La patogenicidad inducida anteriormente estaria
mediada por procesos de sefializacion llevados a cabo por dos rutas, via MAPK y cAMP-PKA (Di
Pietro et al., 2003; Roncero et al., 2003), una situacién similar a la observada en otros patégenos
fungicos como Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr 6 Ustilago maydis (DC.) Corda (Lengeler
et al., 2000).

Se ha observado la existencia de genes mayores implicados en la resistencia a la Fusariosis
Vascular en tomate (Huang y Lindhout, 1997), mel6n (Brotman et al., 2002) y garbanzo (Benko
Isepon et al., 2003) y la existencia de razas en muchas formas especiales en F. oxysporum, hacen
que la interaccion esté controlada mediante el modelo “gen-a-gen” (Rep et al., 2004).

La resistencia en cultivares de tomate a la Fusariosis Vascular es raza-especifica y controlada
por seis loci. Algunos de estos genes han sido secuenciados, y codifican proteinas de resistencia de
la subclase NBS-LRR (Simons et al., 1998; Hemming et al., 2004; Lim et al., 2006; Ori et al., 1997).
El locus I-2 confiere resistencia completa a la raza 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Simons et
al., 1998), siendo especificamente expresado en los tejidos que rodean los haces xilematicos (Mes

et al., 2000), mientras que los otros loci | solo proporcionan resistencia parcial al patégeno (Sela-
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Buurlage et al., 2001). La resistencia mediada por el gen I-3 parece depender del reconocimiento de
la proteina SIX1 (12 KDa, rica en cisteina, secretada durante la colonizacion del xilema), la cual
pudiera ser la proteina de avirulencia de esta raza (Rep et al., 2002; Rep et al., 2003; Rep et al.,
2004; Rep et al., 2005).

La resistencia a la Fusariosis Vascular en garbanzo es también raza-especifica y esta
gobernada por genes mayores (Sharma et al., 2004; Tullu et al., 1999; Upadhyaya et al., 1983),
siendo la resistencia a las razas de tipo monogénica u oligogénica. La genética de las razas 1B/C y
6 esta todavia sin determinar (Sharma et al., 2004; 2005; Sharma y Muehlbauer, 2007; Tekeoglu et
al., 2000; Tullu et al., 1999). Estudios recientes, usando la linea WR-315, han demostrado que la
resistencia a las razas 1A, 2, 3, 4 y 5 es monogénica (Sharma et al., 2005). A pesar de que no se ha
realizado el mapa génico de los genes de resistencia a la Fusariosis vascular del Garbanzo, si se
han encontrado marcadores que los sitian en dos conjuntos de genes separados en dos diferentes
grupos de ligamiento, el gen de resistencia a la raza 0 se situa en la grupo de ligamiento 5, mientras
que los genes de resistencia que controlan las razas 1A, 2, 3, 4 y 5 estan en el grupo de ligamiento
2 (Sharma y Muehlbauer, 2007).

Los genes de resistencia contra las razas 4 y 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris (foc-4 y foc-5)
estan localizados uno cerca del otro en el mismo grupo de ligamiento (Simon y Muehlbauer, 1997;
Ratnaparkhe et al., 1998); y el conjunto de los genes de resistencia contra las razas 1A y 2 estéan
cerca del locus foc-4 (Simon y Muehlbauer, 1997). Respecto a los marcadores moleculares de las
razas 4 y 5, estos muestran alineamientos significativos con genes relacionados con la patogénesis
localizados en los cromosomas 1y 5 de Arabidopsis thaliana (Benko-Iseppon et al., 2003).

Los progresos en la identificacion de fuentes de resistencia y en el desarrollo de cultivares
resistentes a la FVG han sido significativos en los Ultimos afios. En el ICRISAT (International Crop
Research Institute for the Semi-Arid Tropics), India, hay disponibles lineas de garbanzo, tanto “desi”
como “kabuli” resistentes a la FVG (Haware et al., 1990). Dicha resistencia ha sido incorporada con
éxito a cultivares de alto rendimiento, ej. ICCV 2, ICCV 4 e ICCV 6, procedentes de ICRISAT
(Ghanekar et al., 1990), Surutato 77 y Sonora 80, procedentes de México (Morales, 1986), UC 15y
UC 27, procedentes de California (Buddenhagen y Workneh, 1988), y Andoum 1, precedente de
Tunez (Halila y Harabi, 1990). Mas recientemente, el grupo de Sanidad Vegetal (AGR-136) de la
Universidad de Cordoba y CSIC ha identificado fuentes de resistencia a la FVG en colaboracién con
ICARDA (Internacional Center for Agricultural Research in the Dry Areas) y, a través de un proyecto
Eclair de la U.E. (AGRE CT90-0051), el Departamento de Agronomia y Mejora del CIDA-Cérdoba,
Junta de Andalucia y Koipesol Semillas, S.A., habiendo obtenido germoplasma y lineas avanzadas

(Fe - F7) de garbanzo con resistencia a la FVG. Como resultado de dichos trabajos, se han
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identificado las lineas CA 252-10-1-1M, CA 252 2-1-OM y CA 255-2-5-0M como parcialmente
resistentes (resistencia parcial o incompleta, "late wilting") a la raza 5 de F. oxysporum f.sp. ciceris
(Navas-Cortés et al., 1998b), que es la mas virulenta de las cuatro razas (razas 0, 1, 5 y 6) de este
patdgeno identificadas hasta ahora en Espafia (Jimenez Diaz et al., 1989b). Asimismo, se han
obtenido las lineas CA-336-14-3-3-3-0 y CA334-20-4-2-3, que mostraron resistencia completa a
dicha raza, siendo ademas resistentes a un aislado altamente virulento de D. rabiei (Navas-Cortés
et al., 1998b) y a las razas 0, 1 y 6 de F. oxysporum f.sp. ciceris (Jiménez Diaz, no publicado), para

cuyo desarrrollo se uso la linea “desi” 81001 como fuente de resistencia.

1.3.2.-ENZIMAS DEGRADATIVOS DE LA PARED CELULAR

Durante la penetracion de la raiz y la colonizacién de la planta, las diversas ff. spp. de
Fusarium oxysporum secretan una variedad de enzimas degradadoras de la pared como son:
poligalacturonasas (PGs), pectato liasas (PLs), xilanasas y proteasas, que pueden contribuir a la
infeccion (Beckman, 1987). La regulacion de estos genes puede estar inducida por la presencia de
sustrato y reprimida por glucosa (Di Pietro et al., 2003). Ademas, la actividad in planta de estos
enzimas puede ser controlada por la presencia en el apoplasto, bien de forma constitutiva o
inducible, de proteinas inhibidoras especificas. Entre éstas, merecen ser destacadas las proteinas
inhibidoras de poligalacturonasas (PGIPs), para las cuales se ha propuesto un papel en la respuesta
defensiva de las plantas frente a hongos fitopatdgenos por la doble via de inhibir la actividad PG de
éstos y propiciar la acumulaciéon de oligogalacturonidos activos como inductores (elicitores

enddgenos) de reacciones defensivas (De Lorenzo et al., 2001; De Lorenzo y Ferrari, 2002).

1.3.2.1.- Poligalacturonasas

En F. oxysporum f. sp. ciceris se ha descrito la produccién extracelular in vitro de dos endo-
poligalacturonasas (endo-PGs) y una exo-PG, evidenciandose un comportamiento diferencial de las
razas 0 y 5, ya que mientras la menos virulenta raza 0 excretaba las tres isoformas la mas virulenta
raza 5 solo lo hacia con la exo-PG (Pérez-Artés y Tena, 1990), lo que fue interpretado en términos
de una falta de relacion entre esta actividad y la patogenicidad 6 virulencia (Pérez-Artés et al. 2004).
Sin embargo, el comportamiento in planta difiri6 ya que ambas razas produjeron similarmente una
misma endo-PG en el curso del desarrollo de la infeccion de plantas de garbanzo susceptibles
(Jorge et al., 2006). Un complemento similar de tres poligalacturonasas se ha estudiado en detalle

en F. oxysporum f. sp. lycopersici. PG1, una endo-PG, se ha identificado como la forma mayoritaria
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producida in vitro (Di Pietro y Roncero, 1996), mientras que las otras dos (PG2 y PG3),
caracterizadas ambas como exo-PGs (Di Pietro y Roncero, 1996; Garcia Maceira et al., 1997), sé6lo
se han detectado in planta en el curso de la infeccion de plantas de tomate (Roncero et al., 2003).
Ademas, se han identificado dos genes PG, pg5 y pgx4, que codifican respectivamente a una endo-
PG minoritaria y una exo-PG. Experiencias de sobre-expresion de pgl (Di Pietro y Roncero, 1998) y
de inactivacion dirigida de pg5 (Garcia-Maceira et al., 2001) y pgx4 (Garcia-Maceira et al., 2001), no
han podido evidenciar que las respectivas formas PGs desempefien algun papel en la patogenicidad

0 virulencia.

1.3.2.2.- Pectato liasas

En F. oxysporum f. sp. ciceris se han caracterizado tres isoformas endo-PL, dos de ellas
excretadas in vitro por la raza 5 y la otra por la raza 0 (Pérez-Artés y Tena, 1990), lo que se ha
interpretado como indicacion de un posible papel de esta actividad en la virulencia (Pérez-Artés et
al., 2004). Esta conclusion ha sido apoyada por los resultados de estudios de expresion in planta,
que indicaron una mayor induccion de actividad e isoformas PL en el curso de la infeccién de
plantas de garbanzo con la raza 5, en comparacion con la raza 0 (Jorge et al., 2006). En F.
oxysporum f. sp. lycopersici se ha caracterizado una unica endo-PL cuyo gen codificante, pll, se
activa transcripcionalmente durante el progreso de la Fusariosis Vascular de tomate, si bien la
disrupcion de este gen no causa ningun efecto en la virulencia (Huertas-Gonzalez et al., 1999). Asi
pues, las pectato liasas pueden ser importantes factores de virulencia en Fusarium, aunque la
multiplicidad de isoformas funcionalmente redundantes puede dificultar la obtencion de evidencias

respecto a la implicacién en la patogénesis de enzimas individuales (Di Pietro et al., 2003).

1.3.2.3.-Xilanasas

La completa degradacion de xilanos, dada la heterogénea composicion de éstos, necesita la
actuacion conjunta de diferentes tipos de enzimas, como endo-R-1,4-xilanasas, R-xylosidasas y B-
glucuronidasas (Biely et al., 1997). En F. oxysporum f. sp. lycopersici se han clonado hasta cuatro
genes de endo-xilanasas (xyl2, xyl3, xyl4 y xyl5), aunque mutantes knock-out revelaron que
separadamente ninguno de estos genes contribuia significativamente a la patogenicidad (Di Pietro
et al., 2003). En F. oxysporum f. sp. ciceris se ha detectado y purificado una endo--1,4-xilanasa
extracelular con una masa molecular de 21,6 KDa (Jorge et al., 2005), habiéndose detectado in

planta la produccion en raiz de esta actividad durante el desarrollo de la FVG (Jorge et al., 2006).
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1.3.2.4.-Proteasas

Se ha estudiado la secrecidn de una “subtilase” (gen prtl), con unos niveles de expresion bajos
durante todo el proceso de infeccion de tomate por F. oxysporum f. sp. lycopersici. Sin embargo, la

disrupcién del gen no produjo ningun efecto en la virulencia (Di Pietro et al., 2001).

1.3.3.-RESPUESTA DEFENSIVA DE LAS PLANTAS A LAS ff. spp. DE FUSARIUM
OXYSPORUM

Se pueden observar diversas respuestas defensivas en plantas contra la infeccion por diversas
ff. spp. de F. oxysporum, entre las que destacariamos las siguientes:

1.3.3.1.- Formacién de gomas y tilides

La formacion de gomas vy tilides intenta bloquear el avance de las hifas, considerdndose una
respuesta tipica de plantas a hongos vasculares (Agrios, 2005; Beckman, 1987), si bien la misma se
ha asociado indistintamente con la susceptibilidad 6 resistencia de la planta huésped. Sin embargo,
estudios histologicos con garbanzo infectado por F. oxysporum f. sp. ciceris no mostraron la
presencia de oclusiones de vasos del xilema debidos a tilides, gomas 6 geles (Basallote Ureba,
1987).

1.3.3.2.- Compuestos antifungicos

Estos compuestos pueden ser preformados o inducibles y localizarse tanto intra- como extra-
celularmente, como por ejemplo en el fluido xilematico. Se ha observado un aumento de azufre
elemental hasta niveles fungitoxicos en el fluido xilematico de plantas de tomate infectadas por F.
oxysporum f. sp. lycopersici (Williams et al., 2002). Otro compuesto presente con anterioridad a la
infeccidn por F. oxysporum f. sp. lycopersici es la saponina a-tomatina, la cual aumenta su
concentracion a niveles fungitoxicos en el fluido xilematico de tomate rapidamente después de la
infeccion (Smith y MacHardy, 1982).
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Dentro de este grupo de compuestos, se pueden incluir algunos péptidos como cicerin y arietin,
que han sido estudiados en semillas de garbanzo y presentan actividad antifingica contra F.
oxysporum f. sp. ciceris (Ye et al., 2002).

La cantidad de fenoles totales no se ha encontrado correlacionada con la resistencia a la
Fusariosis Vascular de garbanzo, aunque si se ha podido evidenciar cromatograficamente la
acumulacion en lineas resistentes de algunos compuestos antifigicos que no llegaron a ser
identificados (Khan et al., 2005). En otras Fusariosis Vasculares si se ha observado una induccion
de compuestos fendlicos, como los &cidos p-cumarico, ferulico, vanillico y sinapico en banana
inoculada con F. oxysporum f. sp. cubense (E. F. Smith) W. C. Snyder & H. N. Hansen (De
Ascensao y Dubery, 2003), o los acidos ferulico, caféico y vanillico junto con un compuesto que no
se pudo identificar en tomate inoculado con F. oxysporum f. sp. lycopersici (Panina et al., 2007). Los
compuestos fendlicos, o mas concretamente sus productos de oxidacién, provocan el

oscurecimiento vascular asociado con la Fusariosis Vascular (Mace et al., 1972).

1.3.3.3.- Fitoalexinas

Se ha observado un aumento en los niveles de fitoalexinas en la respuesta defensiva de plantas
a diversas ff. spp. de F. oxysporum. En garbanzo, la infeccion provoca un mayor contenido en
fitoalexinas medicarpina y maackiaina en los exudados radicales de los genotipos resistentes,
pudiendo contribuir esta caracteristica parcialmente a la resistencia (Stevenson, 1995). También se
observaron concentraciones significativamente mas elevadas de estas fitoalexinas de tipo
isoflavonoide tanto en plantas pre- ¢ post- inoculadas resistentes (Stevenson, 1997). La produccién
y excrecion de estas fitoalexinas por garbanzo en respuesta a F. oxysporum no-patogénico y razas
incompatibles de F. oxysporum f. sp. ciceris, puede ser uno de los mecanismos por los que estos

microorganismos actuan como inductores de resistencia frente a la FVG (Cachinero et al., 2002).

1.3.3.4.- Quitinasas

Se ha constatado la induccion de actividad quitinasa asociada tanto a la resistencia especifica
de garbanzo a F. oxysporum f. sp. ciceris como a la resistencia no-huésped frente a aislados no-
patogénicos de F. oxysporum (Cachinero et al., 2002). También se ha observado un maximo de
actividad a los 3 dias posteriores a la inoculacion, debida a dos isoformas del enzima (Saikia et al.,
2005).
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La induccién de quitinasas de la clase Ill como una respuesta temprana de resistencia en el
sistema garbanzo-F. oxysporum f. sp. ciceris (maxima expresion a 2 dias tras la inoculacién, con
caida acusada a 8 dias) ha sido también constatada mediante cDNA-AFLP (Nimbalkar et al., 2006).

1.3.3.5.- B-1,3-glucanasas

Al igual que con las quitinasas, se ha observado que la induccion de actividad 3-1,3-glucanasa
es una reaccion de defensa de garbanzo contra F. oxysporum f. sp. ciceris y aislados no-
patogénicos de F. oxysporum no patogénicos (Cachinero et al., 2002), siendo ésta una respuesta
temprana y que engloba la expresion de varias isoformas (Saikia et al., 2005). La induccion conjunta
de quitinasas y R-1,3-glucanasa parece pertinente, ya que la inhibicién del crecimiento de diversos

hongos por éllas requiere la combinacién de ambas hidrolasas (Saikia et al., 2005).

1.3.3.6.- Especies reactivas de oxigeno

La produccion de peroxidacion lipidica y acumulacion de actividades de enzimas antioxidantes
[caso de ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT), guayacol-peroxidasa (GPX), glutation
reductasa (GR) y superdxido dismutasa (SOD)] y de diamino oxidasa (DAO; un enzima apoplastico
formador de H20,), ha sido estudiada en el curso del desarrollo de reacciones de compatibilidad o
incompatibilidad de garbanzo a la Fusariosis Vascular causada por la raza 5 de F. oxysporum f. sp.
ciceris (Garcia-Limones et al., 2003). La conclusién del trabajo anterior fue que un mayor y/o méas
rapido incremento en el nivel de EROs, como consecuencia bien de la elevacion de su tasa de
produccion (reflejada por el curso de acumulacion de peroxidos lipidicos y de actividad DAO) o del
descenso de la capacidad de destruccion de EROs (reflejado por el curso de actividades APX, CAT,
GPX, GR 'y SOD), puede contribuir a la resistencia a la Fusariosis Vascular del garbanzo. En otros
estudios menos especificos, se ha observado un aumento de la actividad peroxidasa en la
interaccién resistente con razas incompatibles de F. oxysporum f. sp. ciceris y aislados no
patogénicos de F. oxysporum (Cachinero et al., 2002). También se ha observado un aumento de la
expresion génica de ascorbato peroxidasa y de glutatién reductasa asociada tanto a interacciones
compatibles como incompatibles de garbanzo con F. oxysporum f. sp. ciceris, aunque en este caso
no pudieron correlacionarse los niveles de transcripcion con el grado de la reaccion de
susceptibilidad o tolerancia mostrada por una amplia gama de lineas de garbanzo (Cho y
Muehlbauer, 2004).
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1.3.3.7.- Proteinas de la familia plegamiento alpha/beta hidrolasa (“Hydrolase alpha/beta
fold family protein”)

La induccion de este tipo de proteina ha sido constatada, mediante cDNA-AFLP, que se
produce en las fases iniciales (a 2 DAI, con caida a 8 DAI) de la respuesta de resistencia en el

sistema garbanzo-F. oxysporum f. sp. ciceris (Nimbalkar et al., 2006).

1.3.4.- RESPUESTA DE ff. spp. DE FUSARIUM OXYSPORUM ANTE MECANISMOS
DEFENSIVOS DE LA PLANTA

1.3.4.1.- Enzimas degradadoras de compuestos defensivos de la planta

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici puede adaptarse a condiciones de presencia o
acumulacién de compuestos toxicos secretados por las plantas en su defensa como la a-tomatina,
bien modificando el contenido de esteroles de la membrana (Défago et al., 1983) é excretando una
enzima degradadora de tomatina, la tomatinasa (Lairini et al., 1996). Se ha estudiado, en el sistema
F. oxysporum lycopersici — tomate, la importancia de este enzima en la virulencia mediante
mutagénesis del gen Tom1 del hongo, que codifica a una tomatinasa. Los resultados indicaron que
la enzima no es esencial para la patogénesis, pero si es requerida para una virulencia completa en
tomate. Sin embargo, la anterior conclusiéon sobre la relativa esencialidad del enzima no es
concluyente, ya que al haberse observado cuatro genes fungicos adicionales que codifican para
probables tomatinasas, los mutantes tom 1 podrian mantener un nivel suficiente de actividad

tomatinasa para seguir siendo patogénicos (Pareja-Jaime et al., 2008).

1.3.4.2.- Quitina sintasa

Se ha identificado un gen en F. oxysporum f. sp. lycopersici que codifica una quitina sintasa
de clase V (Madrid et al., 2003), cuya supresion por mutagénesis insercional produce una completa
pérdida de virulencia en tomate. Lo anterior indica que la sintesis de quitina es esencial para la
patogénesis, bien porque constituya una respuesta frente a mecanismos activos de la planta, como
la produccién de quitinasas (Iseli et al., 1993) 6 lectinas (Ciopraga et al., 1999), o porque este

enzima participe en otros procesos defensivos esenciales para el hongo (Di Pietro et al., 2003).
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1.3.4.3.- Toxinas

Otro tipo de efectores muy importantes de la severidad de la enfermedad son las toxinas
producidas por el hongo (sensu lato), entre las cuales el acido fusarico ha sido demostrado como un
factor de virulencia (Gaumann, 1957; Kalyanasundaram y Ventaka Ram, 1956). Las especies del
género Fusarium producen complejas mezclas de toxinas, las cuales pueden ser Utiles en otras
funciones como la competencia con otros microorganismos y el dominio de su habitat (Bell et al.,
2003). La toxinas producidas por F. oxysporum incluyen bikaverina, enniatinas, acido fusarico,
lycomarasmina, moniliformina, oxysporona, tricotecenos, zearelonas, y varias naftoquinonas y
antraquinonas (Tatum et al., 1985; Tatum et al., 1987; Baker y Tatum, 1998; Thrane, 1989; Marasas
etal., 1984).

En F. oxysporum f. sp. ciceris se ha estudiado la secrecion de toxinas mediante la extraccion
de compuestos en diversos solventes, entre los cuales el éter de petréleo fue el que produjo una
mayor cantidad de compuestos fitotoxicos, observandose que dos de ellos originaban marchitez y
necrosis en tejido foliar, asi como la reduccion del crecimiento radical en semillas pregerminadas de
garbanzo. (Khan et al., 2004).

1.4.-MECANISMOS EN LA INTERACCION PLANTA-MELOIDOGYNE SPP.

1.4.1.- SITIOS DE ALIMENTACION

1.4.1.1.- Anatomia de las células gigantes

Las células gigantes, como sitios de alimentacion permanente para el nematodo, resultan
transformadas para servir a este fin. El citoplasma es muy denso, conteniendo un gran nimero de
mitocondrias, plastidios y ribosomas, con aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico bien
desarrollados y generalmente organizados en espiral (Jones y Payne, 1978). La vacuola
desaparece y da lugar a muchas pequefias vacuolas. La captacion de nutrientes del sistema
vascular por el nematodo se ve favorecida por invaginaciones de la pared celular en contacto con el
xilema, actuando como células de transferencia (Caillaud et al., 2008). Con todas estas
caracteristicas, son céelulas metabolicamente activas y que actian como células de transferencia en

la alimentacién del nematodo.
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1.4.1.2.- Ontogenia de las células gigantes y nodulo

En este apartado se van a tratar aspectos relacionados con la formacién y evolucion de los
sitios de alimentacion en nematodos noduladores, no incluidos en el apartado 1.3.1.

El nematodo selecciona entre cinco y siete células procambiales para inducir en cada una de
ellas una célula gigante y formar el sitio de alimentacion (Vanholme et al., 2004). El primer signo de
la induccién de las células gigantes es la activacion del ciclo celular, formando células binucleadas
(De Almeida Engler et al., 1999). Las células elegidas son estimuladas a producir diversos ciclos de
mitosis sin citoquinesis, formandose de este modo células gigantes multinucleadas; su expansién se
produce por un crecimiento isotropico y su tamafio final suele estar alrededor de 400 veces el de
una célula vascular.

La fisiologia y anatomia de las células gigantes no es estable a lo largo del tiempo, asi en A.
thaliana se ha observado que las células gigantes presentan un citoplasma denso y multinucleacion
a los 7 dias posteriores a la infeccion (DAl); a los 14 DAI, la sintesis de ADN decrece
considerablemente, pero el nédulo y la célula gigante continuan expandiéndose; y a los 21 DA, la
célula ha alcanzado su maximo tamafio, conteniendo mas de un centenar de nucleos poliploides
(Wiggers et al., 1990). La distribucion de microtibulos y microfilamentos es un factor esencial en la
formacion de las células gigantes; asi el citoesqueleto de actina muestra un gran numero de
orientaciones aleatorias de haces y “filamentos” (Favery et al., 2004; de Almeida Engler et al., 2004,
Jammes et al., 2005), asi también se ha observado la implicacién del citoesqueleto en la mitosis,
con la paralizacién de los fragmoplastos en el huso mitético, crecimiento de la membrana
plasmatica, trafico de vesiculas y la biogénesis de la pared celular; y el bloqueo del citoesqueleto
induce la parada de desarrollo del nematodo (De Almeida Engler et al., 2004). Otro factor importante
es la remodelacién de la pared en la formacion de la célula gigante, favoreciendo el crecimiento
isotrépico coordinada y extenso, viéndose favorecido por la accién de enzimas como endo-R-D-
glucanasas, expansinas y xiloglucano endotransglucosilasas, y la produccion de sutiles cambios en
la red de pectinas embebida dentro de la pared celular, asi también en la expresion 6 represion de
hidrolasas y proteinas estructurales (Jammes et al., 2005; Caillaud et al., 2008). La deposicién de
nuevo material en la pared, junto con la eliminacion en ciertas partes de este material permite un
ensanchamiento de ésta y la formacion de las invaginaciones. No solo los genes mencionados
anteriormente son manipulados por las nematodos en la ontogenia de las células gigantes, sino
varias funciones clave de las plantas son modificadas, como el ciclo celular, comunicacién mediante
hormonas y sintesis de ADN entre otras, con una expresion-represion diferencial de gran cantidad

de genes. A este respecto, estudios recientes de microarrays muestran un total de 3.373 genes
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diferencialmente expresados en nodulos producidos por M. incognita en A. thaliana, observandose
una proporcion muy similar entre genes sobre-expresados y sub-expresados (Jammes et al., 2005).
En este caso, se ha observado que no todos los genes de una misma ruta metaboélica se comportan
de manera similar, produciéndose respuestas diferenciales entre genes de la misma familia, como
ocurre con las acuaporinas (Caillaud et al., 2008).

Para que se produzca una infeccién exitosa de nematodos noduladores se debe dar una
supresion de la respuesta defensiva de la planta. Asi, en los estudios de expresidn génica global en
los nddulos producidos en A. thaliana, el 70 % de los genes implicados en la respuesta defensiva de
la planta fueron reprimidos localmente. La supresion de la respuesta defensiva de la planta incluyo
efectos en genes de resistencia y en genes asociados a la resistencia (PAD4, NHL3), genes
asociados a la respuesta mediada por acido jasménico/etieno (EIN3, ERF1, PR4) y genes
potencialmente asociados con actividad antimicrobiana (Jammes et al., 2005), no observandose
cambios en la expresion de genes relacionados con la ruta del acido salicilico (ICS1, SID1, NPR1,
WHY1, PR5). Entre los factores de transcripcion WRKY, 17 de los 21 genes identificados fueron
reprimidos (Jammes et al., 2005). También se ha determinado que el incremento de la produccion
de EROs en el momento de la invasion por los juveniles (12 horas posteriores a la inoculacién), no
era detectable a los 2 DAI, momento de la formacion de las células gigantes (Melillo et al., 2006).

El papel de las hormonas vegetales parece ser vital en la formacion de las células gigantes y
de los nddulos que las engloban. Los cambios celulares que ocurren en la formacion de células
gigantes, incluyendo endorreduplicacion, mitosis sin citoquinesis, alargamiento celular y formacion
de raices laterales, pueden ser inducidos por la aplicacion de auxinas (Gheysen y Fenoll, 2002). La
induccion de los transportadores de auxinas AUX1 y AtAUX4/LAX3 se ha evidenciado en diferentes
estudios de microarray (Caillaud et al., 2008), habiéndose constatado también incrementos de esta
hormona por la activacién de ciertos promotores como DR5 en A. thaliana (Karczmarek et al., 2004)
y GH3 en Trifolium repens L. (Hutangara et al., 1999). Los nematodos podrian manipular localmente
los niveles de auxinas, interfiriendo en su transporte polar, mediante la induccién de la ruta de los
flavonoides, como se ha descrito también en Rhizobium leguminosarum (Frank) Frank (Hutangara et
al., 1999; Mathesius et al., 1998). Los nematodos secretan en las células gigantes corismato
mutasa, un enzima de la ruta del shikimato y, por tanto, implicado en la sintesis de flavonoides
(Lambert et al., 1999). También podrian afectar a la respuesta auxinica de la planta otros
mecanismos alternativos, como la liberacion de auxinas conjugadas, el incremento de la sensibilidad
celular a auxinas y la posible produccion de compuestos con actividad similar a auxinas (Goverse et
al., 2000). Respecto a otras hormonas, el etileno (Gheysen y Fenoll, 2002) y citoquininas también

pueden estar involucradas en el desarrollo de los sitios de alimentacion. Sobre todo en el caso estas
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ultimas, por su papel en conjuncién con las auxinas en la divisién celular (Laureys et al., 1998;
Valente et al., 1998; Riou-Khamlichi et al., 1999; Zhang et al., 1996). Elevados niveles de
citoquininas, endogenas 6 exdgenas, se correlacionan con la susceptibilidad de las plantas a los
nematodos noduladores, habiéndose observado la produccion de citoquininas biologicamente
activas por Meloidogyne spp. (Bird y Loveys, 1980; Dropkin et al., 1969; Kochba y Samish, 1971;
1972). Sin embargo, sélo algunos componentes de las rutas metabdlicas del acido abcisico (ABA) y
las giberelinas han sido observados en la interaccion de plantas con nematodos, no estando muy
claro el papel de estas fitohormonas en la formacién de las células gigantes (Caillaud et al., 2008).
La proliferacion e hipertrofia de las células del cértex y de células cercanas al periciclo, da lugar a la
formacion de nodulos alrededor de los sitios de alimentacion de los nematodos, siendo una posible
teoria de su ontogenia por la obstruccion del transporte de auxinas en la raiz.

El papel de las hormonas se puede integrar con otras teorias en la formacion de las células
gigantes. En un principio, las hormonas estimularian el ciclo celular y los cambios en la pared, la
amplificacion del genoma implicaria un aumento del metabolismo que, junto con la succién de
contenido citoplasmatico (similar a una situacion de estrés hidrico), provocaria las caracteristicas de
celulas de transferencia. Las hormonas y la succion parcial del contenido citoplasmatico, explicarian
la tendencia a la mitosis en las células gigantes, a diferencia de otras células producidas en otros
sitios de alimentacion por otros nematodos sedentarios, los sincitios, en los que también se produce
una endoreduplicacién del ADN, pero expandiéndose la célula gigante (parasitada por el nematodo)
por la disolucién de paredes celulares anejas a la célula parasitada por el nematodo. Las
caracteristicas similares en la ontogénia de las células gigantes han sido observadas en el
endospermo de maiz, en el que la mitosis tiene una mayor sensibilidad al estrés hidrico
(disminuyendo las divisiones celulares) que la endo-reduplicacién (Setter y Flannigan, 2001). Por las
necesidad hidricas inducidas por la succién parcial del citoplasma por el nematodo en las células
gigantes, se produce un aumento de la sintesis de ATPasas y acuaporinas que pueden paliar en
parte este estrés hidrico, observandose también una mayor turgencia en las células gigantes que en
los sincitios mencionados anteriormente, a pesar que no se ha medido el potencial hidrico en éstas
(Gheysen y Fenoll, 2002). También se observan células gigantes similares en los sitios de
alimentacion inducidos por otros tipos de nematodos, tanto en el caso de otros endoparasitos
sedentarios, como Meloidodera spp. (que inducen una célula gigante uninucleada), como en el de
ectoparasitos migratorios, como Xiphinema spp. y Longidorus spp. (que se alimentan
prolongadamente en los apices radicales, produciendo células gigantes y estructuras similares a los
sitios de alimentacion de los nematodos noduladores, sin penetrar los tejidos de la raiz, siendo el

unico contacto con estas células su largo estilete (Wyss et al., 1988; Griffiths et al., 1984). Aunque
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hay que tener en cuenta el papel de otras proteinas secretadas por el nematodo que pueden
modificar el esquema general anterior.

Sin embargo, a pesar de los posibles mecanismos comunes a todas las especies del género
Meloidogyne, se ha observado mediante estudios histopatoldgicos que el tamafio de los nddulos vy el
numero de ndcleos inducidos en las células gigantes son dependientes de la especie de nematodo
(Figs. 1.3 y 1.4), mientras que el numero y tamafio de las células gigantes parece estar relacionado
con la planta huésped (Vovlas et al., 2005). Estas diferencias estan actualmente poco estudiadas
desde el punto de vista molecular. Entre las posibles causas se podria mencionar compuestos
diferenciales de secrecion entre las diferentes especies del género Meloidogyne y M. artiellia, por
sus caracteristicas, podria ser un buen nematodo para constatar la diferencia entre especies.

Muchos aspectos de la formacién y mantenimiento de las células gigantes quedan oscuros a
pesar de las excelentes revisiones en las que se puede obtener mas informacion (Gheysen y Fenoll,
2002; Caillaud et al., 2008; Davis y Mitchum, 2005; Zinov'eva et al., 2004). La introduccion de
microarrays para un estudio global en tejidos enriquecidos con células gigantes (Jammes et al.,
2005; Hammes et al., 2005; Bar-Or et al., 2005) esté permitiendo afianzar desde un punto de vista
mas global la formacion de las células gigantes. La introduccion de la microcaptura de células
mediada por laser (LCM) permitira una mejor compresion de la formacion de las células gigantes
(Ramsay et al., 2004; 2006), al eliminar la posible contaminacidn de células que no son afectadas
localmente por el nematodo. Otro aspecto a tener en cuenta son las secreciones que introduce el
nematodo dentro de las células eligidas para formar el sitio de alimentacién, las cuales pueden tener

un papel importante, aunque actualmente solo se conoce una parte de ellas (véase mas adelante).

Figura 1.3.- Nddulos sobre raices de la
linea de garbanzo “UC27” infectado por
nematodos noduladores: A, Meloidogyne
incognita y B, Meloidogyne artiellia. Se
puede observar la diferencia de nodulacién
entre ambas y como la hembra en M. artiellia
sobresale de la raiz. (Vovlas et al., 2005).
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Figura 1.4.- Diferentes sitios de
alimentacion sobre raices de la
linea de garbanzo “UC27”. A,
Control; B, Meloidogyne artiellia;
C, Meloidogyne incognita; D,
Meloidogyne javanica. (Vovlas et
al., 2005).

1.4.2.- SECRECIONES DEL NEMATODO

1.4.2.1.- Papel en el parasitismo

Se considera que las secreciones de los nematodos noduladores de raices contienen los
efectores del parasitismo y los elementos de sefializaciéon implicados en la interaccién con la planta.
Las secreciones proteicas de la glandulas faringeas/esofagicas (una dorsal y dos subventrales),
inyectadas en las células de la planta huésped a través del estilete del nematodo, se cree que son
las que desempefian un papel principal en la induccion de la formacién del sitio de alimentacién y en
el parasitismo (Davis et al., 2004). Aunque las glandulas faringeas muestran cambios de contenido y
actividad a lo largo de todo el ciclo parasitico, las subventrales (Fig. 1.5) estan mas desarrolladas y
presentan mayor actividad en los juveniles J2, suponiéndose por ello que participan principalmente
en las fases de penetracion y migracion a través de la raiz y en las primeras fases de la interaccién.
A su vez, la glandula dorsal aumenta de tamafio y es mas activa durante la formacion de las células
gigantes y durante la fase sedentaria del nematodo, por lo que parece ser dominante durante este
estadio del parasitismo. Ademas de las anteriores, otras secreciones pueden ser también
importantes en la ontogenia de los sitios de alimentaciéon y en el parasitismo, como son las
producidas por los anfidios (Semblat et al., 2001), la cuticula y por los diversos orificios corporales
del nematodo (Caillaud et al., 2008).
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Las secreciones de las glandulas dorsal y subventrales estdn compuestas de granulos, los
cuales en el caso de la gldndula dorsal son transportados a través de extensiones citoplasmaticas y
son inyectados en la faringe, a través de una pequefia vesicula, cerca de la base del estilete,
mientras que la secrecién de las glandulas subventrales desemboca inmediatamente después del
bulbo medio (la camara muscular de bombeo en el eséfago). La glandula dorsal también participa
en la formacion del “tubo de alimentacién”, el cual, es una estructura proteica adherida al estilete
durante el periodo de alimentacion, cuyas posibles funciones son el filtrado de los contenidos
celulares (Bdckenhoff y Grundler, 1994) y/6 el acceso a una mayor area del citoplasma (Hussey y
Grundler, 1998).

El estudio de estas secreciones es dificultoso, ya que la toma de muestra requiere la
manipulacion de las hembras de Meloidogyne en el interior de la raiz. Pese a ello, mediante
aproximaciones de protedmica y transcriptomica se ha podido concluir que, al menos 60 proteinas
diferentes son secretadas durante las fases de parasitismo (Jaubert et al., 2002; Huang et al., 2003).
Recientemente, con una aproximacion de identificacion directa del secretoma mediante nanoLC ESI
MS/MS se han podido identificar hasta 486 proteinas en juveniles de M. incognita (Bellafiore et al.,
2008). La temporalidad y localizacion glandular de muchas de las proteinas secretadas por los
nematodos han sido estudiadas mediante inmunolocalizacion. La cantidad de proteinas obtenidas y
la escasa homologia de las secuencias deducidas en los estudios génicos con las de otras
especies, ha dificultado su identificacion y estudio, conociéndose solo parcialmente algunas de
estas proteinas. El estudio de bases de datos de ESTs de nematodos fitoparasitos con nuevas
herramientas informaticas ha permitido unir secuencias de diferentes estadios en el desarrollo de
nematodos, y ensamblar y buscar posibles péptidos con sefiales de secrecién en las secuencias
codificantes (ORF) de estos ESTs (Roze et al., 2008). La implantacién de técnicas de silenciamiento
génico mediante ARNi y la transformacion de plantas que expresen constitutivamente estas
proteinas, permitiran un mejor estudio de las proteinas sin homologia en las bases de datos y
posible identificacion de su funcién (Fanelli et al., 2005, Huang et al., 2006b, Fleming et al., 2007).

La similitud entre algunos genes del parasitismo de nematodos y bacterias, ha sugerido que
algunos de estos genes pueden haberse adquirido mediante transferencia horizontal de genes de
bacterias (Scholl y Bird, 2005; Ledger et al., 2006).
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dorsal Figura 1.5.- Representacion esquematica de la parte
anterior de un nematodo sedentario en el estadio J2. Los
6rganos mas importantes son indicados en el dibujo.
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1.4.2.2. Genes y proteinas de parasitismo

20 pm

-Secreciones de las glandulas faringeas

Ante las dificultades mostradas por los estudios de genética clasica o directa, los mayores
avances en este campo se han obtenido utilizando aproximaciones de genética reversa y
caracterizacion de ESTs. En general, las investigaciones se han centrado en las secreciones de las
glandulas faringeas y en los ESTs expresados diferencialmente en ellas en relacion a otros tejidos o
durante diferentes estadios del ciclo vital. Buena parte de los genes de parasitismo descubiertos han
resultado ser genes “pioneros” sin similitud con otras secuencias depositadas en las bases de datos,
por lo que no han podido ser identificados a nivel funcional. Dentro de los genes y proteinas
(proteinas del parasitismo) que si han podido ser caracterizados se pueden diferenciar dos grupos:
1) el que engloba a una serie de proteinas modificadoras de la pared celular de plantas, cuyo papel
en el parasitismo se puede considerar que esta bien establecido, y 2) el del resto, que incluye una
serie de posibles genes de parasitismo para cuyas proteinas codificadas se proponen posibles

acciones en relacion con el proceso de parasitismo.
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Entre las proteinas modificadoras de la pared celular estan: B-1, 4-endoglucanasas
(celulasas), pectato liasa, poligalacturonasa, -1, 4-endoxilanasas, proteinas de unién a celulosa y
quitinasa (Vanholme et al., 2004; Caillaud et al., 2008). Estas proteinas han sido localizadas
principalmente en las glandulas subventrales y poseen un papel primordial en la penetracion y
migracion por la raiz en las etapas iniciales de la interaccion.

Dentro del grupo de productos de posibles genes de parasitismo sin funcién asignada se
pueden incluir diversas proteinas, tales como proteinas del tipo de las alergénicas del veneno
(“venom allergen like protein”), de tipo RanBPM (de “Ran-Binding Protein in the Microtubule
organisisng centre”), calreticulina y proteinas de la familias 14-3-3 y SPX-RAL-2; al péptido 16D10, y
a enzimas como corismato mutasa y una fosfatasa acida (Vanholme et al., 2004) (Tabla 3). De
forma mas o menos especulativa, para algunas de las anteriores proteinas se han propuesto
funciones durante el parasistismo, como las que seguidamente se comentan. La calreticulina puede
estar implicada en la sefializacion por calcio y en la regulacion del ciclo celular (Borisjuk et al., 1998;
Ghiran et al., 2003) durante la formacion de las células gigantes. Las proteinas 14-3-3 en plantas
regulan la H*-ATPasa en respuesta a infecciones fungicas, habiéndose especulado que las
secretadas por nematodos podrian desempefiar un papel similar durante el desarrollo del nodulo
(Wienkoop y Saalbach, 2003). La expresion en raices de tabaco del péptido 16D10 produce una
estimulacion del crecimiento radical y la proliferacion de raices laterales, interaccionando con dos
probables factores de transcripcion de tipo SCARECROW de plantas (Huang et al., 2006), dato este
ultimo que abre la posibilidad de que algunos efectores del parasitismo tengan como diana factores
de transcripcion del huésped. La enzima corismato mutasa, que es secretada en todas las fases del
parasitismo (excepto huevos) por M. incognita (Huang et al., 2005), parece involucrada tanto en la
formacion del sitio de alimentacién como en la disminucién efectiva de las defensas de la planta, de
acuerdo con un “modelo de competicion por corismato” (Fig. 1.6) (Bekal et al., 2003; Doyle y
Lambert, 2003). Segun este modelo, la inyeccion en el citoplasma de la célula vegetal de la enzima
del nematodo redireccionaria los intermedios de la ruta endogena del shikimato, que se realiza en
plastidios, hacia el citosol, para la produccién de aminoacidos aromaticos de cara a la nutricion del
parasito, con el correspondiente déficit en la produccion de compuestos hormonales (IAA, SA) y/6
compuestos defensivos para la planta (p.ej. fitoalexinas derivadas de fenilalanina por la ruta
fenilpropanoide)) (Dewick, 1998; Wildermuth et al., 2001).
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Figura 1.6.- Modelo de competicion por corismato mediante compartimentalizacion al inyectar el
nematodo el enzima corismato mutasa en el citoplasma. Diagrama de una célula vegetal representando la
localizacion subcelular de la ruta del sikimato y la ruta de la fenilalanina y tirosina. Eritrosa 4-fosfato (E4P),
fosfoenolpiruvato (PEP), y corismato mutasa (CM). Las flechas vacias indican el flujo de metabolitos a través de la ruta
del sikimato cuando MjCM-1 (Meloidogyne javanica corismato mutasa 1) es inyectada por el nematodo en el citoplasma
de la célula vegetal (adaptado de Doyle y Lambert, 2003).

Algunos de los genes que no tienen homologia con las bases de datos presentan sefales de
localizacion nuclear (Huang et al., 2003; Roze et al., 2008), con un comportamiento similar a genes
de parasitismo observados en otros nematodos fitoparasitos como Heterodera glycines Ichinohe,
1952 (Elling et al., 2007) o en el nematodo parasito de animales, Trichinella spiralis Owen, 1835
(Yao y Jasmer, 2001).

Se han observado similitudes al comparar posibles genes de parasitismo de Meloidogyne spp.
con los de otros nematodos fitopatdgenos sedentarios que producen sitios de alimentacion, como es
el caso de los formadores de quistes que inducen sincitios (géneros Heterodera y Globodera
principalmente), entre estos genes se encuentra la corismato mutasa. Se puede deducir que
algunos de los mecanismos en la formaciéon de ambos sitios de alimentacion (sincitios 6 células

gigantes) son comunes.
-Otros 6rganos de secrecion

Otras secreciones importantes en el desarrollo del parasitismo pueden ser las producidas por
la cuticula, los anfidios, el sistema excretor/secretor y las glandulas rectales (Vanholme et al., 2004).

Se supone que la funcidn de estos 6rganos pueda cambiar de acuerdo con el estadio parasitico
dentro del ciclo vital del nematodo (Jones et al., 1994).
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Los anfidios secretan proteinas con un papel primordial en las primeras etapas del
reconocimiento entre huesped y parasito (Perry, 2001; Fioretti et al., 2002), o con posible funcion
como productos de genes de avirulencia, como el gen map-1 en M. incognita (Semblat et al., 2001).

El sistema excretor/secretor secreta proteinas y glicoproteinas formadoras del glicocalix, capa
proteica que recubre la cuticula y facilita el movimiento a través del suelo (Bird et al., 1988,) y
protectoras contra la respuesta defensiva de la planta (Robertson et al., 2000; Prior et al., 2001;
Roze et al., 2008).

Recientemente, se han realizado los primeros esbozos de las secuenciaciones de los
genomas de M. incognita y M. hapla, dos de las especies mas importantes de nematados
noduladores, en las que se ha podido corroborar las proteinas anteriores, asi como algunas nuevas
de las que no se tenia conocimiento (Abad et al., 2008; Opperman et al., 2008). Se ha observado la
compacidad de los genes en el genoma y su menor tamafio en comparacion con Cenorhabditis
elegans, asi como el numero de proteinas de secrecion, con un numero de 832 posibles proteinas
en M. hapla (Opperman et al., 2008), aunque algunas de estan no puedan estar implicadas
directamente en la patogénesis. Estos primeros esbozos de ambos genomas en nematodos
parasitos de plantas, junto con los nematodos de vida libre C. elegans (C. elegans Sequencing
Consortium, 1998), C. briggsae (Stein et al., 2003), Pristionchus pacificus (Dieterich et al., 2008) y el
esbozo de secuenciacion del genoma del nematodo parasitico de humanos, Brugia malayi (Ghedin

et al., 2007) pueden ayudar a la compresion y mejor estudio de los nematodos parasitos de plantas.
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TABLA 1.3.- Algunos de los genes méas importantes implicados en la interaccion planta-
patdgeno en el género Meloidogyne.

Genes implicados en la interaccion planta patdgeno en el género Meloidogyne?

Entrada
Gene Bank Nombre Producto génico LocalizaciénP Especie® Referencia
Proteinas que modifican la pared celular
AF100549 Mi-engl B-1,4-endoglucanasa GSV M. incognita Rosso et al., 1999
AY098646 Mi-pg-1 Poligalacturonasa GSvV M. incognita  Jaubert et al., 2002b
AF224342 Mi-xyl-1 B-1,4-endoxilanasa GSV M.incognita ~ Dautova et al., 2001
AF049139 Mi-cbp-1 Proteina de unién a celulosa GSV M. incognita Ding et al., 1998
AF455757 Mj-pel-1 Pectato liasa GF M. javanica Doyle y Lambert,

2002

Proteccion frente a la respuesta defensiva de la planta
Proteina de unién a acidos

MCO1225 . E M. chitwoodi Roze et al., 2008
grasos y retinol

Probables genes de parasitismo

AY 134440 msp21 Fosfatasa acida GSvV M. incognita Huang et al., 2003

AF095949 Mj-cm-1 Corismato mutasa GSV M. javanica Lambert et al,, 1999;
Huang et al., 2005

AY426718 Mi-14-3-3b Proteina 14-3-3 GD M. incognita Jaubert el al., 2004

DQ087264 16D10 Factor de transcripcion Probabk‘elgen de M. incognita Huang et al., 20062

parasitismo
AY142117  Msp34 sodiumcalcium/potassium Gsv M.incognita  Huang et al., 2003
exchanger
AF402771 Mi-crt Calreticulina GSV M. incognita  Jaubert et al., 2002a
AF013289 Mi-msp-1 “Venom allergen like protein” GSV M. incognita Ding et al., 2000
- - SXP/RAL-2 n.d. (prob. EyA) M. chitwoodi Roze et al., 2008

a; S6lo se han considerado genes expresados en 6rganos de secrecion (incluyendo epidermis) y codificando para
proteinas determinadas experimentalmente para ser secretadas & conteniendo un péptido sefial para la secrecion.
Genes pioneros (sin similitud con secuencias presentes en bases de datos) no han sido considerados (adaptada de
Vanholme et al., 2004 + revision personal).

b: GF, glandulas faringeas; GSV, glandula sub-ventral; GD, glandula dorsal; E, epidermis; A, anfidios.

¢; observados en otras especies del género Meloidogyne.

1.4.2.3.- Sefiales no-proteicas

Los nematodos formadores de nddulos secretan conjugados de auxinas y citoquininas que
pueden interferir en el balance hormonal de la célula vegetal (De Meutter et al., 2003). Muchos de
los cambios producidos en la raiz durante la infeccion del nematodo como: hipertrofia, hiperplasia,
induccion de raices laterales, cariocinesis sin citocinesis y la rotura de paredes celulares, pueden
ser parcialmente inducidos mediante la aplicacion de auxinas enddégenas (Giebel, 1974; Fan y
Machlachlan, 1967), como se ha mencionado anteriormente.

La presencia de compuestos inferiores a 3 KDa en las secreciones de juveniles de Globodera

rostrochiensis co-estimulan la proliferaciéon de protoplastos de hoja de tabaco en la presencia de
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analogos sintéticos de auxinas y citoquininas (Goverse et al., 1999). Estos compuestos mitogénicos
parecen ser co-responsables de la formacion del sitio de alimentacion inducido por el nematodo
(Vanholme et al., 2004).Muchas de estas sustancias no-proteicas alun no caracterizadas podrian

tener un papel importante en la formacién de los sitios de alimentacion.

1.4.3- EFECTO SISTEMICO DE LA INTERACCION PLANTA-NEMATODO SOBRE LAS
FUSARIOSIS VASCULARES

Los efectos sobre la resistencia a la Fusariosis Vascular producidos por la interaccion planta-
nematodo han sido bien documentados desde el punto de vista agrondmico, pero no asi en los
efectos bioquimicos & moleculares, en los que solo se han estudiado algunos aspectos parciales
que se van a enumerar en los siguientes parrafos.

La infeccion por nematodos formadores de nddulos tiene efectos sistémicos en la fisiologia de
la planta, algunos de ellos observables claramente, como la disminucion de la tasa fotosintética
(Melakeberhan et al., 1986) u otros efectos producidos por la obstruccion de los haces vasculares
en el eje de la raiz al crecer las células gigantes y producirse la formacion de los tejidos anexos del
nddulo.

Se ha descrito que la infeccion de las plantas por nematodos noduladores origina
frecuentemente una disminucién de su respuesta defensiva contra patdégenos fungicos vasculares.
Asi, se ha observado un mayor crecimiento de las hifas de Fusarium oxysporum f. sp. nicotianae
(Johns.) Snyder & Hansen por encima de la zona infectada por nematodos en tabaco (Melendez y
Powell, 1967) y en tomate (Orion y Hoestra, 1974; Webster, 1977). También, la inoculacién de tallos
de plantas infectadas por M. incognita con una suspensién de conidias de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum indujo un aumento de la severidad de la enfermedad, e incluso una pérdida de
resistencia al aumentar el nimero de nematodos inoculados (Hillocks, 1986).

Mediante la técnica de “split-root” se ha observado que la inoculacion conjunta de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum y M. incognita en el suelo en una de las partes de la raiz aumentaba la
severidad de la enfermedad (Hillocks, 1986, Harris y Ferris, 1991c), mientras que al inocular ambos
patogenos en partes radicales separadas no se observaba ningun efecto sistémico (Harris y Ferris,
1991c¢).

La disminucion de la sintesis de compuestos defensivos como las fitoalexinas, por la infeccion
con nematodos noduladores, muestra cierta divergencia dependiendo del sistema utilizado para el

estudio. En la mayoria de los estudios se observan disminuciones de fitoalexinas, como en algodon
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(Bell, 1969), alfalfa (Khan y Minton, 1979), y Cajanus cajan. En este ultimo caso, la disminucion era
mas acusada en el cultivar resistente, provocando la pérdida de resistencia (Marley y Hillocks,
1993); mientras que en otros estudios en algodon no se produjo ningun efecto en la acumulacién de
sesquiterpenoides por la infeccidn de M. incognita (Hillocks, 1985).

El desarrollo cronoldgico de las interacciones es un factor muy importante en el aumento de la
severidad de la infeccion por F. oxysporum f. spp. en plantas infectadas por Meloidogyne spp. Asi,
la Fusariosis Vascular del tabaco resulté mas severa cuando plantas de cultivares resistentes fueron
inoculadas con M. incognita, M. arenaria, 6 M. javanica 2 6 4 semanas antes de la inoculacién con
F. oxysporum f. sp. nicotianae, que cuando se efectud la inoculaciéon de forma simultanea con
ambos patdgenos (Porter y Powell, 1967): Resultados similares se han descrito en la interaccion
triple de M. javanica y F. oxysporum f. sp. tracheiphilum (E. F. Smith) Snyder & Hansen y Vigna
unguiculata (Harris y Ferris, 1991c).

Las células gigantes, por su elevada actividad metabdlica y alto contenido en nutrientes,
podrian constituir polos de atraccion para ciertos patdgenos, principalmente vasculares. Sin
embargo, no hay evidencia de que sean penetradas por estos patégenos para alcanzar el cilindro
vascular, aunque si puedan serlo con posterioridad, una vez que el hongo se ha establecido en el
xilema. Asi, estudios histopatoldgicos en cultivares de tomate, susceptible y resistente a F.
oxysporum f. sp. lycopersici, inoculados con M. javanica 3 semanas antes a la inoculacion con el
hongo, mostraron que éste no las penetraba inicialmente para alcanzar el xilema. La penetracion de
las células gigantes se producia con posterioridad (1 semana mas tarde), momento en el que se
podian apreciar cambios ultraestructurales en las células gigantes y el hongo estaba creciendo por
el xilema. Todos estos efectos se repiten en el cultivar resistente que pierde la resistencia, con la
excepcion de que se retrasan, (Fattah y Webster, 1983).

La pérdida de resistencia y aumento de severidad en algunos cultivares podria deberse a la
disminucion de la respuesta defensiva exterior a las células gigantes. Este efecto sistémico podria
estar correlacionado con la obstruccion de algunas hormonas vegetales en la formacién del sitio de
alimentacion y la deformacion de los haces vasculares alrededor de éste, ¢ los sumideros
metabdlicos que constituyen las células gigantes, aunque hay que mencionar que el el efecto de la
disrupcion de las hormonas en la raiz es temporal. También se ha observado que la pérdida de la
resistencia en algunos cultivares se ve ampliamente favorecida por la diferencia en la inoculacion

temporal y la forma/densidad de indculo aplicada.
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OBJETIVOS

Como se ha indicado anteriormente, las Fusariosis Vasculares causadas por diversas formas
especiales de F. oxysporum constituyen enfermedades de gran interés en la agricultura dado su
amplisima distribucion a nivel mundial y el alto nimero de especies vegetales de importancia
economica que las padecen. Sin embargo, los mecanismos de patogenicidad y de resistencia que
operan en estos sistemas siguen siendo, en general, bastante desconocidos y el control de muchas
Fusariosis Vasculares constituye, aun en la actualidad, un problema sin resolver. La Fusariosis
Vascular de garbanzo causada por F. oxysporum f. sp. ciceris es una de las principales
enfermedades de esta leguminosa en todas las zonas donde se cultiva. Las medidas de lucha
contra la Fusariosis Vascular del garbanzo son: el adelanto de la fecha de siembra, labores
profundas durante el periodo estival, tratamiento de las semillas con fungicidas protectores,
sistémicos o sus mezclas, o con antagonistas fungicos y bacterianos. Sin embargo, la estrategia de
control mas préactica y econémicamente eficiente es la utilizacion de cultivares resistentes, cuya
eficiencia se ve amenazada por la variabilidad patogénica de F. oxysporum f. sp. ciceris y la
potencial coinfeccion de la planta por nematodos fitoparasitos que pueden interactuar anulando la
resistencia raza-especifica al hongo. En recientes investigaciones en nuestro laboratorio, la
infeccién de garbanzo con M. artiellia incremento la severidad de la reaccién a la infeccién con F.
oxysporum f. sp. ciceris raza 5 en los cultivares parcialmente resistentes a dicha raza,
independientemente de la densidad de indculo del hongo utilizada. Por el contrario, en los cultivares
con resistencia completa a la raza 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris la influencia de la coinfeccion con
M. artiellia varidé segun el genotipo vegetal y la densidad de indculo del hongo. Asi, la coinfeccién
con los dos patdgenos anulé la resistencia completa de °‘CA336.14.3.0' al hongo,
independientemente de la densidad de inoculo de éste y de la poblacion del nematodo utilizada. Sin
embargo, en ‘UC 27’ dicha anulacion de la resistencia completa sélo tuvo lugar con la mayor de las
densidades de inoculo estudiadas. Finalmente, ninguna de las densidades de indculo de M. artiellia
y F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 utilizadas anulé la resistencia completa de ICC 14216K’ a dicha

raza.

Por ello, esta Tesis Doctoral se propuso analizar los posibles mecanismos involucrados en la
pérdida/mantenimiento de la resistencia a la Fusariosis Vascular de garbanzo considerando los
diversos tipos de escenarios posibles, como la interaccion con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5, M.

artiellia, y la combinacion de ambos, tanto en cultivares con resistencia inestable a la Fusariosis
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Vascular (‘CA336.14.3.0’) como con resistencia estable (1CC14216K’). De cara al estudio de dichos
mecanismos, se seleccionaron dos aproximaciones, una de analisis proteémico (un método amplio
de investigacion, en el que en principio no se hace ninguna restriccion respecto a las posibles
respuestas sometidas a estudio) y otra de andlisis de la expresion génica (circunscrito a la expresion
de una seleccion de genes relacionados con la patogénesis).

El gran desarrollo de la protedmica en los ultimos afios ha sido originado por varios motivos,
como la innovacion en las técnicas de extraccién, separacion y tincién de proteinas, los grandes
avances introducidos en la técnica de espectrometria de masas y el aumento del nimero de
secuencias disponibles en las diversas bases de datos para la identificacion de proteinas. La
protedmica tiene como principal ventaja que permite el estudio global de las proteinas (esto es, del
proteoma) en un momento y condiciones experimentales determinadas, siendo ésta una informacion
mas proxima a la actividad celular que la que puedan reflejar los estudios de transcriptémica, dado
el caracter inmediato de ejecutores de la informacidn génica que tienen las proteinas.

Los estudios de expresion génica se han realizado utilizando la técnica PCR a tiempo real,
elegida por su alta sensibilidad y, por tanto, por requerir poca cantidad de muestra, habiéndose
centrado en dos grupos de genes, uno de genes relacionados con la ruta fenilpropanoide y otro
funcionalmente menos homogéneo de genes diversos relacionados con la patogénesis. La
seleccion del primer grupo esta justificada por la implicacién de estos genes en la biosintesis de las
fitoalexinas isoflavonoides de garbanzo medicarpina y maackiaina (Stevenson, 1995; Stevenson,
1997; Cachinero et al., 2002) y por la posible interferencia que en esta ruta puede ejercer la
infeccién de nematodos, dado el caracter de proteina de parasitismo que tiene en éstos la enzima
corismato mutasa (una enzima de la ruta del shikimato, previa a la ruta fenilpropanoide) (Doyle y
Lambert, 2003). A su vez, dentro del segundo grupo, la seleccién se hizo con el objetivo de poder
evidenciar mecanismos apuntados por los resultados de los estudios de protedmica (caso, por
ejemplo, de quitinasa clase | y catalasa).

Ambos tipos de estudios se han desarrollado en diferentes periodos temporales y con
muestreos tanto generales como selectivos (nddulos, microdiseccion por laser) de tejidos
infectados, intentando tanto solapar al maximo la posible respuesta de la planta a los dos patdgenos
implicados en la interaccion, como concentrar todo lo posible esta respuesta al objeto de poder

percibirla de forma mas precisa.

De acuerdo con lo anterior, el objetivo general planteado para esta Tesis Doctoral fue el de
determinar los mecanismos moleculares que subyacen en la pérdida/mantenimiento de la

resistencia a la Fusariosis Vascular del garbanzo que se produce cuando las plantas estan
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coinfectadas por el nematodo nodulador de cereales y leguminosas, M. artiellia. De forma més
concreta, los objetivos especificos incluyen:

1) Analizar comparativamente los perfiles proteicos expresados en raices de garbanzo de
genotipos seleccionados no infectados o infectados por F. oxysporum f. sp. ciceris y/o M. artiellia, en
diferentes periodos de tiempo, asi como en diferentes muestreos.

2) Determinar la posibilidad de alguna respuesta sistémica en la interaccion de ambos
patdgenos en la planta, principalmente en el cultivar que pierde la resistencia en la coinfeccién de
ambos patdgenos, mediante técnicas de “split-root”.

3) Analizar la expresion de genes relacionados con la patogénesis en la Fusariosis Vascular
del garbanzo utilizando diversos tejidos radicales en un curso de infeccidén y técnicas de
microdiseccién que permitan estudiar diferencialmente las células gigantes inducidas por el
nematodo y el tejido cortical para evitar diluciones de la respuesta en el caso de la respuesta

producida por el nematodo.

99



Introducion y Objetivos

60



Analisis proteémico de las interacciones de M. artiellia y Foc-5 con garbanzo

CAPITULO II:  ANALISIS PROTEOMICO DE LAS
INTERACCIONES DE MELOIDOGYNE ARTIELLIA Y FUSARIUM
OXYSPORUM F.SP. CICERIS RAZA 5 CON GARBANZO.

2.1.- INTRODUCCION

En investigaciones recientes en nuestro laboratorio, sobre la interaccion entre M. artiellia y la
raza 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris utilizando cultivares con resistencia completa al hongo, los
resultados indicaron que la influencia del nematodo sobre la resistencia de la planta varié segun el
genotipo vegetal y la densidad de inoculo del hongo. Asi, la coinfeccion por los dos patégenos anul6
la resistencia completa de ‘CA336.14.3.0" al hongo, independientemente de la densidad de indculo
de éste y de la poblacién del nematodo utilizado (Castillo et al., 2003). Sin embargo, en ‘ICC14216K’
la resistencia completa se mantuvo estable independientemente de las densidades de in6culo y la
poblacion del nematodo estudiada. En consecuencia, estos datos confirman la complejidad de las
interacciones entre nematodos fitoparasitos y hongos fitopatdgenos, citada anteriormente en la
introduccidén general de esta Tesis. Los mecanismos que pueden estar implicados en las
interacciones referidas, aunque son todavia poco conocidos, parecen ser mas de naturaleza
biolégica y/o bioquimica que mecanica. A pesar de que la interaccion entre los dos patégenos
puede comenzar en la rizosfera, donde los exudados radicales de plantas infectadas por nematodos
pueden verse alterados, la fase mas importante de la misma se produce tras la penetracion de
ambos patogenos en la planta huésped (Khan, 1993). En algunas interacciones entre nematodos y
hongos fitopatdgenos se ha demostrado que el parasitismo por el nematodo reduce o bloquea la
sintesis de compuestos defensivos de la planta frente a la infeccion por el hongo; p.ej. alteraciones
en la produccion de rishitina en raices y tilosas en tallos en la interacciéon Meloidogyne-Fusarium en
plantas de tomate (Noguera et al., 1982), y reduccion de la sintesis de cajanal, fitoalexina implicada
en la respuesta resistente de Cajanus cajan a Fusarium udum, por M. incognita y M. javanica
(Marley y Hillocks, 1994).

Los analisis protedmicos se han convertido en un potente instrumento para la caracterizacion
funcional de respuestas defensivas de plantas, aunque actualmente la mayoria de estudios en esta
linea se siguen realizando en el ambito de la transcriptomica (microarrays, etc.), debido a la mayor
facilidad de extraccion y la posibilidad de amplificacion de la respuesta. Sin embargo, las proteinas y
no los transcritos, son las responsables mas directas de los distintos fenotipos en plantas 6 tejidos.
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Asi, en muchos casos, no suelen coincidir los estudios protedmicos y los de expresion génica
(genes especificos 6 microarrays), pudiendo no estar correlacionado el niumero de transcritos de un
gen con la cantidad de proteina expresada. Las modificaciones post-transcripcionales solo se
pueden determinar a través del estudio de proteinas, y actualmente se esta llegando al nivel de
experimentos a gran escala en todo el proteoma con técnicas como el enriquecimiento
cromatogréfico, tinciones especiales, mejoras en la espectrometria de masas, etc. Los estudios
protedmicos tienen ciertas limitaciones, por ejemplo algunas proteinas importantes en las
interacciones planta-microorganismo pueden expresarse a niveles indetectables con las técnicas
actuales 0, en el caso que esté relacionada una modificacion post-traduccional muy rapida é débil,
puede ser muy dificil su muestreo y monitorizacion. Otro aspecto a tener en cuenta, es el grado de
secuenciacion del organismo a estudiar, para tener mayor 6 menor éxito en las identificaciones

posteriores.

Con las premisas anteriores, en este capitulo se aborda la interaccion F. oxysporum f. sp.
ciceris raza 5-M. artiellia en raices de garbanzo mediante técnicas protedmicas, con el objetivo de
determinar qué factores bioquimicos se ven involucrados en la pérdida/mantenimiento de la
resistencia a la Fusariosis Vascular del Garbanzo por la co-infecciéon simultanea con M. artiellia.
Para ello, se han estudiado diversos periodos temporales, desde fases tempranas de la interaccion
(4 y 8 DAI; Days After Inoculation= dias después de la inoculacion), hasta fases mas avanzadas
(35-40 DAI), e incluyendo diferentes muestreos 6 subproteomas (raiz completa, ndédulos producidos
por el nematodo, fluido apoplastico). Asimismo, se ha estudiado si la supresion de la resistencia a F.
oxysporum f. sp. ciceris por el nematodo tiene un caracter sistémico en la planta. Para ello, se han
realizado estudios mediante técnicas de “split-root”, inoculando cada patégeno por separado en
ambas mitades de la raiz al objeto de determinar si la respuesta defensiva (aumento/disminucion)
provocada por el nematodo es sistémica. En todos los casos, se ha intentado descifrar el
mecanismo/s responsable de la respuesta de pérdida/mantenimiento de la resistencia a la FVG en
la co-infeccién de ambos patdgenos.

Para analizar los resultados de algunas de las interacciones estudiadas se han utilizado
herramientas informaticas desarrolladas para el anélisis de la expresion génica en microarrays,
como es el programa NIA Array Analysis (Sharov et al., 2005), siguiéndose las pautas de estudios
protedmicos similares realizados en plantulas de tomate (Brumbarova et al., 2008). Mediante esta
aproximacion se pueden estudiar un mayor nimero de proteinas conjuntamente, lo que permite
mejorar el analisis, asi como obtener relaciones mas faciles de interpretar en experimentos con

varios parametros, en nuestro caso, lineas de garbanzo e inoculaciones con patégenos.
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2.2.- INTRODUCCION A LAS TECNICAS PROTEOMICAS EN PLANTAS

“Protedmica” significa etimolégicamente el estudio de proteomas (Patterson y Abersold, 2003;
Wilkins et al., 1996), y “proteoma” se puede definir como el equivalente proteico de un genoma (“the
protein equivalent of a genome”) (Williams, 1994) o, de una manera mas completa, como “el patron
de proteinas de un organismo, célula, organulo ¢ fluido corporal, determinado cuantitativamente en
un momento preciso y bajo determinadas condiciones” (Lottspeich, 1999).

Las herramientas basicas de la protedmica actual se asientan en dos técnicas principales: i) la
electroforesis en gel y/o la cromatografia liquida (HPLC), como método de separacion y seleccion
de proteinas/péptidos diferenciales; y ii) la espectrometria de masas, como método de identificacion
y secuenciacién. Las técnicas protedmicas se benefician de los conocimientos existentes sobre el
genoma y el proteoma humano y de otras especies animales y vegetales. Esta informacion se
encuentra disponible en bases de datos de libre acceso y puede utilizarse mediante programas de
busqueda que relacionan las secuencias en la base de datos con los datos de los espectros
obtenidos.

Hay diversos pasos en la estrategia analitica, como son el muestreo, la preparacion de la
muestra, el posible fraccionamiento de ésta (debido a la complejidad del proteoma 6 buscando una
mayor especificidad en el estudio), la separacion mediante técnicas de electroforesis o
cromatografia mono o bi(multi)dimensional, los procesos de obtencion de imagenes y analisis de
datos, y por ultimo, la identificacion de las proteinas seleccionadas. Otra estrategia es el “Shotgun
proteomics”, la cual persigue una visién mas global en el estudio. Analiza de forma directa todo el
proteoma, tras la digestion preliminar de la muestra, separacion de la compleja mezcla de péptidos
resultante mediante cromatografia multidimensional e identificacion de las proteinas. En ambos
casos las técnicas protedmicas dan una vision global de las proteinas involucradas en las
interacciones.

No obstante, la proteémica tiene ciertas limitaciones como: i) la imposibilidad de amplificacién
de los niveles de proteinas (no existe una tecnologia de amplificacion tipo PCR), que hace que el
resultado de los analisis sea muy dependiente de la cuantia de la respuesta y de la sensibilidad de
deteccion del sistema analitico (resolucidn geles, tinciones, sensibilidad espectrometria de masas,
etc.); ii) el proteoma es mas complejo que el transcriptoma, varias proteinas pueden ser producidas
por el mismo gen (diferente “splicing”, modificaciones post-traduccionales, etc.); iii) las grandes
diferencias de concentracion que suelen darse entre proteinas de la misma muestra; y iv) los

diferentes tipos de células en cada 6rgano o tejido tienen su propia “firma protedémica”.
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Figura 2.1.- Esquema de un estudio protedmico diferencial en gel. Se selecciona el tejido de estudio, de las
muestras representativas se extraen las proteinas y se separan mediante gel de acrilamida, inmunopurificacién,
complejos proteicos, etc. Las proteinas diferenciales se aislan del gel, se digieren mediante una proteasa (generalmente
tripsina) y se intenta determinar el peso de los distintos fragmentos ¢ la secuencia de estos, ¢ bien mediante el
aislamiento de estos fragmentos obtener el espectro de fragmentacion. Estos datos se compararan mediante motores
de busqueda que coteja nuestros datos con los de las bases de datos para determinar posibles identificaciones
(extraido de Abian, 2004).

Para estudios protedmicos, los extractos protéicos de muestras vegetales son generalmente
mas dificiles de preparar que los de origen animal debido a la rigidez de las paredes celulares de las
plantas y a la acumulacion de grandes cantidades de compuestos secundarios en la vacuola, los
cuales al liberarse después de la disrupcion del tejido pueden precipitar/degradar las proteinas
(Canovas et al., 2004). Los protocolos de extraccion mas utilizados y apropiados para plantas son la
precipitacidn mediante &cido tricloroacético/acetona y la extraccion mediante fenol (Carpentier et al.,
2005), lo que permite la extraccion simultanea de proteinas y ARN mensajeros (Dumas-Gaudot et
al., 2004), y precipitacion de las proteinas extraidas con acetato amonico y metanol. Dependiendo
de la situacion bioldgica y el objetivo de estudio en que se vayan a aplicar las técnicas protedmicas,
se deben optimizar los protocolos, separaciones, concentracion de proteinas minoritarias, etc. Para
este proposito hay diversas revisiones en protedmica de plantas en las que se resumen diversos
problemas junto con distintas estrategias para abordarlos (Canovas et al., 2004; Jorrin et al., 2007).

Un é&rea atractiva dentro de la protedmica vegetal es la que se refiere a la proteébmica de

expresion diferencial en interaciones de plantas con patdgenos y, dentro de la misma, la que se
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centra a nivel de la raiz. Sin embargo, ambas lineas se pueden considerar francamente minoritarias
dentro de sus ambitos de inscripcidn. Asi, los estudios de respuesta a patdgenos son relativamente
minoritarios dentro de los de protedmica de plantas, como lo son, dentro de aquéllos, los que se
refieren al proteoma de la raiz. Sin embargo, las proteinas relacionadas con la resistencia a
enfermedades representaron en Arabidopsis thaliana el 13% de las proteinas radicales, y el 7% de
la foliares (Mooney et al., 2006), datos que indican que los tejidos radicales constituyen un buen
modelo para el estudio de las interacciones planta-patdgeno (Metha et al., 2008b). El analisis del
proteoma radical presenta problemas singulares debido a algunas caracteristicas inherentes de sus
tejidos, como el bajo volumen citoplasmatico y las elevadas concentraciones que suelen contener
de sustancias interferentes como pigmentos 6 compuestos fendlicos (Metha et al., 2008b). Pese a
ello, como se destaca en una reciente revision, el descubrimiento de proteinas radicales
relacionadas con la defensa de las plantas constituye un reto prometedor de cara a la identificacion
de proteinas y genes agronémicamente importantes (Metha et al., 2008b). Algunos resultados de los
estudios mas bien escasos realizados en esta linea de “Rooteomics” son los que se indican en la
Tabla 2.1.

TABLA 2.1.- Proteinas radicales diferencialmente expresadas durante las interacciones planta-
microorganismo e identificadas mediante estudios proteémicos (Metha et al., 2008b)

Proteina Planta Pat6geno/estimulo Referencia

Proteina de respuesta a Medicago truncatula  Aphanomyces euteiches Colditz et al., 2004

enfermedades pi 49

Proteina de respuesta a ABA  Medicago truncatula ~ Aphanomyces euteiches Colditz et al., 2004

ABR17

Proteina PR de la clase 10 Medicago truncatula ~ Aphanomyces euteiches Colditz et al., 2004

(PR10)

Isoliquiritigenina 2-O- Medicago truncatula  Aphanomyces euteiches Colditz et al., 2004

metiltransferasa

Glutatién-S-transferasa Medicago truncatula ~ Glomus mosseae Bestel-Corre et al.,
2002

Citocromo-c-oxidasa Medicago truncatula ~ Glomus mosseae Bestel-Corre et al.,
2002

Fucosidasa Medicago truncatula ~ Glomus mosseae Bestel-Corre et al.,
2002

Proteina PR Pbr1 Oryza sativa Azoarcus sp. Miché et al., 2006

Proteina PR RSOsPR10 Oryza sativa Azoarcus sp. Miché et al., 2006

Superoxido dismutasa de Clavel cultivar  Rhizibium leguminosarum  Morris y Djordjevic,

Cu/Zn Woogenellup bv. Trifolii 2001

Precursor de la caperonina Clavel cultivar  Rhizibium leguminosarum  Morris y Djordjevic,

21 Woogenellup bv. Trifolii 2001

L-ascorbato peroxidasa Medicago truncatula ~ Tratamiento con N-acil Mathesius et al.,

homoserina lactona (AHL) 2003
Proteina de respuesta a la Medicago truncatula ~ Tratamiento con N-acil Mathesius et al.,

induccién de la
hipersensitividad (HIR1)

homoserina lactona (AHL)

2003
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Proteina Planta Patégeno/estimulo Referencia
Superéxido dismutasa Medicago truncatula ~ Tratamiento con N-acil Mathesius et al.,
homoserina lactona (AHL) 2003
Proteina PR10-1 Medicago truncatula ~ Tratamiento con N-acil Mathesius et al.,
homoserina lactona (AHL) 2003
Peroxidasa Medicago truncatula ~ Tratamiento con N-acil Mathesius et al.,
homoserina lactona (AHL) 2003
Aconitato hidratasa Medicago truncatula  Sinorhizobium meliloti Van Noorden et al.,
2007
Enolasa Medicago truncatula  Sinorhizobium meliloti Van Noorden et al.,
2007
Proteina PR10 Medicago truncatula  Sinorhizobium meliloti Van Noorden et al.,
2007
Proteina de choque térmico Medicago truncatula  Sinorhizobium meliloti Van Noorden et al.,
70 2007
Precursor de la proteina Medicago truncatula  Sinorhizobium meliloti Van Noorden et al.,
disulfuro isomerasa 2007
Quitinasa Coffea canephora Meloidogyne paranaensis ~ Metha et al. 2008b
Proteina PR de la clase 10 Coffea canephora Meloidogyne paranaensis ~ Metha et al. 2008b
(PR10)
Quinona reductasa 2 Gossypium hyrsutum  Meloidogyne incognita Callahan et al., 1997
14kDa polipéptido Gossypium hyrsutum  Meloidogyne incognita Callahan et al., 1997

Entre las proteinas mas citadas en los estudios protedbmicos respecto a la respuesta
defensiva de las plantas son las proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs), incluyendo
thaumatinas, glucanasas, peroxidasas y quitinasas; otro grupo importante son la relacionadas con la
respuesta a estreses biéticos, como glutation transferasas, superdxido dismutasas y proteinas de
choque térmico (Metha et al., 2008a).

Desde el punto de vista mas especifico de nuestros patosistemas planta-Fusarium oxysporum
(Fusariosis Vascular) y planta-Meloidogyne spp (nematodos noduladores), no son muchos los
articulos que han estudiado estas interacciones utilizando las herramientas protedmicas.

En la interaccién planta- forma specialis F. oxysporum se ha estudiado principalmente el
proteoma del fluido xilematico (Rep et al., 2002; 2003; Houterman et al., 2007) y principalemente el
patosistema tomate-F. oxysporum f. sp. licopersici, con buenos resultados, al ser principalmente el
cilindro vascular la zona que intenta colonizar el hongo. Desde el punto de vista del proteoma global,
el estudio del proteoma de la interaccidén remolacha-F. oxysporum f. p. betae en raices inoculadas
versus raices control mediante cromatografia liquida multidimensional. Esta tecnologia ha permitido
diferenciar a 950 picos cromatograficos tras la digestion del proteoma con tripsina, observandose
una variacion en éstos del 12 % para la linea resistente, y del 8 % para la linea susceptible (Larson
et al., 2007). El secretoma de F. oxysporum, y concretamente el de la f. sp. ciceris, ha sido
estudiada para determinar proteinas extracelulares que pudieran actuar como factores de virulencia

entre razas y en diversos condiciones en el medio de cultivo, asi también con actividades
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enzimaticas (Pérez Artés y Tena, 1990; Jorge, 2003; Jorge et al., 2005, 2006), si bien ninguno de
estos trabajos han utilizado una aproximacion protedmica tal como ahora se concibe.

La interaccion planta-Meloidogyne spp ha sido estudiada principalmente mediante expresion
génica con técnicas como las de hibridacion diferencial de librerias génicas de cDNA (escrutinio
diferencial e hibridacién substractiva) (Lambert y Williamson, 1993; Van der Eycken et al., 1996;
Lambert et al., 1999b), “differential display” 6 huellas digitales genéticas de ARN (Vercauteren et al.,
2001; Wang et al.; 2003), cDNA-AFLP y micromatrices (Jammes et al., 2005; Escobar y Fenall,
2007), y analisis de promotores (Goddijin et al., 1993; Karczmarek et al., 2004). Entre los escasos
estudios protedmicos, cabe citar el de Callahan et al. (1997) en el que se observa una mancha
electroforética diferencial de 14 KDa en cultivares resistentes de algodén inoculadas con M.
incognita a los 8 DAI; sin embargo, no se pudo identificar la proteina. Otros estudios proteémicos,
de las interacciones incompatibles entre algodon-M. incognita y café- M. paranaensis, han mostrado
la expresion de manchas electroforéticas diferenciales al comparar las raices inoculadas con raices
sin inocular: en la primera interaccion se identificd una quinona reductasa Il, mientras que en la
segunda se identificaron una quitinasa de clase Il y una proteina PR de clase 10 (Metha et al.,
2008b), no apareciendo hasta la actualidad estudios enfocados a la interaccién compatible entre
plantas y nematodos noduladores. Sin embargo, el secretoma de los juveniles moviles esta siendo
estudiado extensivamente, siendo més dificil el estudio del secretoma en hembras adultas por la
dificultad de obtencién de las muestras, al encontrarse embebidas en la raiz. El secretoma de las
glandulas faringeas se puede obtener mediante drogas que afectan al sistema nervioso de estos
nematodos, como el resorcinol y la serotonina, obteniendose con aproximacion en gel unas 40
manchas electroforéticas, de las cuales solo se pudieron identificar 7 proteinas (Jaubert et al.,
2002), mientras con una aproximacién de identificacion directa del secretoma mediante nanoLC ESI
MS/MS se han podido identificar hasta 486 proteinas (Bellafiore et al., 2008). También se ha
comparado el proteoma total de hembras maduras de diferentes especies y aislados (Navas et al.,
2002), aunque los estudios a este respecto son mas bien escasos. Actualmente, con el primer
esbozo de la secuenciacion de los genomas de M. incognita (Abad et al., 2008) y M. hapla
(Opperman et al., 2008), se vislumbra un mejor panorama de cara a la identificacion de proteinas en

los futuros estudios protedmicos.

En garbanzo, se han realizado recientemente diversos trabajos de protedmica relacionados
con el estudio de proteinas de la matriz extracelular (Bhushan et al., 2006) y la respuesta de este
mismo sub-proteoma a situaciones de stress por sequia (Bhushan et al., 2007). En el primer trabajo

se observaron mas de 450 manchas electroforéticas, identificandose 131 proteinas, y en el segundo
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se observaron alrededor de 420 manchas electroforéicas, y se identificaron 186 proteinas afectadas
por el tratamiento en la linea JG-62. También se ha estudiado el proteoma nuclear de garbanzo,
detectandose 600 manchas electroforéticas, pudiéndose identificar 150 proteinas mediante
cromatografia liquida como técnica de separacién de péptidos y electroespray acoplado con
espectrometria de masas para determinar la masa de los iones generados; el mayor porcentaje de
proteinas identificadas estuvo relacionado con la sefializacion y regulacién génica (36%), mientras
que el 17% lo estuvo con el replicacion y transcripcion del ADN (Pandey et al., 2006). También este
mismo grupo ha estudiado la respuesta del proteoma nuclear a las situaciones de estrés hidrico,
constatando que 205 proteinas eran modificadas, de las que se pudieron identificar 147 (Pandey et
al., 2008).

2.3.- MATERIALES Y METODOS

2.3.1.- INOCULO DE MELOIDOGYNE ARTIELLIA

La poblacion de M. artiellia usada en los estudios descritos en este capitulo fue obtenida de
raices infectadas de plantas de garbanzo procedentes de campos comerciales situados en Castel
del Monte (provincia de Bari), Sur de ltalia. Para ello, se selecciondé una masa de huevos de M.
artiellia de un unico nodulo, que contenia solo una hembra de nematodo, de una raiz de garbanzo,
que fue desinfectada con 1% NaOCI durante 4 minutos y posteriormente sometida a 4 lavados en
agua destilada estéril para la eliminacién del desinfectante. Esta masa de huevos desinfectada se
depositd alrededor del sistema radical de plantas de garbanzo (cv. UC27) de 2-3 semanas de edad
y cultivadas en una mezcla de suelo (arenallimo, 2:1, v/v) esterilizado. Las plantas se cultivaron
durante 3 a 4 meses a 21 + 1 °C con un fotoperiodo de 14 horas de luz fluorescente a 360 + 25 puE
m2s1. El inéculo de nematodos para los experimentos se increment6 extrayendo los huevos con el
procedimiento NaOCI (Hussey y Barker, 1973), y reinoculando sucesivamente en nuevas plantas
hasta alcanzar la cantidad deseada. Para ello, las raices infectadas se lavaron con agua, se
cortaron en segmentos de 1-2 cm de longitud, y se agitaron durante 3 minutos en una solucién 1%
NaOCI. Posteriormente, la suspension se filtr6 por tamices de 75 um y 5 uym de apertura
consecutivamente, y los huevos retenidos en el tamiz de 5 ym se lavaron varias veces para eliminar
cualquier resto de NaOCI y se resuspendieron en agua destilada estéril. Para evaluar la densidad
del indculo de M. artiellia aplicada en cada uno de los experimentos, en la suspension basal
obtenida se determind la poblacion de huevos mediante dilucion (1:100) a partir de alicuotas de 1 ml
(repetidas 10 veces de forma independiente). Para inocular las plantas con M. artiellia, se afiadio
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alrededor de la radicula de una semilla germinada, en el momento de la siembra, una suspensién de
diferente volumen en cada experimento, conteniendo huevos o juveniles de segunda edad (J2) de
M. artiellia. Las plantas que sirvieron como control se trataron de igual forma que las inoculadas,
pero empleando agua destilada estéril sin indculo del nematodo.

En el caso de los experimentos con J2 solamente (experimento de penetracion y geles
preliminares de protedmica), las masas de huevos adheridas a las hembras fueron tomadas
individualmente mediante pinzas y depositadas en tamices de 90 um, que sélo permiten el paso de
los J2s recién eclosionados. Los tamices se cubrieron con agua estéril hasta el nivel de las masas
de huevos, dejandose en oscuridad y a una temperatura constante de 21 + 1 °C. Cada tres dias se
retiraron los nematodos, se contaron los individuos viables y se ajustd su concentracion para su

posterior inoculacion en plantas

2.3.2.- INOCULO DE FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. CICERIS

En todos los experimentos realizados se ha utilizado el aislado Foc-8012 perteneciente a la
raza 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris (Foc-5) (Jiménez-Diaz et al., 1989b). Este aislado, que se
obtuvo de plantas de garbanzo infectadas del sur de Espafia, ocasiona Marchitez Vascular en los
cultivares susceptibles (Trapero-Casas y Jiménez-Diaz, 1985b). Foc-8012 forma parte de la
micoteca del Departamento de Proteccion de Cultivos, Instituto de Agricultura Sostenible, CSIC,
Coérdoba, Esparia.

El cultivo activo de Foc-8012 se obtuvo de pequefias alicuotas de suelo infestado, colocadas
sobre agar patata dextrosa (APD) (20 g de agar, 250 g de patata, 20 g D-glucosa por litro de agua
desionizada) en placas petri, que se incubaron a 25° C y un fotoperiodo de 12 h/dia de luz
fluorescente y cercana al ultravioleta (NUV) de 54 pyEm-2s' durante 7 dias. Como in6culo, se
utilizaron clamidosporas obtenidas de un sustrato colonizado por F. oxysporum f. sp. ciceris, que
consistid en una mezcla de arena, harina de maiz y agua destilada (AMA) en proporcién 9:2:1 en
peso (Nene y Haware, 1980; Trapero Casas, 1983). La arena seca y tamizada se mezclé con la
harina de maiz y el agua, y la mezcla se distribuyé en matraces Erlenmeyer de 1.000 ml (400 g /
matraz) y se esterilizo en autoclave (121°C, 75 min, dos veces en dias consecutivos). Al substrato
esterilizado se afadieron 18 discos de agar de 5 mm de diametro, tomados de un cultivo de F.
oxysporum f. sp. ciceris de 7 dias de crecimiento en APD en las condiciones anteriores. Los
matraces se incubaron a 25 °C y un fotoperiodo de 12h dia-' de luz blanca y NUV de 36 yEm-2s-'.
Cada 2-3 dias, los matraces se agitaron con el fin de distribuir el inéculo de F. oxysporum f. sp.

ciceris y favorecer la colonizacién homogénea de la mezcla por éste. A los 15 dias de incubacion, el
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sustrato colonizado por el hongo se mezcld con suelo esterilizado en proporcion 1:12 en peso. El
suelo utilizado fue una mezcla de arena y limo (1:1 en peso) esterilizada en autoclave (121°C, 75
min, dos veces en dias consecutivos). La mezcla resultante se distribuyd en matraces Erlenmeyer
de 1.000 ml (400 g / matraz) y se incubd a 25°C en oscuridad durante 6 semanas, en el curso de las
cuales los matraces se agitaron periddicamente para facilitar la colonizacién homogénea del
substrato por el hongo. Tras el periodo de incubacion, el sustrato infestado se sometié a secado en
estufa de calor seco a 30°C durante 3-4 dias, tras los cuales se almacen6 a 4°C hasta su utilizacion.
La existencia de clamidosporas en el sustrato se determiné mediante observaciones microscopicas.

Las estimaciones del indculo de F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 para la infestacion del suelo
se determinaron por el método de dilucidn en placa. Para ello, de cada mezcla de suelo infestado
utilizada en los distintos experimentos, se muestrearon al azar pequefias cantidades de suelo del
volumen global, y dichas muestras se mezclaron para componer una mezcla unica de un peso
aproximado de 50 g en cada experimento. De dicha mezcla se utilizaron tres submuestras de 1 g,
cada una de las cuales se incorpor6 a matraces Erlenmeyer con 100 ml de agar-agua estéril al
0,1%. La suspension se homogeneiz6 en un agitador magnético durante 5 min y alicuotas de 1 ml
de ésta se distribuyeron en placas petri con medio VOPA (200 ml jugo V8; 3 g CaCOs; 5 g D-
glucosa; 2 g extracto de levadura; 5 g oxgall; 20 g agar; 800 ml agua desionizada; 100 mg
aureomicina; 300 mg sulfato de estreptomicina; 500 mg pentacloro-nitrobenceno) (tres placas por
muestra de suelo) y las placas se incubaron en una cadmara a 25°C en oscuridad. Tras 4-5 dias de
incubacion se identificaron y contabilizaron las colonias de F. oxysporum f. sp. ciceris para
determinar el niumero de propagulos (ufc) por gramo de suelo. En cada uno de los experimentos, la
densidad de indculo de F. oxysporum f. sp. ciceris en el suelo se determind inmediatamente

después de la incorporacién del patégeno al mismo.

2.3.3.-MATERIAL VEGETAL

Para los distintos experimentos, se utilizaron dos lineas de garbanzo, CA 336.14.3.0 e ICC
14216K, que fueron seleccionadas para el estudio basandose en la reaccién diferencial a Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris raza 5 tras su interaccion con el nematodo M. artiellia, aun siendo ambas
susceptibles al mismo (Castillo et al., 2003; Navas Cortés et al., 2008). La linea CA 336.14.3.0 se
muestra resistente a la raza 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris tanto a bajas como altas densidades de
indculo (3.000 y 30.000 clamidosporas/g suelo, respectivamente), pero esta resistencia se muestra
inestable, independientemente de la densidad del indculo fungico, cuando las plantas son

coinfectadas con M. artiellia; sin embargo, la linea de garbanzo ICC 14216K, también resistente a la
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raza 5 a baja y alta densidad de indculo, mantiene este caracter cuando es coinfectada con M.
artiellia. La linea ICC14216K proviene de programas de mejora del ICRISAT (International Crops
Research Institute for Semiarid Tropics, Hyderabad, India), mientras que la linea CA336.14.3.0, que
proviene de lineas avanzadas (Fs - F7) en programas de mejora de resistencia a la FVG, en los que
se uso la linea “desi” 81001 como fuente de resistencia, fue desarrollada por el grupo de Sanidad
Vegetal (AGR-136), el Departamento de Agronomia y Mejora del CIDA-Cérdoba, la Junta de
Andalucia y Koipesol Semillas, S.A., siendo ademas resistente a un aislado altamente virulento de
D. rabiei (Navas-Cortés et al., 1998b) y a las razas 0, 1, 5y 6 de F. oxysporum f.sp. ciceris (Jiménez
Diaz, no publicado).

Adicionalmente, en el experimento de fluido xilematico se introdujo la linea de garbanzo JG-
62, seleccionada por ser compatible con todas la razas de F. oxysporum f. sp. ciceris y poder asi

suministrar informacion sobre la respuesta de susceptibilidad a la enfermedad.

2.3.4- DETERMINACION DE LAS FASES PARASITICAS DE M. ARTIELLIA Y
EVALUACION DE LA PENETRACION

2.3.4.1.- Fases del ciclo parasitico de M. artiellia

Para determinar los diferentes hitos del ciclo parasitico de M. artiellia en plantas de garbanzo,
semillas del cultivar UC 27 (que se habia mostrado susceptible a M. artiellia, Castilo et al., 2003;
Navas Cortés et al., 2008) se desinfestaron superficialmente con una solucion de NaOCI al 20%
durante 3 min. Posteriormente las semillas se germinaron en camaras himedas a 25°C en
oscuridad durante 48 h, con objeto de utilizar semillas con una la longitud de radicula estandarizada.
Las semillas germinadas se sembraron en macetas de arcilla de 7,5 cm de diametro conteniendo
400 cm?® de una mezcla de suelo (arena: limo; 2:1, viv) esterilizado e infestado con el aislado de M.
artiellia en el momento de la siembra. Las plantulas se mantuvieron en una camara de crecimiento
ajustada a 25 £ 1° C y un fotoperiodo de 14 h/dia de luz fluorescente y NUV a 360+ 25 yEm-2s
durante el tiempo de incubacién del experimento. Estas condiciones son favorables para la infeccion
y reproduccién de M. artiellia (Di Vito y Greco, 1988b; Castillo et al., 2003). Las plantulas se regaron
diariamente con agua corriente de acuerdo a sus necesidades y semanalmente con 100 ml de
solucion nutritiva (Hoagland y Arnon, 1950). Se utilizaron 3 repeticiones por cada periodo temporal
estudiado y se inocularon 400 J2s/plantula. Para estandarizar el proceso parasitico en el tiempo, 48

horas después de la inoculacion las plantulas se transplantaron a otras macetas con la misma
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mezcla de suelo esterilizado sin inocular, con objeto de evitar posibles infecciones secundarias
posteriores que pudieran confundir las observaciones. Para las observaciones se seleccionaron
diversos periodos temporales que incluyeron 1, 2, 4, 6, 8, 10, 14, 18, 26, 31 y 38 DAI.

En cada uno de los periodos temporales seleccionados, las raices se lavaron con agua
corriente, para eliminar las particulas de suelo adherido a la superficie, y se tifieron con fucsina
acida, siguiendo el protocolo de Byrd et al. (1983), con algunas modificaciones para tener en cuenta
que la raiz primaria en garbanzo por su mayor grosor presenta cierta dificultad en la observacién de
los nematodos en su interior. Las raices completas se mantuvieron en agitacién con una solucién de
150 ml de agua mas 90 ml de lejia comercial (5,25 % de NaOCI) durante 6 minutos, luego se
lavaron en agua corriente a flujo constante durante 45 segundos, dejandose 15 minutos en agua
para eliminar cualquier resto de lejia que pudiera inhibir la tincién con fucsina acida. Las raices se
secaron superficialmente y se introdujeron en la solucién de tincién [150 ml de agua destilada mas 5
ml de solucidn stock de tincion (0,35 gr. de fucsina acida en 25 ml de acido acético, llevado a un
volumen final de 100 ml con agua destilada)]. Esta solucion con las raices se calentd hasta
ebullicion durante 30 segundos; posteriormente, las raices se lavaron con agua destilada para
eliminar la fucsina superficial y se secaron superficialmente con papel de filtro. Para destefir, se
utilizo glicerol acidificado (20-30 ml con unas gotas de HCI 5 N), calentdndose hasta apariencia
translicida. Las raices se pueden almacenar en esta solucion hasta ser examinadas. Los
nematodos, después del destefiido, presentan un color rojo brillante frente a las raices que se
muestran transparentes o translucidas.

El estudio de las fases de desarrollo de los nematodos y su situacion en la raiz se realiz6
mediante observaciones con microscopio estereoscdpico Leica MS5 (Leica) y, para los detalles de

penetracion, con microscopio Laborlux (Leitz).

2.3.4.2.- Penetracion de juveniles de segunda edad de M. artiellia en las dos lineas de

garbanzo en periodos iniciales

El objetivo de este experimento fue determinar si la penetracién de J2s de M. artiellia en fases
iniciales era similar en las dos lineas de garbanzo consideradas en este estudio, para relacionar
posibles respuestas de la planta con el mismo nivel de infeccion de nematodos en la raiz. Para ello,
se inocularon 1.000 J2s/planta en recipientes de plastico estériles de 50 cm?® para facilitar el
contacto entre nematodos y la raiz de garbanzo. El experimento se llevd a cabo con un disefio
completamente al azar con 20 repeticiones por linea y utilizando una plantula por recipiente. Las

plantulas se mantuvieron en una camara de crecimiento ajustada a las mismas condiciones
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ambientales indicadas en el apartado 2.3.4.1. La tasa de penetracién de J2s se determind mediante
la evaluacién del numero de J2s presentes en las raices de cada una de las plantulas a las 48 horas
posteriores a la inoculacion.

Para la extraccion de J2s de las radiculas infectadas, éstas se lavaron en agua corriente, para
eliminar los restos de arena y limo, y se cortaron en trozos de 0,5-1,0 cm de longitud, que se
depositaron en una batidora y se homogeneizaron en un volumen de 100-150 ml a 12.000 rpm
durante 2-3 min. La suspension homogeneizada se filtrd por un tamiz de 20 cm de didmetro y un
didmetro de poro de 5 um. El contenido de este tamiz se pasé a un tubo de centrifuga al cual se le
afiadié una cucharadita de caolin y la mezcla se centrifugd a 1.800 rpm durante 5 min.
Posteriormente, el sobrenadante se elimind y al precipitado se afiadieron 250 ml de MgSO. con una
densidad de 1,15-1,17 g/cm3. Esta suspension se agité durante 15-20 s y se centrifugd a 1.500 rpm
durante 3 min. Tras esta segunda centrifugacion, el sobrenadante se vertié de nuevo sobre el tamiz
de 5 um de diametro de poro y el contenido de éste se depositd en una placa 6 en un frasco para su
recuento (Coolen, 1979).

El andlisis estadistico de los resultados se realizd mediante un andlisis de varianza y
comparacion de medias mediante el test de minima diferencia significativa (LSD), utilizando el
programa Statistix 8.0 (NH Analytical Software, Roseville, MN). Previamente a la realizacion del
analisis, los valores del numero de nematodos en la raiz fueron transformados mediante log (X+1)

para homogeneizar las varianzas y ajustar los datos a una distribucién normal.

2.3.5.- FASES INICIALES DE LA INTERACCION (4 y 8 DAI)

En este experimento se estudio la respuesta protedmica de ambas lineas de garbanzo en
periodos iniciales de la interaccion, a los 4 y 8 DAI. Las semillas germinadas, seleccionadas por
uniformidad (con raices de 1 a 2 cm de longitud), se plantaron individualmente en frascos de
plastico estériles de 100 cm? de volumen y conteniendo una mezcla de suelo (arena/limo, 2:1, v/v)
esterilizado e infestado con 0 6 30.000 clamidosporas de Foc-5 por gramo de suelo. El experimento
se llevd a cabo con un disefio completamente al azar con 3 repeticiones por cada tiempo de
muestreo y linea, cada repeticion consistente en 6 raices de plantulas a los 4 DAl y 8 DAI. Las
plantulas se mantuvieron en una camara de crecimiento ajustada a las mismas condiciones
ambientales indicadas en el apartado 2.3.4.1 durante el tiempo de incubacion del experimento. A los
4y 8 DAl las raices se lavaron primero con agua, para eliminar las particulas de suelo, y luego con
agua destilada estéril, se congelaron rapidamente con nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80 °C

hasta la extraccion de proteinas.
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2.3.6.- FASES AVANZADAS DE LA INTERACCION (35-40 DAI)

Para estudiar las respuestas proteicas en fases avanzadas de la interaccion en el patosistema
garbanzo-Foc-5-M. artiellia se utilizaron plantas de 35-40 DAI. Como en los experimentos
anteriores, las semillas germinadas se seleccionaron por uniformidad y se sembraron en macetas
de arcilla de 15 cm. de didmetro (cuatro semillas por maceta) en una mezcla de suelo (arena/limo,
2:1, vIv) esterilizado. El suelo se infestd con 0 6 30.000 clamidosporas de Foc-5 por gramo de suelo
en combinacion con 0 & 20 huevos + J2 por centimetro cubico de suelo. Se realizaron tres
repeticiones bioldgicas por cada tratamiento, consistentes en el material vegetal obtenido de cuatro
plantas/maceta. Los cuatro tratamientos fueron (Fig. 2.2): (i) suelo estéril; (i) suelo infestado con M.
artiellia; (iii) suelo infestado con Foc-5; y (iv) suelo infestado con M. artiellia y Foc-5. El inéculo de M.
artiellia se afiadio en 5 ml de agua destilada estéril y en el centro de las cuatro semillas, a la altura
de las raices, lo que se efectud en el momento de sembrar las semillas germinadas, para favorecer
la colonizacion de éstas por el nematodo. En los tratamientos sin nematodo, se afiadieron 5 ml de

agua destilada esteril.
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Figura 2.2.- Tratamientos para el estudio proteémico en fases avanzadas de la interaccion (35-40 DAI) en
el patosistema garbanzo-Foc-5-M. artiellia. Control, plantas sin inocular; Ma, plantas inoculadas con 20 huevos +
J2/cm? de suelo de M. artiellia; Foc-5, plantas inoculadas con 30.000 clamidosporas/g de suelo de F. oxysporum f. sp.
ciceris raza 5; Foc-5-Ma, plantas inoculadas simultaneamente con 30.000 clamidosporas/g de suelo de F. oxysporum f.
sp. ciceris raza 5 y 20 huevos + J2/cm? de suelo M. artiellia.
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Al final del experimento (35-40 DAI), se separaron las raices de cada grupo de plantas y se
lavaron con agua corriente, para eliminar las particulas de suelo adheridas, y posteriormente con
agua destilada estéril. Este periodo de muestreo se seleccion6 de acuerdo a estudios previos de la
interaccién de garbanzo-M.artiellia (Volvas et al., 2005), en los cuales se habian demostrado
elevados niveles de infeccion, asi como un buen desarrollo de las células gigantes, sin que se
apreciasen grandes dafios en la planta. En dicho periodo la hembra de M. artiellia esta
completamente desarrollada y presenta una deposicion inicial de huevos en la matriz gelatinosa (Di
Vito y Greco, 1988a; Volvas et al., 2005).

Con objeto de eliminar proteinas constitutivas del nematodo y concentrar la muestra en la
respuesta de la planta, en los tratamientos con M. artiellia (tratamientos ii y iv), la hembra junto con
la matriz gelatinosa conteniendo huevos se eliminé cuidadosamente con pinzas (Fig. 2.3). La parte
nodulada de la raiz se secciond por ambas partes utilizando un bisturi estéril, y se depositd en agua
destilada estéril, hasta que la cantidad fuera suficiente para manipularse (aproximadamente 50
nddulos). Posteriormente los nodulos seccionados se secaron superficialmente con papel de filtro
uno a uno, y se depositaron en un tubo de microcentrifuga, congelandose rapidamente con
nitrégeno liquido, proceso que se repitio hasta conseguir 300 mg de material vegetal, que fue la
cantidad elegida para cada repeticion biologica. En los tratamientos control (i) y Foc-5 (iii) se utilizo
el mismo procedimiento anterior, aunque en estos casos al no existir nodulacion en la raiz, se
seleccionaron raices de la misma edad que las raices que contenian los nddulos del nematodo.
Todas las muestra se almacenaron a -80 °C hasta su extraccion. La cantidad de material vegetal de
raiz cosechada se fijo atendiendo, por un lado, al rendimiento del procedimiento de extraccion
utilizado y por otro a la dificultad para obtener material vegetal de nddulos del nematodo, debido a la
laboriosidad de la tarea de localizacion de las hembras y su separacién de la raiz de la planta con
las pinzas de micro-manipulacion.

Este método de recoleccion de material puede ser interesante, en estudios protedmicos en
Fitonematologia, para concentrar la respuesta y eliminar/reducir al minimo la contaminacién por
proteinas constitutivas del nematodo. M. artiellia puede, asi mismo, ser un buen nematodo modelo
para aplicar esta técnica por la escasa nodulacion que origina en las plantas huéspedes que
parasita, lo que contrasta con otras especies de Meloidogyne (Volvas et al., 2005), las cuales
producen una mayor division de células adyacentes a las células gigantes, con la posible dilucién de
la respuesta de éstas.
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Figura 2.3.- Sitio de alimentacién y nddulo producido por M. artiellia en raices de garbanzo. A,
Comparacion entre raices de garbanzo infectadas por M. artiellia y raices sanas, donde se observa la escasa
nodulacion en la raiz, la hembra sobresaliendo de ésta y los huevos incluidos en la matriz gelatinosa que produce; B,
Seccion transversal del sitio de alimentacidn en garbanzo inducido por M. artellia.

2.3.7.- ESTUDIO DE LA INTERACCION EN EL FLUIDO APOPLASTICO

En este caso se realizaron dos tipos de experimentos, con raices intactas y con raices
divididas (experimento de “split-root”), en el que se inocularon los patégenos en diferentes partes
radicales de la planta. Inicialmente se intentd obtener fluido xilematico cortando el tallo de las
plantas de garbanzo (CA336.14.3.0 e ICC14216K) cerca del nivel del suelo 6 insertando agujas
hipodérmicas en la base del tallo. Sin embargo, este método que funciona muy bien en especies
como tomate (Rep et al., 2003) y en la interaccion de esta planta con F. oxysporum f. sp. lycopersici,
resulté infructuoso con garbanzo, probablemente debido a un bajo valor de presiéon radical. Por ello,
se utilizé como fluido apolastico el resultante de la infiltracion de los espacios extracelulares de la

raiz con un medio extractante, tal como se describe mas adelante (seccion 2.3.8.2).

2.3.7.1.- Fluido apoplastico en raices intactas

En el experimento se incluyé una linea susceptible (JG62) a la FVG en relacion con la cual se
establecieron los tiempos de muestreo en nuestras lineas de estudio CA336.14.3.0 e ICC14216K.
Para ello, las semillas germinadas y seleccionadas (como en experimentos anteriores) de las lineas
CA336.14.3.0 y ICC14216K, y de la linea JG62 (susceptible a Foc-5), se sembraron en la misma
mezcla de suelo esterilizado infestado con 0 ¢ 30,000 clamidosporas de Foc-5 por gramo de suelo,
y una planta por cada maceta (100 cm?3). El experimento se llevé a cabo con un disefio
completamente al azar con 4 repeticiones por cultivar y utilizando una plantula por maceta. Las

plantas se mantuvieron en una cédmara de crecimiento ajustada a las mismas condiciones
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ambientales indicadas en el apartado 2.3.4.1. Los tiempos de muestreo se establecieron de acuerdo
con la sintomatologia de “JG62”, correspondiendo al inicio (aproximadamente 14 DAI) y a la plena

expresion de los sintomas de la enfermedad (18 DAI).

2.3.7.2.- Fluido apoplastico en raices divididas mediante la técnica de “split-root”

Para la formacién de plantas con el sistema radicular dividido en dos partes iguales se utilizo
un procedimiento similar al de Kaur y Singh (2007), con pequefias modificaciones. Las semillas
germinadas como en los experimentos anteriores, se seleccionaron por uniformidad (con raices de 1
a 2 cm de longitud) y se plantaron en una mezcla de suelo (arenallimo, 2:1, v/v) esterilizado,
creciéndose durante 4 dias en bandejas de plastico. Este procedimiento permitio la formacién de
raices secundarias de algunos milimetros, junto con el crecimiento de la raiz principal. Tras
descartar las plantas con pocas raices secundarias o con un desarrollo asimétrico de éstas, a las
restantes les fue cortada la raiz principal con un bisturi estéril dejando suficiente cantidad de raices
secundarias (2-3 cm debajo de los cotiledones), tras lo cual se volvieron a plantar en la misma
mezcla de suelo esterilizado en bandejas de plastico. A los 5-6 dias posteriores se consiguid un
crecimiento de las raices secundarias de unos 4-5 cm, con lo que las plantas pudieron ser
manipuladas y colocadas en las macetas adaptadas para separar las dos mitades radicales. Para
ello se utilizaron macetas de plastico (500 cm3) que presentaban una incision entre ambas para
poder colocar la planta y estaban unidas entre si mediante cinta adherente (Fig. 2.5).

En este experimento se plante6 el estudio de la interaccidon de las lineas de garbanzo
CA336.14.3.0 e ICC14216K con ambos patégenos utilizando las mismas densidades de inculo que
en experimentos anteriores y los tratamientos indicados en la Fig. 2.4. Las inoculaciones de los
patdgenos se realizaron, como se ha descrito anteriormente, en el momento de disponer la planta
sobre las macetas. El experimento se llevd a cabo con un disefio completamente al azar con 4
repeticiones por cultivar y utilizando una plantula por recipiente. Las plantas se mantuvieron en una
camara de crecimiento ajustada a las mismas condiciones ambientales indicadas en el apartado
2.3.4.1 durante 40 dias.

Al final del experimento se determinaron los pesos de ambas partes radicales de cada planta,
con objeto de determinar si existia alguna influencia sistémica en los diferentes tratamientos. El
analisis estadistico se realizd mediante el test T de muestras pareadas, en el cual los datos de cada
parte radical de la planta estan asociados, al pertenecer a la misma planta, utilizandose el programa
Statistix 8.0 (NH Analytical Software, Roseville, MN).
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Figura 2.4.- Esquema de inoculaciones en el experimento de “split-root”. A) Una parte de las raices no se
inoculé, mientras que en la otra se hicieron los tratamientos de Control (sin inocular), Foc-5, (30.000 clamidosporas/ g.
suelo) y M.artiellia (20 huevos-juveniles / cm3 de suelo); B) Una parte de las raices se inoculdé con Foc-5 (30.000
clamidosporas / g suelo) y la otra con M. artiellia (20 huevos-juveniles / cm® de suelo). Los tratamientos se realizaron
con ambas lineas de garbanzo CA336.14.3.0 e ICC14216K.

Figura 2.5.- Planta de la linea CA336.14.3.0 en el experimento de “split-root” a los 40 DAI.

2.3.8.- EXTRACCION Y SEPARACION DE PROTEINAS

2.3.8.1.- Experimentos en periodos iniciales de la interaccion (4-8 DAI) y en fases
avanzadas (35-40 DAI)

El material vegetal cosechado fue reducido a polvo en un mortero preenfriado con nitrogeno
liquido. En el caso del material vegetal procedente de nodulos se utilizo todo el material disponible
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para la extraccion de proteinas, mientras que con el procedente de raices, solo se utilizé un gramo
para la extraccion, como se recomienda en el protocolo utilizado (Dumas-Gaudot et al., 2004), en
los experimentos de 4-8 DAl y 300 mg en los de 35-40 DAI. El material vegetal convertido en polvo,
sin permitir su descongelacion, se homogeniz6 mediante agitacion con la maza en el mismo mortero
con 10 mL de tampdn de lisis (0,5 M Tris-HCI conteniendo 0,7 M de sacarosa, 50 mM EDTA, 0,1 M
KCI, 10 mM thiourea, 2 mM PMSF y 2 % viv B-mercaptoetanol). Posteriormente, se afiadieron 10
mL de fenol tamponado (pH 8) y se agitd durante 30 min, tras lo cual la fase fendlica, separada por
centrifugacion, se lavé con otros 10 mL de tampén de lisis. Se recuperd la fase fendlica y las
proteinas fueron precipitadas afiadiendo 5 volimenes de metanol conteniendo 0,1 M de acetato
amonico durante toda la noche a -20 °C. El precipitado, obtenido por centrifugacion, se lavo con
metanol y acetona preenfriados a -20 °C, se secd con corriente de aire y se resuspendié en 200 uL
de tampon de solubilizacion conteniendo 9 M urea, 4 % w/v CHAPS, 0.5 % v/v Triton X-100, 100
mM DTT y 2 % vlv biolytes pH 3-10 (Bio-Rad). Los lipidos y &cidos nucleicos se eliminaron con
ultracentrifugacion durante 30 min y el contenido de proteina del sobrenadante fue analizado
mediante el método Bradford, usando ovalbumina como estandar. Las muestras se mantuvieron a -
80 °C hasta su posterior uso en el iso-electroenfoque.

Se realizaron algunos geles pequefios preliminares para determinar la distribucion
electroforética de las proteinas de raiz de garbanzo, utilizdndose tiras de isoelectroenfoque (IEF) de
7 cm, gradiente pH 3-10 linear (Bio-Rad). Con este experimento se determind que la mayoria de las
proteinas estaban dentro del rango de 3-7 de pH en la tira. Asi, en el experimento de 4-8 DAI se
utilizé un gradiente de 4-7 de pH (17 cm), mientras que en el experimento a los 35-40 DAI se optd
por utilizar un gradiente no-lineal de 3-10 de pH (17 cm) para escrutar mas el proteoma. Se
procesaron tres réplicas biolbgicas de cada tratamiento y genotipo de garbanzo, cada una
consistente en una extraccion independiente de diferentes muestras de plantas. El IEF se realizd
disponiendo las tiras en los pocillos de la camara de IEF contactando el gel con los electrodos. Las
tiras se cargaron con 500 ug 6 100 ug de proteina, en respectivamente los experimentos de 4-8DAI
(en que la tincion se hizo con Coomassie) o de 35-40DAl (en que se tifid con Sypro Ruby), en un
volumen final de 300 uL conteniendo 9 M urea, 4 % CHAPS, 0,5 % v/v Tritdn X-100, 100 mM DTT,
mientras que en los geles pequerios preliminares se utilizd un volumen de 125 pl del mismo tampon
de solubilizacion y 150 ug de proteina. Cada tira, junto con el tampdn de rehidratacién y de carga,
se sello con aceite mineral para evitar la evaporacion y mejorar la circulacion de corriente eléctrica y
todo el conjunto se dejo en la fase de absorcion y rehidratacion durante 16 horas. El
isoelectroenfoque, tanto para las tiras de 7 cm como las de 17 cm, se llevd a cabo en un PROTEAN

IEF Cell (Bio-Rad) en diversas fases: fase 1, gradiente lineal hasta 250 V en 20 minutos; fase 2,
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gradiente lineal hasta 4.000 V en 2 horas (7 cm) 6 10.000 V en 2,5 horas (17 cm); fase 3, gradiente
exponencial hasta 4.000 V a 10.000 Vh-' (7 cm) 6 10.000 V a 40.000 Vh-' (17 cm). La temperatura
de trabajo fue de 20 °C. Después del isoelectroenfoque, las tiras se almacenaron a 20 °C o se
equilibraron inmediatamente incubandolas con agitacion, primero en una solucion conteniendo 50
mM Tris-HCI, pH 8,8, 6 M urea, 30 % glicerol (p/v), 2 % SDS (p/v), 2 % DTT (p/v) durante 15 min, y
seguidamente en una solucion de igual composicion que la anterior pero conteniendo ademas 135
mM de iodoacetamida, también durante 15 min. Después de este paso, las tiras fueron utilizadas
inmediatamente para realizar la segunda dimension.

Para realizar la segunda dimension (SDS-PAGE), las tiras de |EF se aplicaron a laminas de
cristal conteniendo geles con 11 % SDS-poliacrilamida y la electroforesis se llevé a cabo a 50
mA/gel hasta que el frente de bromofenol llegé a la parte inferior del gel, utilizandose una Bio-Rad
PROTEAN Plus Dodeca Cell. Tras el desarrollo, los geles de muestras de las fases iniciales de la
interaccion (4-8 DAI) fueron tefiidos con Coomassie Brilliant Blue G-250 de acuerdo a las
instrucciones recomendadas por el fabricante (CBB G-250; Merck, Darmstadt, Germany). Con
muestras del experimento de 35-40 DAI, los geles se tifieron con Sypro Ruby (Bio-Rad, Hercules,
CA) durante 20 horas segun el protocolo de Mathesius et al. (2001). Las imagenes de los geles
tefiidos con Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250; Merck, Darmstadt, Germany), fueron
digitalizadas con un densitometro GS-800 (Bio-Rad), mientras que las de los geles tefiidos con
Sypro Ruby se digitalizaron mediante FX-ProPlus (532 nm) MAC (Bio-Rad), con una longitud de
onda de excitacién de 300 nm y de emision de 610. Las imagenes digitalizadas se analizaron con el
programa PDQuest™ (Bio-Rad) usando 10 veces el fondo del gel como criterio minimo para
presencia-ausencia de manchas electroforéticas. El analisis fue re-evaluado mediante inspeccion
visual, prestando mayor atencién a las manchas electroforéticas mas drasticamente alteradas en los
tratamientos o con mayores diferencias constitutivas entre genotipos. Para compensar la variacion
de la tincion entre geles, las intensidades individuales se normalizaron respecto a la intensidad total
del gel. Las masas moleculares de las proteinas fueron determinadas mediante comparacion con
marcadores estandar de proteinas (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range, BioRad)
y el punto isoeléctrico (pl) se determiné mediante la migracion de las manchas electroforéticas en
|las tiras de isoelectroenfoque de 17 cm (pH 4-7 lineal), comparando la posicién y la longitud de las
tiras. Algunas de estas asignaciones de pl a manchas electroforéticas especificas en los geles con
rango de pH lineal se utilizaron como referencia (al observarse las mismas manchas electroforéticas
en los geles de rango de pH no-lineales) para determinar aproximadamente el pl de las manchas
electroforéticas en las tiras no-lineales en el experimento de 35-40 DAI. Todos los tratamientos, con

sus repeticiones, fueron estudiados en la misma comparacion. El programa cre6 una tabla con la
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cuantificacién de las densidades o6pticas de las manchas electroforéticas normalizadas, de las
cuales, aquellas seleccionadas por sus diferencias se revisaron visualmente para comprobar la
cuantificacion proporcionada por el programa.

Con los datos obtenidos del experimento de las fases iniciales de la interaccion, al ser un
analisis de control-tratamiento, se realizd un analisis de varianza con comparacién de medias
mediante el test de minima diferencia significativa (LSD) usando Statistix 8.0 (NH Analytical
Software, Roseville, MN). Antes del anélisis, los valores fueron normalizados mediante la
transformacion log10(X) para determinar diferencias estadisticamente significativas en la (Gomez y
Gomez, 1984; Urfer et al., 2006).

En el experimento de las fases mas avanzadas de la interaccion (35-40 DAl), las
cuantificaciones de las proteinas se estudiaron mediante el programa NIA Array Analysis (Sharov et
al., 2005), el cual selecciona manchas electroforéticas estadisticamente validas mediante el analisis
de varianza (ANOVA). Se siguieron varios pasos en el estudio: i) se realizd una agrupacion
jerarquica (“hierarchical clustering”) para revisar el conjunto de datos, y los resultados se
representaron en un dendograma; ii) el conjunto de datos fue analizado mediante el Anélisis de
Componentes Principales (PCA) usando los siguientes parametros: tipo de matriz de covarianza,
tres componentes principales, un nivel de cambio del doble de nivel de proteina y un nivel de
correlacion de 0,4 para las agrupaciones; los resultados del analisis PCA fueron representados en
un diagrama bidimensional en el que las situaciones experimentales estan situadas en el mismo
area del grafico; iii) las comparaciones dos a dos entre los promedios de la expresion de la
proteinas se realizaron con los siguientes parametros: 0,5 FDR (“False Discovery Rate”) y un nivel
del doble de expresidn; iv) los histogramas representando el log de los promedios de los valores de
cada proteina fueron descargados usando el programa. Las manchas electroforéticas que
presentaron algun comportamiento cualitativo (manchas electroforéticas con un comportamiento de
aparicion/desaparicion respecto a su nivel en las plantas sin inocular) fueron estudiadas mediante
un andlisis de varianza y test de minima diferencia significativa (LSD) usando Statistix 8.0 (NH
Analytical Software, Roseville, MN); antes del analisis, los valores fueron normalizados mediante la

transformacion log10(X), eliminando anteriormente del analisis los valores que eran cero.

2.3.8.2.- Fluido apoplastico

La contaminacion de proteinas citoplasmaticas se determind mediante medida de la actividad
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), siguiéndose la metodologia utilizada por Garcia-

Limones (2003) en garbanzo. La mezcla de ensayo contenia tampon Tris-HCI 100 mM, pH 7,6,
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MgCl, 6,9 mM, glucosa 6-P 1 mM, NADP* 0,39 mM y de entre 60 a 200 pL de extracto enzimético
(fluido apoplastico). La reaccién se inicié con la adicion del NADP* y se registro la formacion de
NADPH siguiendo el aumento de la absorbancia a 340 nm (e= 6,2 mM-' cm'). Una unidad de
actividad G6PDH es definida como la cantidad de enzima que produce 1 umol min-' de NADPH bajo
las condiciones de ensayo anteriores. Esta actividad del fluido apoplastico, expresada como
porcentaje de la actividad de extractos brutos de tejido radical obtenidos por homogeneizacién en el
mismo buffer, se consideré como grado de contaminacién citoplasmatica de aquel.

En un principio se intentd obtener el fluido extracelular sin utilizar ningun tipo de solucion de
extraccion. Para ello, las raices se limpiaron cuidadosamente de cualquier particula de suelo
adherida, mediante lavados con agua y posteriormente con agua destilada, y se introdujeron en
tubos de centrifuga (10 ml, 1,5 cm de diametro) a los que se les habia acoplado un tubo eppendorf
en el fondo y sobre él una rejilla, de forma que el posible fluido xilematico-intercelular fuese cayendo
dentro del tubo y no estuviese en contacto directo con las raices. El fluido se recolecté mediante
centrifugacion (10 min, 2.900 g, 4°C) (Garcia Limones, 2003). Sin embargo, el contenido de
proteinas fue muy escaso (datos no mostrados).

En un segundo experimento, las muestras de raices se suspendieron en tampdn fosfato
potasico 50 mM, pH 6, conteniendo 40 mM de KCI, 2 mM de CaCl, y 5 mM de ascorbato sédico
sometiéndose a 20 periodos de presion negativa en Speed-Vac (Concentrator 5301, Eppendorf),
durante 30 s cada uno (Garcia-Limones, 2003). Las soluciones de infiltracién se recogieron por
centrifugacion, tal como se describié para el fluido xilemético, manteniéndose en frio hasta su
procesamiento.

Los extractos de proteinas apoplasticas se desalinizaron mediante dialisis, a través de una
membrana de celulosa de 12 KDa de corte (Sigma), realizada frente a 2000 volimenes de agua
mili-Q a 4°C durante 12 horas, y posteriormente se concentraron mediante liofilizacion (Flexi-dry™,
FTS Systems).

La separaciéon de proteinas mediante SDS-PAGE se realizd usando el sistema Mini-
PROTEAN Il (Bio-Rad), de acuerdo con el método de Laemmli (1970). Para ello, se utilizaron geles
de poliacrilamida al 12% T, para el gel concentrador, y 3% T, para el separador. Las muestras se
mezclaron en proporcién 1:1 (v/v) con tampén de carga [Tris-HCI 125 mM, pH 6,8, 4% (p/v) de SDS,
20% (v/v) de glicerol, 0,05% (p/v) de azul de bromofenol y 20 mM de DTT] y se calentaron a 95°C
durante 10 min. En todos los pocillos se cargd la misma cantidad de proteina. Como tampén de
carrera se uso Tris 25 mM, glicina 195 mM, pH 8,3, conteniendo 0,1% (p/v) de SDS. El desarrollo
electroforético se efectud a 200 V durante, aproximadamente, 50 min. Se emplearon marcadores de
peso molecular para SDS-PAGE de 10 a 250 KDa (Precision Plus Protein™ Standards, Bio-Rad).
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Tras el desarrollo de la electroforesis, los geles se tifieron con Coomassie siguiendo el protocolo
siguiente (Neuhoff et al., 1985): incubacion con agitaciéon durante una hora en solucion de tincion
[Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad) 0,1 % (p/v), metanol 40 % (v/v), acido acético 10 % (v/v)),
seguida de similar incubacion en la solucion de destefiido [metanol 40 % (v/v), &cido acético 10 %
(v/v)] hasta decoloracién completa, y finalmente mantenimiento en agua destilada. Las diferencias
de manchas electroforéticas entre las distintas inoculaciones se evaluaron visualmente, al obtenerse

electroforegramas bastante simples.

2.3.9.- DIGESTION DE PROTEINAS EN GEL E IDENTIFICACION POR HUELLA
PEPTIDICA

Las proteinas de interés se recortaron del gel automaticamente en una estacion Investigator
ProPic (Genomic Solutions). Los fragmentos de gel resultantes se digirieron con tripsina, también de
manera automatica, en una estacion ProGest (Genomic Solutions) con las siguientes condiciones:
dos pasos de destefiido de 30 minutos con 40% acetonitrilo/200mM bicarbonato aménico; dos
rondas de lavado con 25mM bicarbonato amonico durante 5 minutos y 25mM bicarbonato
amonico/50% acetonitrilo durante 15 minutos, respectivamente; deshidratacion con 100%
acetonitrilo durante 5 minutos y secado de la muestra; hidrataciéon con 10 L de tripsina a 12,5 ng/
ML en 25mM bicarbonato aménico durante 10 minutos a temperatura ambiente y posterior digestion
a 37°C durante 12 horas. La digestion se detuvo afiadiendo a cada muestra 10 uL de una solucion
de &cido trifluoroacético (TFA) al 0,5% en agua.

Los péptidos resultantes de la digestion con tripsina se purificaron de manera automatica en
una estacién ProMS (Genomic Solutions), mediante una microcolumna de resina C18 (ZipTip,
Millipore), eluyéndose directamente con una solucién de matriz (3 mg/mL de acido a-ciano-4-
hidoxicindmico en 70% acetonitrilo/0,1% TFA) sobre la placa MALDI en un volumen de 1 pL. Tras la
co-cristalizacion sobre la placa, las muestras se analizaron en el rango m/z de 800 a 4000 Da
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF para obtener la huella peptidica (MS),
usandose un espectrometro 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems) en modo automatico.
Se realizd calibracion interna de los espectros utilizando las relaciones masal/carga (m/z) de los
péptidos resultantes de la autolisis de la tripsina porcina (M+H*=842.509, M+H*=2211.104),
obteniéndose de esta manera una precision en la medida de las m/z de + 20 ppm. De cada muestra
se obtuvieron espectros de fragmentacion (MS/MS) de las tres m/z més intensas.
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La identificacion de proteinas se realizé combinando los espectros MS y sus correspondientes
MS/MS usando MASCOT (MatrixScience, UK) como motor de busqueda sobre la base de datos
MSDB, limitando la categoria taxonémica a (Plantas, Mamiferos,.... segun las muestras), con
carbamidometilacién completa de los residuos de cisteina y oxidacion parcial de los residuos de
metionina. El error maximo permitido en la busqueda fue de 100 ppm y el numero maximo de
errores en el corte de la proteasa fue uno.

La asignacion de funciones metabolicas se realizé mediante la clasificacidn de la proteina en
las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL, asi como en articulos relacionados con la proteina en

estudio.

2.4.- RESULTADOS

2.4.1.- FASES DEL CICLO PARASITICO DE MELOIDOGYNE ARTIELLIA

Los periodos observados determinaron los hitos mas importantes en el ciclo parasitico de M.

artiellia, entre ellos (Fig. 2.6):

- 1 DAI: no habia penetrado ningun juvenil en las raices.

- 2 DAI: se observan juveniles de segunda edad penetrando la raiz y migrando
intercelularmente en el parénquima cortical.

- 4 DAI: los juveniles de segunda edad se han fijado en las proximidades del cilindro vascular
y han estimulado la formacién del sitio de alimentacién.

- 8 DAI: se observa que los juveniles de segunda edad estdn anclados en el punto de
alimentacion y engrosando, pero sin apreciarse todavia ninguna muda de la cuticula.

- 14 DAI: los juveniles de segunda edad han realizado las dos mudas, siendo por tanto J4, y
se observan mas engrosados que en la fase anterior.

- 18 DAI: se puede observar el sitio de alimentacion en la raiz decolorada sin seccionar y los
nematodos han pasado al estado adulto.

- 21 DAI: se observa cierta degradacion de las células del cortex en la zona posterior de la
hembra, lo cual nos puede indicar la cercania de la deposicion de huevos y de la matriz gelatinosa
secretada por las glandulas rectales que los envuelve.

- 26 DAI: se observan algunas hembras con la masa gelatinosa englobando a un numero

reducido de huevos.
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Figura 2.6.- Diferentes estadios del ciclo parasitico de M. artiellia en garbanzo (linea CA336.14.3.0). A) y B)
2 DAI, migracion intercelular de los juveniles de segunda edad en el cortex; C) 4 DA, fijacidn de los nematodos al cortex
de la raiz e inicio de la formacién del sitio de alimentacion; D) 8 DAI, engrosamientos de los juveniles de segunda edad;
E) 18 DAI, juvenil de cuarto estadio junto con la degradacion de las células del cortex asociada a la formacion de la
matriz gelatinosa; F) 18 DAI, hembra adulta en la raiz, se observa el sitio de alimentacién y la formacién de la matriz
gelatinosa junto con la degradacion de las células del cortex; G) detalle de la parte posterior de la hembra observandose
cierta degradacion de las células del cértex; H) detalle del sitio de alimentacion a los 18 DAI
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2.4.2.- TEST DE PENETRACION DE ‘CA336.14.3.0' E ‘ICC14216K’ EN PERIODOS
INICIALES DE LA INTERACCION

El nimero medio de juveniles de segunda edad de M. artiellia, que habian penetrado en la
raiz a las 48 horas después de la inoculacion, fue de 849,5 + 74,6 para la linea CA336.14.3.0 y
836,3 + 74,3 para la linea ICC14216K, lo que supone que ambas lineas, con unos porcentajes

superiores al 80%, no presentan diferencias significativas de penetracion (Fig. 2.7).

TEST DE PENETRACION

1000 -
900 - T T
©
£ 800 - L T
v 8 700 -
o o
S < 600 -
o n
% o 500 -
ET 400
Z g 300 -
T 200 -
< 100 -
0
CA336.14.3.0 ICC14216K

Lineas de garbanzo

Figura 2.7.- Namero de juveniles de segunda edad de M. artiellia penetrados en la raiz de plantulas
de garbanzo (lineas CA33614.3.0 e ICC14216K) a las 48 horas posteriores a la inoculacién. Los valores
representados son la media + desviacién estandar (n= 40).

2.4.3.- RESPUESTA PROTEOMICA EN FASES INICIALES DE LA INTERACCION (4 Y 8

DAI

En un experimento inicial se consideré la posibilidad de realizar diversos muestreos, como 2,
4,8y 18 DAI, a tiempos coincidentes con los siguientes hitos principales en la biologia de M. artiellia
y la germinaciéon de clamidosporas de Foc-5: 2 DAI, penetracion y migracion intercelular del
nematodo y posible primer contacto con clamidosporas germinadas cercanas a la raiz; 4 DA,
primera interaccion alimenticia y fijacion del nematodo en la planta, inicio de la formacion del sitio de
alimentacion; 8 DAI, fase de alimentaciéon del nematodo y desarrollo completo de las células

gigantes; 18 DAI, desarrollo completo de la hembra y secrecion de enzimas por las glandulas
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anales, lo que permite degradar el tejido vegetal para poder sobresalir el cuerpo de la hembra y
comenzar la produccion de la masa gelatinosa y huevos. Se analizaron los diversos periodos
iniciales mediante experimentos protedmicos preliminares, para determinar en qué momento hacer
mayor esfuerzo en la obtencion de material vegetal y determinar posibles efectos de dilucion de la
respuesta en el total de proteinas de la planta (las técnicas proteémicas no permiten la amplificacion
de la respuesta, por lo que una posible dilucion de ésta hasta limites indetectables siempre tiene
que ser considerada). Los resultados de estos experimentos preliminares indicaron que a 2 DAI no
se observaba respuesta protedmica en ninguna de las combinaciones del experimento, mientras
que en los restantes tiempos (4, 8 y 18 DAI) si se apreciaba alguna respuesta a la inoculacién con
Foc-5 y ambos patogenos, pero no a la inoculacion simple con M. artiellia. La falta de respuesta
especifica al nematodo a todos los tiempos ensayados se interpreté que podria deberse a la dilucion
de ésta dado su caracter localizado en puntos discretos del tejido radical muestreado, mientras que
la falta de respuesta al hongo a 2 DAI se intrepret6 que podria deberse a la falta de germinacion de
las clamidosporas y/o penetracion del hongo a este tiempo.

A partir de los resultados anteriores, el experimento se redujo a la interaccion de ambas
lineas de garbanzo con Foc-5 a los tiempos de 4 y 8 DAI. Las muestras correspondientes se
analizaron mediante 2-DE, utilizandose IEF en el rango de pH 4-7 (lineal) en la primera dimension y
SDS-PAGE en geles del 11% en la segunda. Previamente, utilizando geles analiticos de pequefio
tamafio (7 cm) y un rango mas amplio de pH (3-10, lineal), se habia concluido que aquéllas eran
condiciones idoneas para la resolucion de las proteinas de las muestras. Los geles se compararon
entre si para determinar las posibles diferencias, tanto desde el punto de vista cuantitativo como
cualitativo, dentro de cada linea por efecto de los tratamientos y tiempos de inoculacién, asi como
las posibles diferencias constitutivas entre las dos lineas.

El promedio de manchas electroforéticas bien definidas fue en todos los casos de alrededor
de 500, siendo la mayoria de ellas reproducibles entre geles y tratamientos (Fig. 2.8). En cualquier
caso, solo se tomaron en consideracion las manchas electroforéticas (spots) que se encontraban al

menos en dos de las tres repeticiones bioldgicas realizadas.
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Figura 2.8.- Gel bidimensional de raices de la linea de garbanzo ICC14216K a los 8 DAI. Tefiido con
Coomassie G-250 (Bio-Rad), los marcadores de peso molecular estan situados a la izquierda del gel y el punto
isoeléctrico en la parte superior (4 — 7 lineal). Se cargaron 500 pg de proteina en cada gel. Gel realizado con tiras de
isoelectroenfoque de 17 cm de longitud.

En el primer periodo de muestreo, 4 DAI, se observaron 15 diferencias, distribuidas como
sigue: 5 diferencias comparando controles con plantas inoculadas de ‘CA336.14.3.0’ (Fig. 2.9A); 3
comparando controles y plantas inoculadas de ‘ICC14216K’ (Fig. 2.9B); y 7 proteinas diferenciales
al comparar las plantas sin inocular de ambos genotipos (Fig. 2.11A).

En el segundo tiempo de muestreo, 8 DAI, también se observaron 15 diferencias, distribuidas
como sigue: 5 diferencias comparando controles con plantas inoculadas de ‘CA336.14.3.0° (Fig.
2.10); ninguna diferencia comparando controles y plantas inoculadas en ‘ICC14216K’; y 10
proteinas diferenciales al comparar las plantas sin inocular de ambos genotipos (Fig. 2.11B).

Solamente una proteina estuvo repetida en la comparacion entre los controles de ambos
genotipos, la proteina SSP1107 en 4 DAl y la SSP1008 en 8 DAI, siempre mostrando un mayor
nivel en 1CC14216K’ que en ‘CA336 14.3.0'.

Asi pues, la respuesta a la inoculacién con Foc-5 en fases iniciales de la interaccion fue
bastante débil, lo cual resulta especialmente aplicable a la linea ICC14216K que a los 8 DAI no
mostré respuesta alguna. Comparativamente, las diferencias mas notables se observaron al

comparar las plantas no inoculadas de las dos lineas en ambos periodos.
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Entre las anteriores 30 proteinas cuya presencia mostrd diferencias cualitativas o
cuantitativas, 22 fueron identificadas con proteinas que, salvo en un caso, tuvieron asignadas
funciones (Tablas 2.2-2.5). Solo 4 de las identificaciones, lo fueron con proteinas de garbanzo,
mientras que el resto fueron identificaciones por homologia con proteinas de otras especies (3 de
otras leguminosas, 7 de cereales, 4 de Arabidopsis, 2 de Nicotiana tabacum, y una de Ellaeagnus
umbellata Thumb y de Saussurea medusa Maxim). Pese a lo anterior, una mayoria de las proteinas
presentaron una buena puntuacion en la identificacion realizada por el motor de busqueda en bases
de datos MASCOT. La no identificacion de las 8 proteinas diferenciales restantes, puede ser debida
a que no se encuentren representadas en las bases de datos 6 a que no estén en concentracion
suficiente en el gel para generar buenos espectros para la busqueda en las bases de datos. Todas
las proteinas diferenciales con funcion conocida se encontraron presentes tanto en las plantas
inoculadas como en los controles sin inocular, por lo que en ningln caso se trata de proteinas
contaminantes constitutivas del hongo.

Respecto a las proteinas identificadas cuya presencia se modificd cuantitativamente en
respuesta a la inoculacion con Foc-5, en ‘CA336.14.3.0° se detectd a los 4 DAI una disminucion en
el contenido respecto al control de dos isoformas de S-adenosil-L-metionina sintasa, identificadas en
Arabidopsis thaliana y Elaeagnus umbellata, y un incremento de una proteina ribosomal identificada
en Hordeum vulgare (Tabla 2.2); mientras que a 8 DAI, se observd una disminucion de los
contenidos de tres proteinas identificadas con, respectivamente, una chalcona isomerasa de
Saussurea medusa, un fragmento de una probable subunidad beta 3 del proteasoma de Nicotiana
tabacum y una proteina de glisosilacion reversible y funcion a nivel de la modificacién de la pared
celular procedente de Phaseolus vulgaris (Tabla 2.4). A su vez, la unica identificacion con funcion
conocida efectuada en ‘ICC14216K’ correspondié a la de un enzima glicolitico, la fructosa bisfosfato
aldolasa de garbanzo, cuyo contenido a 4 DAI decrecio6 respecto al control (Tabla 2.2).

Frente a las siete modificaciones anteriores que pudieron asociarse a la respuesta a Foc-5, un
numero exactamente doble fue el que correspondidé a las proteinas de funcién conocida cuya
presencia constitutiva en ambas lineas varié bien de forma cuantitativa o cualitativa, cosa esta
ultima que sélo ocurrid en un caso (la de una proteina, identificada con una probable proteina
ribosomal S12 de arroz, que sélo se detectd a 8 DAI en los controles de ‘CA336.14.3.0’; Tabla 2.5).
Asi, en fases iniciales (4 DAl) se observaron mayores contenidos constitutivos en ICC14216K’,
respecto a ‘CA336.14.3.0°, de 5 proteinas, mientras que sucedi6 lo contrario con 2 proteinas. A
destacar que 4 de las anteriores 7 proteinas fueron identificadas con proteinas de estrés y
respuesta defensiva, tres de ellas del propio garbanzo (Tabla 2.3). En concreto, estas 4 proteinas

funcionalmente relacionadas con respuestas al estrés y/o patégenos se identificaron,
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respectivamente, con: 1) un fragmento de una proteina hipotética de 10,3 KDa, identificada en C.
arietinum, la cual se encuentra a un menor nivel en ICC14216K’; 2) una proteina de resistencia a
enfermedades, la rps 4, identificada en Arabidopsis thaliana; 3) una proteina relacionada con la
patogénesis identificada en C. arietinum; y 4) una proteina inducida por acido abcisico, también
identificada en C. arietinum, presentandose las 3 Ultimas en un mayor nivel en 1CC14216K’. En 8
DAI, fueron sélo 2 las proteinas de funcidn conocida que estuvieron presentes en mayor cantidad en
1CC14216K’ que en ‘CA336.14.3.0', sucediendo lo contrario con otras 4 proteinas mientras que una
adicional, la ya comentada proteina con analogia a la probable proteina ribosomal S12 de arroz, se
detectd unicamente en ‘CA336.14.3.0' (Tabla 2.5). Entre estas proteinas, que funcionalmente
constituyen un conjunto mas diverso que el expresado diferencialmente entre lineas a 4 DAI, se
podrian destacar las identificadas con: 1) “TGB12K proteina de interaccion 2” de N. tabacum, que se
encuadra funcionalmente en la respuesta al estrés y/o patégenos; 2) un dominio de tioredoxina
identificado en Medicago truncatula, con posible funciéon antioxidante; 3) una proteina de tipo
citocromo P-450; y 4) un probable elemento transponible de Oryza sativa, todas las anteriores, salvo
la Ultima, con un mayor nivel en ‘CA336.14.3.0’ que en ‘ICC14216K’ (Tabla 2.5).

En resumen, las proteinas identificadas muestran que, desde el punto de vista de la
interaccion planta-patdgeno, las funciones modificadas en orden decreciente de importancia son
(entre paréntesis se indica el nimero de proteinas afectadas): metabolismo (3), sintesis y
degradacion de proteinas (2), y metabolismo secundario (1). A su vez, la comparacion entre plantas
sin inocular muestra que las diferencias se circunscriben a las siguientes funciones en orden
decreciente de importancia (entre paréntesis se indica el numero de proteinas afectadas): estrés y
respuesta defensiva (5), unién a nucleétidos (3), metabolismo (2), transporte de electrones (2),

sintesis y degradacién de proteinas (1), y transporte (1).
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Figura 2.9.- Geles virtuales maestros del proteoma radical de las lineas de garbanzo CA336.14.3.0 e ICC14216K a los 4 DAl mostrando las manchas electroforéticas
diferenciales entre la plantas inoculadas y sin inocular con Foc-5. (A) linea CA336.14.30 y (B) linea ICC14216K. Las manchas electroforéticas diferenciales estan nombradas en el gel por
su nimero de localizacién y las flechas indican la identificacion correcta. Tridngulo con vértice hacia arriba, significa un incremento de contenido respecto a las plantas sin inocular; triangulo
con vértice hacia abajo, significa una disminucion de contenido respecto a los plantas sin inocular; circulo, regulacién cualitativa (aparicion 6 desaparicién) respecto a las plantas sin inocular.
Los marcadores de peso molecular estan situados en la derecha, expresados en KDa y el punto isoeléctrico en la parte superior del gel. Se cargaron 500 ug de proteina por gel.
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Figura 2.10.- Gel virtual maestro del proteoma radical de la linea de garbanzo CA336.14.3.0 a los 8 DAI
mostrando las manchas electroforéticas diferenciales entre la plantas inoculadas y sin inocular con Foc-5.
Las manchas electroforéticas diferenciales estdn nombradas en el gel por su nimero de localizacion y las flechas
indican la identificacion correcta. Tridngulo con vértice hacia arriba, significa un incremento de contenido respecto a
las plantas sin inocular; triangulo con vértice hacia abajo, significa una disminucion de contenido respecto a los
plantas sin inocular; circulo, regulacién cualitativa (aparicion 6 desaparicion) respecto a las plantas sin inocular. Los
marcadores de peso molecular estan situados en la derecha, expresados en KDa y el punto isoeléctrico en la parte

superior del gel. Se cargaron 500 pg de proteina por gel.
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Figura 2.11.- Geles virtuales maestros del proteoma radical de las lineas de garbanzo CA336.14.3.0 e ICC14216K a los 4 y 8 DAI mostrando las manchas electroforéticas
diferenciales entre ambas lineas en plantas sin inocular. (A) 4 DAI'y (B) 8 DAI. Las proteinas estan nombradas en el gel por su nimero de localizacion y las flechas indican la identificacion
correcta. Triangulo con vértice hacia arriba, significa un contenido superior en ‘ICC14216K’ respecto a ‘CA336.14.3.0’; tridngulo con vértice hacia abajo, significa un contenido inferior en
‘1CC14216K’ respecto a ‘CA336.14.3.0’; circulo, cambio cualitativo (aparicion 6 desaparicion). Los marcadores de peso molecular estan situados en la derecha, expresados en KDa y el punto
isoeléctrico en la parte superior del gel. Se cargaron 500 g de proteina por gel.
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TABLA 2.2. Proteinas modificadas en raices de garbanzo (lineas CA 336.14.3.0 e ICC14216K) inoculadas con Fusarium oxysporum f.sp. ciceris raza 5 a los 4 DAI.

Masa molecular ::;L(j)r;tlgctrico Secuencia de LSS
N° Proteina Especie MASCOTe (KDa) (observada/ observado/tedri cobertura Posible funciéna Tratamiento? |
tedrica) E:o) (porcentaje) IS (ppm)
CA336.14.3.0 - 4 DAI
Sobre-expresadas (cuantitativamente 6 cualitatitvamente)
SSP2305  No identificada 179 5,13 gontol 2A22°1988 0
i Sintesis y degradacion Control 334,8+198,8 b
SSP2307  Proteina ribosomal L24 (P50888) Hordeum vulgare 94(10) 41,89/18,56 5,24/10,56 50 de proteinas Foc-5 1.097.74704 a
Reprimidas (cuantitativamente 6 cualitatitvamente)
SSP4510  Noidentiicada 46,43 5,71 gonrel LI
SSP5402  S-adenosiimetionina sintetasa (P23686) Arabidopsis thaliana 235(10) 44,60/40,62 5,8008.77 2% Metabolismo ggzt?' ?gggﬂgzz :
SSP5406  S-adenosiimetionina sintetasa (QOATS6) Elaeagnus umbellata 238(7) 44,23/43 53 5,95/6,27 19 Metabolismo ﬁfjgtg"' ;:5623%2364 :
ICC14216K — 4 DAI
Sobre-expresadas (cuantitativamente 6 cualitatitvamente)
Zea mays subsp. . Control -

SSP302 X1 (Fragmento) (Q3T7E5) panviglumis 87(13) 39,77/ 4,76/8,5 19 Desconocida Foc-5 474.2426,0
SSP1113  No identificada 20,11 5,14 gggt?' 585.9473.0
Reprimidas (cuantitativamente 6 cualitatitvamente)

Fructosa-bifosfato aldolasa, citoplasmatica . - . Control 2.649,849034 a
SSP9302 (065735) Cicer arietinum 227(16) 40,24/38,60 6,86/6,21 44 Metabolismo Foc-5 815.96140,5 b

al as proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer miltiples funciones, seleccionandose la mas importante

para clasificar las proteinas en categorias.

b Control = plantas no inoculadas. Foc-5 = plantas inoculadas con 30.000 clamidosporas por g de suelo de F. oxysporum f. sp. ciceris race 5.

¢’Mascot score” y, entre paréntesis, nimero de péptidos coincidentes en la identificacion.

4 ppm = partes por millon de proteina en cada tratamiento. Las medias seguidas por letras muestran su posible separacion entre tratamientos mediante el test LSD. Los datos fueron transformados mediante log (X) para su analisis, las medias

+ desviacion standard sin transformar son representadas en esta tabla.
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TABLA 2.3. Proteinas constitutivas diferenciales en raices de garbanzo (lineas CA 336.14.3.0 e ICC14216K) al comparar los controles sin inocular de ambas lineas a los 4 DAI.

N|I<aDS: Molecular ::;lj)r;tlgctrico SeaETERGE Intensidad
N° Proteina Especie MASCOTe (e .. cobertura Posible funciéna .
(observeda/ (observedoltedri ] Tratamientos? (ppm)d
tedrica) co) (porcentaje)
Nivel superior en ICC14216K
CA336.14.3.0 188,2+116,5 b
SSP1107  OSJNBb0118P14.10 protein (Q7XVGO0) Oryza sativa 92 (14) 21,53/108,43 4,36/5,85 17 Union a nuclectidos ' '
ICC14216K 1.761,5+£250,5 a
SSP1403 Proteina de resistencia a enfermedades rps 4 Arabidopsis 77 (18) 472113.95 4.40/8 24 16 Estrés y respuesta CA336.14.3.0 64,9+56,2 b
(imported) (T51141) thaliana e e defensiva ICC14216K 282,2+110,0 a
; ; 366 o & CA336.14.3.0 484144772 b
Sspa105  Probable proteina sensible a dcido abeisico ey 2rierinum 150 (1) 18,51/16,66 4995517 2 Estrés y respuesta AATT,
(ABA) (QISMKS) defensiva ICC14216K 3.2457+18217  a
2 CA336.14.3.0 2.630,8+1771,4 b
SSP3102  Proteina PR (Q39450) Cicer arietinum 164(9) 17,80/16,93 5,13/5,48 21 Estrés y respuesta , ;
defensiva ICC14216K 11.355,3+3493,7 a
; i 486 CA336.14.3.0 - b
sspasgg  Hosfoglicerato kinasa, citosdlica (EC 2.7.2.3) gy 1y ativum 114(10) 4131/42,25 5,34/5,73 34 Metabolismo
(QILKJ2) ICC14216K 314,8+128,0 a
Nivel inferior en ICC14216K
ina hinotéti : CA336.14.3.0 . +
SSP1114 Proteina hipotética de 10,3 KDa (fragmento) Cicer arietinum 85 (6) 17.90110.38 45947 15 Estrés y respuesta 1.096,3+818,9 a
(QILEN3) defensiva ICC14216K 72,4+358,1 b
L o CA336.14.3.0 2.621,4+187,0 a
Ssp4toy  actor de iniciacion de [a transcripcion Oryza sativa 13(2) 21,60/13,64 5.2/6,69 19 Unién a nucledtidos
eucariético 5A-2 (Q10CJ2) ICC14216K 50,2+14,6 b

al as proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer multiples funciones, seleccionandose la méas importante

para clasificar las proteinas en categorias.
b Plantas control no inoculadas.
¢’Mascot score” y, entre paréntesis, nimero de péptidos coincidentes en la identificacion.

4 ppm = partes por millén de proteina en cada tratamiento. Las medias seguidas por letras muestran su posible separacion entre tratamientos mediante el test LSD. Los datos fueron transformados mediante log (X) para su anélisis, las medias

+ desviacion standard sin transformar son representadas en esta tabla.
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TABLA 2.4. Proteinas modificadas en raices de garbanzo (linea CA 336.14.3.0) inoculadas con Fusarium oxysporum f.sp. ciceris raza 5 a los 8 DAI.

Masa molecular ::;lj)r(]etlgctrico Secuencia de NIEIRES
N° Proteina Especie MASCOTe (observeda/ observadoftedri cobertura Posible funcién? Tratamientosb .
tedrica) E:o) (porcentaje) RESHICHIOS (ppm)
CA336.14.3.0 - 8 DAI
Sobre-expresadas (cuantitativamente 6 cualitatitvamente)
Control 32,9+21,2 b
SSP1615  No identificada - 58,84 483 - -
Foc-5 226,2466,0 a
Control 18,2+19,9 b
SSP5009  No identificada - 22,18 5,95
Foc-5 113,6428,7 a
Reprimidas (cuantitativamente 6 cualitatitvamente)
i Control 254,9+28,9
SSP3102  Chalcona isomerasa (Q8LKPY) Saussurea 67(3) 29,30124,98 5,52/4.95 16 Metabolismo
medusa secundario Foc-5 84,4+37,3
i intesi i Control 584,9+83,1
SSP3103 Probable subunidad beta 3 del proteasoma Nicotiana tabacum 290(14) 276502042 5,53/5,08 55 Sintesis y degradacion
(fragmento) (Q93X33) de proteinas Foc-5 249,62+103,9
Proteinas Control 866,5+140,9
SSP4306  Proteina glicosilada reversiblemente (Q69F96)  Phaseolus vulgaris 222(22) 41,82/40,74 5,7716,24 33 modificadoras de la
pared celular Foc-5 305,1+86,2

a| as proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer multiples funciones, seleccionandose la mas importante
para clasificar las proteinas en categorias.

b Control = plantas no inoculadas. Foc-5 = plantas inoculadas con 30.000 clamidosporas por g de suelo de F. oxysporum f. sp. ciceris race 5.

¢’Mascot score” y, entre paréntesis, nimero de péptidos coincidentes en la identificacion.

4 ppm = partes por millén de proteina en cada tratamiento. Las medias seguidas por letras muestran su posible separacion entre tratamientos mediante el test LSD. Los datos fueron transformados mediante log (X) para su anélisis, las medias
+ desviacion standard sin transformar son representadas en esta tabla.

96



Analisis proteémico de las interacciones de M. artiellia y Foc-5 con garbanzo

TABLA 2.5. Proteinas constitutivas diferenciales en raices de garbanzo (lineas CA 336.14.3.0 e ICC14216K) al comparar los controles sin inocular de ambas lineas a los 8 DAI.

Masa molecular Avmrel s A ’ Intensidad
o . . Punto isoeléctrico Secuencia de . i
N Proteina Especie MASCOT® Eﬁggﬁ;‘gdm (observedoltedrico) cobertura Posible funcion® Tratamientos® (ppm)d
Nivel superior en ICC14216K
CA336.14.3.0 + b
SSP1008  OSUNBb0118P14.10 protein (Q7XVGO) Oryza sativa 92 (14) 21,121108,43 5,03/5,85 17 Unién a nucledtidos 93,7468,
ICC14216K 1.221,6+526,7 a
) . » CA336.14.3.0 1.088,9+300,3 b
SSP3003  Probable elemento transposable (Q8LME) Oryza sativa 63 (14) 17,94/82,51 5,60/9,02 15 Unién a nucleétidos
ICC14216K 3.965,7+941,2 a
i i CA336.14.3.0 217,1449,5 b
SSP3105  Kinesin-like protein (QOMOXS) Arabidopsis 74 (15) 32,24/88,39 5,5/6,99 16 Transporte
thaliana ICC14216K 554,9+224,3 a
Nivel inferior en ICC14216K
Citocromo P450 (protein-like) (Fragmento).- Arabidopsis Transporte de CA336.14.3.0 330,5+54,2 a
SSPO0T2  cypgert QO] i 75 (13) 15,93/64,80 462165 2 Bialadh 116K 250205 b
5 CA336.14.3.0 1.358,8+95,9 a
SSP0307  TGB12K proteina interaccion 2 (Q84P56) Nicotiana tabacum 232 (5) 40,50/37,54 4,48/4,46 18 Estrés y respuesta
defensiva ICC14216K 750,8+181,7 b
) ) . CA336.14.3.0 2.361,4+333,7 a
SSP1614  AP004308 NID (sacarosa sintasa) (BAC16025)  Oryza sativa 186 (6) 56,02/53,72 5,12/5,15 12 Metabolismo
ICC14216K 876,4+118,4 b
; CA336.14.3.0 .292,0+ a
SSP3404  Dominio tioredoxin 2 (Q1T4Z3) Medicago 457 (11) 41,98140,74 5,47/5,38 # Transporte de 3.262,0:65,0
truncatula electrones ICC14216K 1.405,7+403,6 b
intesi i CA336.14.3.0 248,5+140,2
SSP4010  Probable proteina ribosomal $12 (Q6ZLP8) Oryza sativa 128 (5) 18,02115,13 5,7/5,33 21 g'mes's,y degradacion
e proteinas ICC14216K
CA336.14.3.0 . +
SSP5007 No identificada 22,75 6,20 24 1.923,14£229,7 a
ICC14216K 1.020,0+228,0 b
CA336.14.3.0 180,3+82,4 a
SSP7011 No identificada 21,13 6,6 0, '
ICC14216K 46,2499 b

al as proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer multiples funciones, seleccionandose la méas importante
para clasificar las proteinas en categorias.
b Plantas control no inoculadas.

¢’Mascot score” y, entre paréntesis, nimero de péptidos coincidentes en la identificacion.

4 ppm = partes por millén de proteina en cada tratamiento. Las medias seguidas por letras muestran su posible separacion entre tratamientos mediante el test LSD. Los datos fueron transformados mediante log (X) para su anélisis, las medias
+ desviacion standard sin transformar son representadas en esta tabla.
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2.4.4.- RESPUESTA PROTEOMICA DE NODULOS PRODUCIDOS POR M. ARTIELLIA
EN RAICES GARBANZO EN FASES AVANZADAS DE LA INTERACCION (35-40 DAI)

Este estudio se realizé en un periodo temporal que permitiera una mayor respuesta que la
obtenida los periodos anteriores (4-8 DAI). El tiempo seleccionado se corresponde con el de
maximo tamafio del sitio de alimentacion; en él la hembra estd completamente desarrollada y
presenta la matriz gelatinosa con huevos en el exterior de la raiz (Volvas et al., 2005), hecho
éste Ultimo que facilita la identificacion de los sitios de alimentacién. Los geles preliminares se
realizaron con extractos de muestras obtenidas sin la eliminacion completa de la hembra,
observandose una elevada contaminacion por proteinas constitutivas del nematodo (gel no
mostrado), probablemente debido a la mayor proporcién de proteinas en los tejidos animales en
comparacion con los vegetales. Por ello, se implantd un método de toma de muestra en el que
se elimind cuidadosamente con pinzas la hembra de M. artiellia junto con la matriz gelatinosa
conteniendo huevos. Se siguio la misma estrategia de comparacion de geles de proteinas entre
plantas inoculadas (con los patogenos individual 6 conjuntamente) y sin inocular de cada linea,
asi como entre plantas sin inocular de ambas lineas.

En este caso para la separacion por IEF (primera dimensiéon) se usaron tiras
electroforéticas de un rango mas amplio, desde 3 a 10 (no lineal), para poder observar de una
forma mas general la respuesta de la planta. Debido a la dificultad de obtencion de las muestras
de nddulos, la cantidad de proteina aplicada por gel (100 pg) se redujo sensiblemente respecto
al experimento anterior, resolviéndose aproximadamente unas 350 manchas electroforéticas en
los geles tefidos con Sypro-Ruby (Bio-Rad). El colorante Sypro Ruby (Bio-Rad) es mas sensible
que Coomassie G-250, con lo que el nimero de manchas electroforéticas fue apropiado para el
andlisis; al usarse un pH no lineal, también se pudo obtener una mejor resolucion de manchas

electroforéticas en todo el gel (Fig. 2.12).
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Figura 2.12.- Gel bidimensional de n6dulos de raices secundarias de la linea de garbanzo ICC14216K
causados por M. artiellia a los 35-40 DAI. Los marcadores de peso molecular estéan situados a la izquierda del gel
y el punto isoeléctrico en la parte superior (3 — 10 no-lineal). Se cargaron 100 ug de proteina en cada gel con tiras
de isoelectroenfoque de 17 cmy la tincidn se hizo con Sypro Ruby (Bio-Rad).

Aunque ambos genotipos son resistentes a la Fusariosis Vascular, M. artiellia puede
infectar a ambas lineas, observandose a este periodo de muestreo mayor envejecimiento en las
raices de ‘CA336.14.3.0’ que en las de ICC14216K’, linea esta Ultima que muestra un ligero
mayor grosor de las raices secundarias.

Se sigui6 una estrategia de andlisis de los resultados de expresion de proteinas similar a
la empleada en Brumbarova et al. (2008). El estudio se puede sintetizar en diversas etapas, en
las cuales se ha usado el programa NIA Array Analysis (Sharov et al., 2005) para los analisis
estadisticos:

1) Eleccién de manchas electroforéticas con posibles diferencias en la expresion
(observandose en tablas de cuantificacion proporcionadas por el programa PDQuest™ de Bio-
Rad).

2) Agrupaciones jerarquicas de los tratamientos y repeticiones, para determinar la similitud
de respuesta entre tratamientos y la calidad de los datos obtenidos (reproducibilidad de los

datos).
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3) Agrupamiento mediante un andlisis de componentes principales de las manchas
electroforéticas, para determinar patrones de expresion y asociaciones entre proteinas y
condiciones experimentales.

4) Determinacion de las manchas electroforéticas estadisticamente significativas al

comparar las diversas condiciones experimentales.

Para facilitar un mejor analisis y compresion de los resultados, se han estudiado las
posibles agrupaciones de manchas electroforéticas, en funcién de su expresion en las distintas
condiciones del experimento. Asi, la primera agrupacion fue la de las manchas electroforéticas
comunes a ambas lineas (modificadas en algun/os tratamiento/s), para determinar respuestas
comunes ¢ diferenciales a los patégenos inoculados separada y/o simultdneamente. Una
segunda agrupacion de datos fue la del total de las manchas electroforéticas (comunes y
especificas) diferencialmente expresadas en cada una de las lineas, para determinar las
diferentes respuestas de las mismas. Otra agrupacion fue la de las manchas electroforéticas que
presentaban una modificacion de caracter cualitativo (aparicion/desaparicion) en alguno de los
tratamientos, las cuales se analizaron estadisticamente de manera diferente, y por ultimo, la de
las diferencias constitutivas en las plantas no inoculadas de ambas lineas.

En conjunto se eligieron 50 manchas electroforéticas en ‘CA336.14.3.0' y 31 en
1CC14216K’ que presentaban un comportamiento diferencial (cuantitativo ¢ cualitativo) en
alguno de los tratamientos respecto a los controles, de las que 18 fueron comunes a ambas
lineas, mientras que sélo tres manchas electroforéticas mostraron diferencias al compararse los
controles de ambas lineas. Para el estudio de agrupacién mediante componentes principales, las
50 diferencias iniciales en ‘CA336.14.3.0’ se redujeron a 41, al no incluirse en el andlisis las
manchas electroforéticas que presentaban cambios cualitativos (apariciones 6 desapariciones en
el gel en algun/as combinacién/es planta-patdgeno), mientras que en ‘1CC14216K’, las 31
manchas electroforéticas iniciales se redujeron por este mismo motivo a 24. Las manchas
electroforéticas comunes a ambas lineas, de un nimero inicial de 18, se redujeron a 15, al solo
considerarse las que experimentaban cambios cuantitativos. Los datos normalizados de las
manchas electroforéticas mencionadas anteriormente se utilizaron para el estudio con el

programa NIA Array Analysis (Sharov et al., 2005).
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2.4.4.1.- Agrupamiento jerarquico (“hierarchical clustering”)

Se realiz6 un anélisis de agrupacion jerarquica en base al cuadrado de la distancia
euclidea entre las diferentes proteinas. Dicha distancia se estimé a partir de las coordenadas
obtenidas para cada una de las proteinas en el espacio vectorial definido por los tres factores
extraidos en el analisis de componentes principales (indicado en las caracteristicas del
programa).

Mediante esta técnica se pueden determinar las similitudes en la expresion entre
tratamientos con las manchas electroforéticas seleccionadas, cuantificando y visualizando las
diferencias mediante ramas que se van uniendo a través de nudos en ramas mas gruesas
formando arboles que representan las agrupaciones (“clusters”).

Por lo que respecta a las machas electroforéticas comunes, los distintos tratamientos se
agrupan en ambas lineas (Fig. 2.13A), con lo que se observa una clara influencia de cada
tratamiento en la respuesta, que no parece estar condicionada por el fondo genético de las
lineas de garbanzo. Otro resultado que se observa en el arbol, es el agrupamiento, por un lado,
de los tratamientos con Foc-5 (Foc-5 y Foc-5-Ma), y por otro de los tratamientos control y con
nematodo. La varibilidad de estas proteinas (a grandes rasgos) se ve mayormente explicada por
el componente de tratamiento, mas que por el de linea. Las variaciones causadas por Foc-5
suelen ser mas semejantes, agrupandose los tratamientos entre si.

El andlisis de todas las manchas electroforéticas modificadas en ‘CA336.14.3.0° e
1CC14216K" (Fig. 2.13B-C), muestra un comportamiento diferencial entre ambas lineas. Asi,
mientras en ‘ICC14216K’ ocurrié lo mismo que en el analisis de las manchas electroforéticas
comunes, agrupandose por un lado los tratamientos con Foc-5 y por otro los dos restantes
(control y nematodo) (Fig. 2.13C), en ‘CA336.14.3.0’ el tratamiento con M. artiellia se separa
claramente de los restantes, entre los cuales el tratamiento con Foc-5 se asocia al control en un
nudo, que a su vez se asocia a la combinacion de ambos patdgenos (Fig. 2.13B).

En conclusion, los tratamientos son bastantes diferenciales entre si, al separarse
claramente entre ellos. Asi también, las manchas electroforéticas comunes responden, en su
mayoria, de forma similar a las diversas inoculaciones de patégenos (hechas éstas tanto de
forma separada como conjuntamente), pudiendo ser muy interesantes las proteinas que
muestran un comportamiento  diferencial entre lineas para explicar la posible
pérdida/mantenimiento de la resistencia a Foc-5 0, desde el punto de vista global, las que

muestran un caracter diferencial entre lineas.
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Figura 2.13.- Dendograma mostrando el agrupamiento jerarquico de los tratamientos (control e
inoculaciones individuales o conjunta con M. artiellia y Foc-5) en raices de garbanzo a los 35-40 DAI. A,
manchas electroforéticas comunes a ambas lineas; B, linea CA336.14.3.0; C, linea ICC14216K. Ma: M. artiellia;
Foc-5: F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5. Las agrupaciones de expresion estan enumeradas en A, desde 1 hasta 15
yen By C, desde 1 hasta 7.

2.4.4.2.- Anélisis de componentes principales.

El andlisis de componentes principales ha permitido agrupar las diferentes manchas
electroforéticas segun sus patrones de expresion (Fig. 2.14), explicando cada uno de los
diferentes componentes principales un porcentaje de la variabilidad asociada a los datos (Tabla
2.6).
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Los datos de cuantificacion de proteinas (manchas electroforéticas) se agruparon en
columnas (repeticiones de cada tratamiento) y filas (proteinas). El analisis de componentes
principales se realizd mediante el método de “Singular Value Decomposition (SVD)” que genera
los autovectores de las filas y columnas de la matriz de datos transformados logaritmicamente
(Gabriel 1971; Chapman et al., 2002), lo que permite representar tratamientos y proteinas
separadamente (Fig. 2.14), pudiéndose explorar relaciones de unos con otras. Los cambios de
expresion proteica en un componente principal especifico son medidos por la pendiente de la
recta de regresion de los valores de la cuantificacion protéica, transformados logaritmicamente,
frente al correspondiente autovector multiplicado por el rango de valores que lo definen. Si el

grado de cambio en la expresién excede un nivel definido por el usuario (en nuestro caso el

doble de la expresion), entonces la proteina esta asociada con este componente principal. La
asociacién de proteinas se va haciendo secuencialmente, comenzando por el primer
componente principal. Las proteinas que ya hayan sido agrupadas en algun componente
principal, no son asociadas con agrupaciones de los siguientes componentes principales (Sharov
etal., 2005).

Algunas manchas electroforéticas no han podido ser asociadas a ningun componente
principal. Esto no ocurrid, sin embargo, en el estudio de las manchas electroforéticas comunes a
ambas lineas (Fig. 2.14A), donde las 14 de las 15 proteinas que mostraron variaciones
cuantitativas se asociaron a dos componentes principales, mientras que una proteina —SSP4103-
se asocié al component principal 4. En los casos de ‘CA336.14.3.0° (Fig. 2.14B) e ‘ICC14216K’
(Fig. 2.14C) fueron 36 (del total de 41 reguladas cuantitativamente) y 23 (del total de 24) las
manchas que resultaron asociadas a alguno de los componentes principales, respectivamente.
El gréfico correspondiente a la distribucién de las inoculaciones respecto a los diferentes
componentes principales (Fig. 2.14) muestra que se separan entre ellas, presentandose cierta
asociacion entre algunos tratamientos. Asi, en ‘CA336.14.3.0°' los distintos tratamientos se
separan claramente, mientras que en ‘ICC14216K’ los tratamientos con M. artiellia parecen ser
mas similares entre si que el resto.

El andlisis de las manchas electroforéticas comunes determind cuatro agrupaciones
(“clusters”) (Fig. 2.14A, 2.15 y 2.16), dos asociadas al componente principal uno (correlacion
positiva y correlacidon negativa), otra asociada a la correlacién negativa del componente principal
2, y una ultima agrupacion, de solo una proteina, asociada a la correlacion positiva del
componente principal 4. La correlacion positiva con el componente principal 1 estuvo asociada a
una disminucion de la expresion en relacion con M. artiellia, mientras que la correlacion negativa

lo estuvo con el incremento de los niveles de las proteinas en las plantas inoculadas (tanto con
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M. artiellia 6 Foc-5 separadamente, como con ambos patdgenos conjuntamente). La correlacion
negativa del componente principal 2 agrupd las manchas electroforéticas que presentaron un
incremento de expresion con Foc-5 6 la combinacion de ambos patdgenos; sin embargo, algunas
de las proteinas de la linea ICC14216K, como SSP5202 (quitinasa clase 1) y SSP7106 (no
identificada), presentaron un mayor incremento respecto al control, mostrando una respuesta
diferencial con la linea CA336.14.3.0, a pesar de estar agrupadas conjuntamente (Figs. 2.15 y
2.16). La correlacién positiva del componente principal 4, con la que solo se asocié una proteina,
SSP 4103 (ascorbato peroxidasa), correspondié al incremento de expresion en el tratamiento
conjunto con ambos patdgenos.

El analisis correspondiente a la linea CA336.14.3.0 mostrd cuatro agrupaciones de
proteinas en dos componentes principales (Figs. 2.14B, 2.17 y 2.18). La correlacién positiva del
componente principal 1 parece estar asociada a un incremento de la concentracion de proteinas
en las plantas inoculadas con M. artiellia 6 con ambos patdégenos simultdneamente, aunque en
algunos casos no se observa tan claramente esta relacion (p. ej. en SSP4204 y SSP4504; Fig.
18), mientras que la respuesta a Foc-5 puede ser bastante variable. La correlacion negativa del
componente 1, aunque bastante variable entre las distintas proteinas, parece estar
principalmente asociada a un incremento en las plantas inoculadas con Foc-5 y una disminucion
con las plantas inoculadas con M. artiellia. Las proteinas asociadas a la correlacion positiva del
componente principal 2 muestran una disminucién en la inoculacion simultanea con ambos
patdgenos, mientras que en la correlacion negativa de este componente principal se observa una
respuesta contraria en la mayoria de manchas electroforéticas.

El andlisis de la linea ICC14216K estableci6 cuatro agrupaciones de proteinas dentro de
tres componentes principales (Figs. 2.14C, 2.19 y 2.20). La correlaciéon positiva con el
componente principal 1 parecié estar asociada con una disminucion de la expresion en plantas
inoculadas con M. artiellia, aunque en el caso de la mancha electroforética SSP8805 no se
aprecia claramente este patrén de expresion (Fig. 2.20). Sin embargo, la correlacién negativa de
este componente principal parece estar asociada a un incremento de expresién en la
combinacién de ambos patégenos, siendo variable, aunque mayoritariamente creciente, en el
resto de los tratamientos. La correlacion negativa con el componente principal 2 se asocié a
proteinas que incrementaron su expresion en plantas inoculadas con Foc-5 y con ambos
patogenos. Por ultimo, la correlacidn positiva con el componente principal 3 se asocié con un
incremento en la inoculacion conjunta con ambos patégenos y escasa respuesta en el resto de

tratamientos.
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TABLA 2.6.- Porcentaje acumulado de la variabilidad de los datos explicada mediante el estudio de
los componentes principales.

Manchas electroforéticas

Componentes principales COMUNes ‘CA336.14.3.0° ‘|ICC14216K’
PC1 60,90 61,75 66,02
PC2 81,92 91,94 89,52
PC3 91,22* - 99,99
PC4 97,36 - .

*Este PC tiene asociadas proteinas a la variabilidad, sin embargo, nuestro umbral de dos veces para considerar las diferencias
significativas hace que no se observe ninguna mancha electroforética asociada al mismo.
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Figura 2.14.- Mapas bidiminensionales mostrando las asociaciones entre tratamientos y manchas
electroforéticas generadas mediante el andlisis de componentes principales (PCA). Los tratamientos
(izquierda) y las manchas electroforéticas (derecha) han sido representadas en los dos primeros componentes del
espacio. PCA es una técnica de reduccién dimensional que permite la expresion y visualizacion de manchas
electroforéticas en un espacio de componentes reducidos (‘reduced-components space”) definido mediante los
componentes principales. Una distancia mas proxima entre tratamientos y manchas electroforéticas en el espacio
definido por los componentes principales es indicativo de la similaridad en los patrones de expresion. Las manchas
electroforéticas correlativas a los componentes principales han sido mostradas en los graficos mediante su
identificacion en el gel (SSP). Las manchas electroforéticas correlacionadas conjuntamente en el mismo
componente principal estdn agrupados mediante una linea. A, Manchas electroforéticas comunes; B, manchas
electroforéticas en ‘CA336.14.3.0’; C, Manchas electroforéticas en ‘ICC14216K’. Abreviaturas: PC = Componente
principal; Focb = F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5; Ma = M. artiellia.
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Figura 2.14 (continuacién).- Mapas bidiminensionales mostrando las asociaciones entre tratamientos
y manchas electroforéticas generadas mediante el analisis de componentes principales (PCA). Los
tratamientos (izquierda) y las manchas electroforéticas (derecha) han sido representadas en los dos primeros
componentes del espacio. PCA es una técnica de reduccion dimensional que permite la expresion y visualizacion de
manchas electroforéticas en un espacio de componentes reducidos (“reduced-components space”) definido
mediante los componentes principales. Una distancia mas proxima entre tratamientos y manchas electroforéticas en
el espacio definido por los componentes principales es indicativo de la similaridad en los patrones de expresion. Las
manchas electroforéticas correlativas a los componentes principales han sido mostradas en los graficos mediante su
identificacion en el gel (SSP). Las manchas electroforéticas correlacionadas conjuntamente en el mismo
componente principal estdn agrupados mediante una linea. A, Manchas electroforéticas comunes; B, manchas
electroforéticas en ‘CA336.14.3.0"; C, Manchas electroforéticas en ICC14216K’. Abreviaturas: PC = Componente
principal; Focb = F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5; Ma = M. artiellia.
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PROTEINAS COMUNES AFECTADAS EN AMBAS LINEAS
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Figura 2.15.- Agrupaciones de proteinas reguladas de forma comin en ambas lineas por los
tratamientos, determinadas mediante el analisis de componentes principales (PCA). Para el componente
principal 1 se han identificado dos agrupaciones de proteinas, las cuales estan positiva y negativamente
correlacionadas con dicho componente. Para los siguientes componentes principales, se ha observado un grupo de
proteinas correlacionadas negativamente con el componente principal 2 y otro que se correlaciona positivamente
con el componente principal 4. Segin el método descrito por Sharov et al. (2005), el grado de cambio en la
expresion de proteinas en un PC especifico ha sido determinado por la pendiente de la recta de regresién del log de
la expresion de las proteinas versus el correspondiente autovector multiplicado por el rango de valores de éste. Si el
cambio de expresion de la proteina supera el doble de su expresion, la mancha electroforética se considera
asociada con el PC. Las agrupaciones de proteinas han sido realizadas secuencialmente, comenzando por el primer
PC. Las proteinas que ya han sido agrupadas en un PC, no se incluyen en los sucesivos Los componentes
principales se muestran en la izquierda y el nimero de proteinas agrupadas se muestra en el extremo izquierdo de
cada agrupacion (N). Abreviaturas: PC = Componente principal; Foc5 = F. oxysporum f.sp. ciceris raza 5; Ma = M.
artiellia.
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Figura 2.16.- Media de los log de la intensidad de las manchas electroforéticas asociadas a cada
componente principal cuya expresion es modificada en ambas lineas. (A), Manchas electroforéticas
positivamente correlacionadas con PC1; (B), Manchas electroforéticas negativamente correlacionadas con PC1; (C),
Manchas electroforéticas negativamente correlacionadas con PC2; (D), Manchas electroforéticas positivamente
correlacionadas con PC4; (E), leyenda para las gréaficas A-D.
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Figura 2.17.- Agrupaciones de proteinas reguladas en ‘CA336.14.3.0' por los tratamientos,
determinadas mediante el andlisis de componentes principales (PCA). Para ambos componentes principales se
han identificado dos agrupaciones de proteinas, las cuales estan positiva y negativamente correlacionadas con su
respectivo componente principal. Segun el método descrito por Sharov et al., (2005), el grado de cambio en la
expresion de proteinas en un PC especifico ha sido determinado por la pendiente de la recta de regresidn del log de
la expresion de las proteinas versus el correspondiente autovector multiplicado por el rango de valores de éste. Si el
cambio de expresion de la mancha electroforética supera el doble de su expresion, ésta se considera asociada con
el PC. Las agrupaciones de proteinas han sido realizadas secuencialmente, comenzando por el primer PC. Las
proteinas que ya han sido agrupadas en un PC no han sido asociadas en los consecutivos Los componentes
principales se muestran en la izquierda y el nimero de proteinas agrupadas se muestra en el extremo izquierdo de
cada agrupacion (N). Abreviaturas: PC = Componente principal; Foc5 = F. oxysporum f.sp. ciceris raza 5; Ma = M.
artiellia.
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Figura 2.18.- Media de los log de la intensidad de las manchas electroforéticas asociadas a cada
componente principal en la linea CA336.14.3.0. (A), Manchas electroforéticas positivamente correlacionadas con
PC1; (B), Manchas electroforéticas negativamente correlacionadas con PC1; (C), Manchas electroforéticas
positivamente correlacionadas con PC2; (D), Manchas electroforéticas negativamente correlacionadas con PC2; (E),
leyenda para las graficas A-D. De las manchas electroforéticas iniciales (41), cinco manchas electroforéticas no se
asociaron a ninglin componente principal.
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Figura 2.19.- Agrupaciones de proteinas reguladas en ‘ICC14216K’ por los tratamientos, y
determinadas mediante el andlisis de componentes principales (PCA). Para el componente principal 1 se han
identificado dos agrupaciones de proteinas, las cuales estan positivamente y negativamente correlacionadas; para el
componente principal 2 solo se ha identificado una agrupacién con correlacién negativa; para el componente
principal 3 solo se ha identificado una agrupacién de proteinas correlacionada positivamente. Segun el método
descrito por Sharov et al., (2005), el grado de cambio en la expresién de proteinas en un PC especifico ha sido
determinado por la pendiente de la recta de regresion del log de la expresion de las proteinas versus el
correspondiente autovector multiplicado por el rango de valores de éste. Si el cambio de expresidn de la mancha
electroforética supera el doble de su expresion, ésta se considera asociada con el PC. Las agrupaciones de
proteinas han sido realizadas secuencialmente, comenzando por el primer PC. Las proteinas que ya han sido
agrupadas en un PC, no se incluyen en los sucesivos. Los componentes principales se muestran en la izquierda y el
numero de proteinas agrupadas se muestra en el extremo izquierdo de cada agrupacion (N). Abreviaturas: PC =
Componente principal; Foc5 = F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5; Ma = M. artiellia.
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Figura 2.20.- Media de los log de la intensidad de las manchas electroforéticas asociadas a cada
componente principal en la linea ICC14216K. (A), Manchas electroforéticas positivamente correlacionadas con
PC1; (B), Manchas electroforéticas negativamente correlacionadas con PC1; (C), Manchas electroforéticas
positivamente correlacionadas con PC2; (D), Manchas electroforéticas positivamente correlacionadas con PC3; (E),
leyenda para las graficas A-D. De las manchas electroforéticas iniciales (24), una mancha electroforética no se
asocio a ningun componente principal.
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2.4.4.3.- Andlisis de los patrones de expresion de las manchas electroforéticas
basados en comparaciones dos a dos (“Pairwise comparisons”).

La comparacion entre las plantas sin inocular e inoculadas con los diferentes patdgenos,
nos ha permitido determinar qué tratamientos afectaban significativamente a la presencia de las
distintas manchas electroforéticas (Fig. 2.21). Las comparaciones mas interesantes, desde el
punto de vista de la interaccion de la planta con los patdgenos, pueden ser las establecidas entre
los controles y las diferentes inoculaciones. Sin embargo, para determinar posibles efectos
cuantitativos en la respuesta a la inoculacién con un patdgeno, cuando se efectuaba aquélla de
forma individual ¢ conjuntamente con el otro patégeno, se han realizado también las
comparaciones entre los distintos tratamientos.

Este analisis permite apreciar con claridad que en ambas lineas la inoculacién con Foc-5,
bien individual o conjuntamente con el nematodo, cuando produjo cambios significativos respecto
al control en la cantidad de una proteina, éstos fueron mayoritariamente (el caso de
‘CA336.14.3.0’) o siempre (el caso de ‘ICC14216K’) incrementos. Por el contrario, las proteinas
que modificaron significativamente su expresion, respecto al control, por inoculacion individual
con M. artiellia, lo hicieron en nimero bastante similar unas de forma positiva y otras
negativamente, ocurriendo asi también en ambas lineas. Por numero de proteinas reguladas
significativamente respecto al control, la respuesta fue mayor a M. artiellia (un total de 23
regulaciones entre ambas lineas, 11 de ellas positivas) que a Foc-5 (un total de 19 regulaciones
entre ambas lineas, 18 de ellas positivas), siendo ambas claramente superadas por la de la
inoculacion conjunta con ambos patdgenos, que produjo un total de 40 regulaciones entre ambas
lineas, 36 de ellas positivas) (Fig. 2.21).

A su vez la comparacion entre tratamientos indico, por un lado, que, cuando se produjeron
diferencias significativas en la respuesta a una inoculacion simple frente a la otra, la situacién
mas habitual [18 casos frente a 7 en ‘CA336.14.3.0’ y 14 frente a 2 en ‘ICC14216K’; (Fig. 2.21)],
fue a que se dieran mayores niveles con Foc-5 que con M. artiellia. Por otro lado, también resultd
evidente que la doble inoculacidn, frente a la inoculacion simple, proporciond un mayor nimero
de regulaciones significativas, con claro predominio de las regulaciones positivas (indicativas de
un cierto efecto aditivo o, incluso, sinérgico de las inoculaciones) frente a las negativas [un total
de 33 frente a 6 en ‘CA336.14.3.0" y 26 frente a 1 en ‘ICC14216K’; (Fig. 2.21)]. El incremento de
regulaciones significativas en la doble inoculacion respecto a la simple, fue muy superior cuando

la comparacion se hizo frente a la inoculacion simple con M. artiellia [un total de 47 regulaciones
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entre ambas lineas, 43 de ellas positivas; (Fig. 2.21)] que cuando se hizo frente a Foc-5 Jun total
de 19 regulaciones entre ambas lineas, 16 de ellas positivas; (Fig. 2.21)], lo que indicaria una
superior respuesta, en términos de expresion cuantitativa de proteinas, de ambas lineas al

hongo que al nematodo.
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Figura 2.21. (VER PAGINA SIGUIENTE)
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Linea ICC 14216 K

Mayor expresion en el primer tratamiento respecto al segundo
Menor expresion en el primer tratamiento respecto al segundo
Variacion no significativa entre ambos tratamientos

Figura 2.21.- Patrones de regulacién de proteinas en las lineas CA336.14.3.0 (A) e ICC14216K (B),
basados en las comparaciones dos a dos de sus valores de expresion. En las primeras tres columnas se
compara el control con los otros tratamientos, mientras que en las restantes se comparan entre si los distintos
tratamientos. A, “CA336.14.3.0"; B, “ICC14216K”. Abreviaturas: C = Control; F = F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5;
Ma = M. artiellia; F + Ma = ambos patogenos. 2 manchas electroforéticas comunes a ambas lineas, en primer
término se indica el numero de identificacidn en gel en la linea CA336.14.3.0 y en el siguiente en ICC14216K;
manchas electroforéticas comunes a ambas lineas, indicando la numeracién en ICC14216K. 3 manchas
electroforéticas de las 41 estudiadas en ‘CA336.14.3.0' no mostraron variaciones significativas, mientras que
‘ICC14216K’ s6lo una mancha electroforética de las 24 estudiadas no mostré variaciones significativas.
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Figura 2.22.- Geles virtuales maestros mostrando las posiciones de las manchas electroforéticas diferenciales significativas estadisticamente entre plantas inoculadas y sin
inocular de las lineas CA336.14.3.0 (A) e ICC14216K (B) y entre plantas sin inocular de ambas lineas (C). Se han considerado las proteinas diferenciales significativas entre las
comparaciones dos a dos de los tratamientos (Apartado 2.4.4.3) y las que presentaban algiin comportamiento cualitativo. Las manchas electroforéticas sefialadas con circulos rojos
representan proteinas comunes modificadas en ambas lineas y las flechas indican la identificacion correcta. Se cargaron 100 pg de proteina en cada gel y la tincién se realizé con Sypro Ruby
(Bio-Rad). Los marcadores de peso molecular estan situados en la izquierda, expresados en KDa, y el punto isoeléctrico en la parte superior del gel.
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2.4.4.4.- |dentificacion de proteinas.

TABLA 2.7.- Manchas electroforéticas con diferencias cuantitativas entre tratamientos en la linea CA336.14.3.0 a los 35-40 DAI.

Masa A Secuencia de ;
SSP Proteina Especie Molecular AU Isoelect,r Ico cobertura [EnsKidd
MASCOTb (observadoltedrico) .
(observada/ (porcentaje)
tedrica) Tratamientod (ppm)e
Estrés y respuesta defensiva?
Control 1.243+268,2
Probable proteina R en citricos Pt3 Citrus grandis x Foc-5 3.077,2+663
SSPe0s/e02: (Fragmento).- (Q8H203) Poncirus trifoliate 708) 52812026 SSIT.85 8 Ma 1.306,4:+460,2
Foc-5 + Ma 3.606,6+1.655,8
Control 8.653,6+1.376,1
Ascorbato peroxidasa (Fragmento).- ) - Foc-5 10.481,2+1934
SSP4103/4201¢ (Q9SXT2) Cicer arietinum 90(3) 32,3/19,25 6,8/4,6 33 Ma 17.370,62+13.202,4
Foc-5 + Ma 36.466,0+13.368,1
Control 1.412,5+200,1
Peroxidasa (EC1.11.1.7) pxdC . . Foc-5 2.104+815
SSPASO4 precurson)- (T09665) Medicago sata 01 ATOReTs o818 10 Ma 7.690.0+5.873,2
Foc-5 + Ma 2.953,3+1.062,6
Control 1.201£324
Quitinasa clase | (precursor).- (EC . L Foc-5 2.340,6+1.065,6
SSPS202I5206° 51 1a (Carp1O) Cicer arietinum 86(11) 35,1/36,48 717,37 44 Ma 526,7+147,2
Foc-5 + Ma 1.843,2+963,7
Control 1.636+666, 1
Mesembryanthemum Foc-5 2.235,6+487,9
SSP8601 Catalasa (EC 1.11.1.6).- (T12300) crystallinum 196(15) 55,4/57,19 8,0/6,62 37 Ma 777 5£359.7
Foc-5 + Ma 2.488,3+290,1
Control 4.369,242.307,1
Proteina R del tipo NBS-LRR (protein- . Foc-5 7.535,7+1.855,4
SSP9304 ke) - (QOLJ10) Oryza sativa 84(18) 41,3/115,19 9,3/8,74 17 Ma 5.693,641.650 8
Foc-5 + Ma 16.546,6+1.757,5
Transduccion de sefiales?
Control 4.921,5+2.019,9
Polipéptido intrinseco de la membrana . Foc-5 3.877,2+786,8
SSP1204 plasmética.- (QISMKS) Cicer arietinum 199(18) 34,9/23,33 5,7/4,95 7 Ma 2205248755
Foc-5 + Ma 1.635,7+728,8
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Masa & Secuencia de .
] . Punto Isoeléctrico Intensidad
SSP Proteina Especie MAscoTe  Molecular (observadolteérico) cobertura
(observada/ (porcentaje)
tedrica) Tratamientod (ppm)e
Control 868,7+403,9
. ) . Foc-5 252,8+40,4
SP2301 Anexina (fragmento).- (T09552) Medicago sativa 69(9) 40,4/34,93 6,0/5,41 24 Ma 1122 14178.3
Foc-5 + Ma 1.946,5+705,4
Transporte de electrones?
Control 735,9£269,6
Citocromo P450 (protein-like) . . . Foc-5 1.386+123,7
SSP1801 (Fragmento).- (Q68112) Arabidopsis thaliana 72(10) 68,3/33,70 5,6/6,25 26 Ma 169,9+93 8
Foc-5 + Ma 1.367,5+508,2
Control 3.568,9+1.097,9
Probable quinona 6xido-reductasa (EC . . Foc-5 6.009,5+1.176
SSP6002 1655 (Q8L5Q7) Cicer arietinum 78(9) 26,9/21,71 7,116,51 47 Ma 360648336
Foc-5 + Ma 6.698,4+1.805,1
Control 7.883,5+1.254,5
Probable quinona 6xido-reductasa (EC . - Foc-5 10.472,2+1.574,9
SSP6003 165.5).- (Q8L5Q7) Cicer arietinum 167(12) 26,9/21,71 7,2/6,51 64 Ma 5.182.2+1.109,5
Foc-5 + Ma 9.037,5+1.732,5
Metabolismo?
Control 5.215,4+431,8
. , . Foc-5 9.995,0+3.350,3
SSP3104 Triosafosfato isomerasa.- (Q381W8) Glycine max 151(9) 30,7/27,42 6,6/5,87 24 Ma 3.766,24854,8
Foc-5 + Ma 9.865,2+2.260,2
Control 2.365,0£1.403,5
Glutamato-amonio ligasa (EC 6.3.1.2) . . Foc-5 3.093,2+794,6
SSP3401 alfa. citosdlica.- (P07694) Pisum sativum 148(9) 42,6/39,43 6,3/6,13 22 Ma 1,347 94377 5
Foc-5 + Ma 6.241,2+1.830,0
) Control 3.841,1£249,4
Fosfogluconato deshidrogenasa Foc-5 338046241
SSP5601 (descarboxilante) (EC 1.1.1.44).- Glycine max 236(15) 52,0/56,85 6,9/5,55 28 e ;L0
(022111) Ma 1.466,6+398,3
Foc-5 + Ma 3.561,1+£2080
Control 3.391,24724,2
Glicina hidroximetiltransferasa (EC Foc5 3.320,7£658,2
SSP7603 21.2.1).- (023254) Arabidopsis thaliana 193(13) 55,1/52,14 7,5/6,8 22 Ma 7.168,5+2.286,8
Foc-5 + Ma 9.286,5+2.907,6
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Masa & Secuencia de .
] . Punto Isoeléctrico Intensidad
SSP Proteina Especie MAscoTe  Molecular (observadolteérico) cobertura
(observada/ (porcentaje)
tedrica) Tratamientod (ppm)e
Metabolismo secundario?
Control 4.822+1.570,2
Chalcona isomerasa (Fragmento).- ) - Foc-5 6.185,9+555,8
SSP3101 (Q95XS9) Cicer arietinum 127(11) 27,511547 6,3/5,45 24 Ma 2.088,4+351 8
Foc-5 + Ma 4.217,3£2.615,8
o o Control 6.628,7+307 4
Oxido-reductasa tipo isoflavona Foc-5 3701 542843
SSP4204 reductasa NAD(P)H-dependiente - Medicago sativa 152(4) 38,4/33,95 6,9/6,46 1 oo 4
(Q9SDZ7) Ma 7.788,4+300,7
Foc-5 + Ma 4.914,2+1.149,9
Control 2.929,2+470,6
2'-hidroxiisoflavona reductasa (EC ' - Foc-5 1.877,3+417,7
SSP4306 1.3.1.45).- (S17830) Cicer arietinum 152(15) 39,4/35,56 6,8/5,94 40 Ma 2.877 344797
Foc-5 + Ma 1.596+703,7
Transporte?
Control 2.967,9+798,0
Miosina de cadena pesada (“Myosin L I Foc-5 6.340,8+289,8
SSP3407 heavy chainike’) - (Q9FJ35) Arabidopsis thaliana 82(19) 42,8/150,04 6,6/4,86 16 Ma 1196447790
Foc-5 + Ma 4.955,5+1.464,4
Control 12.258,6+1.992,6
Miosina de cadena pesada (“Myosin . . . Foc-5 9.470,4+946,1
SSP8505 heavy chain-like’).- (Q9FJ36) Arabidopsis thaliana 77(13) 46,6/63,04 8,4/7,56 27 Ma 14.088,8+3.033,9
Foc-5 + Ma 7.671,6+1.970,9
Sintesis y degradacion de proteinas?
Control 1.542,7+176,7
) - Foc-5 2.988,1+283,4
SSP7103 Ab025000 NID.- (QI9SXU1) Cicer arietinum 283(19) 32,9/27,19 7,6/6,86 67 Ma 1447 445525
Foc-5 + Ma 4.095,9+509
Unién a nucleétidos?
Control 742641377
Proteina hipotética At2g35310.- ) . . Foc-5 1.343,6+458 4
SSP7704/8706¢ (Q8HOU7) Arabidopsis thaliana 76(13) 33,3/59,2 9,83/8,42 31 Ma 1.807,14266,7
Foc-5 + Ma 3.163,9+1.010,7
Control 846,3+127
. : . Foc-5 1.111,2+123
SSP7803 Probable gag-pol poliproteina(Q5NRP7)  Solanum demissum 71(22) 71,7118,74 7,8/8,65 12 Ma 689,94104,.2
Foc-5 + Ma 1.478,1£595,1
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Masa o Secuencia de .
. . Punto Isoeléctrico Intensidad
SSP Proteina Especie ,  Molecular o cobertura
MASCOT! (observada/ (observadoltedrico) (porcentaje)
tedrica) Tratamientod (ppm)e
Control 7.960,4+944 1
. N ) Foc-5 7.512,7+1.182
SSP8403 Proteina At2g33435.- (Q3EBP3) Arabidopsis thaliana 89(18) 43,0/112,27 8,4/9,04 17 Ma 12,384 4+2597 7
Foc-5 + Ma 4.104,4+2652,1
Desconocida?
Control 519,4+287,8
N ) Foc-5 728+134,5
SSP7206 GblAAC32909.1.- (QILVA9) Arabidopsis thaliana 68(11) 36,4/48,40 740917 19 Ma 692,3:456,8
Foc-5 + Ma 2.133,74895,7
No identificadas
Control 2.045,1+216,8
N Foc-5 4.542,2+1039
SSP606/603¢ No identificada 50,8 55 Ma 63194227 3
Foc-5 + Ma 3.417,7+1159,8
Control 586,9+75,4
N Foc-5 7446401
SSP1401/1402¢  No identificada 42,4 58 Ma 4709.8+1.3337
Foc-5 + Ma 2.953,8+1.427,9
Control 3.523,74694,4
o Foc-5 4.403,9+470,7
SSP3105/3202¢  No identificada 32,4 6,6 Ma 13.662,9+1.384.9
Foc-5 + Ma 17.900,3+5.012,8
Control 4.627+771,3
N Foc-5 3.160,6+850,5
SSP5402/5402¢  No identificada 43,2 7,0 Ma 1.207 8+473.4
Foc-5 + Ma 1.779,3+267,3
Control 1.862,5+231,4
N Foc-5 2.999,7+269,2
SSP6502 No identificada 48,7 73 Ma 1912149371
Foc-5 + Ma 4.347,1+1.352,7
Control 1.623,9+245,6
o Foc-5 3.936+734,4
SSP7101/7201¢  No identificada 33,7 75 Ma 1.388,5+460.9
Foc-5 + Ma 4.465,5+210,4
Control 814,8+201,9
N Foc-5 2.343,7+527,8
SSP7105/8201¢  No identificada 31,2 79 Ma 75044317 5
Foc-5 + Ma 2.611,74639,2
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Masa o Secuencia de n
. . Punto Isoeléctrico Intensidad
SSP Proteina Especie MAscoTe  Molecular (observadolteérico) cobertura
(observada/ (porcentaje)
tedrica) Tratamientod (ppm)e
Control 739,1+268,8
N Foc-5 1.667,1+166,2
P7106/7203¢c N f 2 7 , ,
SSP7106/7203 o identificada 32,3 9 Ma 752.6£2205
Foc-5 + Ma 1.946,3+467,1
Control 356,7+92,7
N Foc-5 658+83,1
SSP7504 No identificada 50,8 75 Ma 8014699
Foc-5 + Ma 1.674,7+569,4
Control 1.854,5+879,5
. L Foc-5 1.780,7461,7
SSP7602/7602¢  No identificada 52,5 75 Ma 612.0+368,6
Foc-5 + Ma 1.637,4+1.022,8
Control 8.067,3+2.806,8
. - Foc-5 5.147,6+745
SSP8103/8102¢  No identificada 28,1 8,1 Ma 10.082,9+1.271.4
Foc-5 + Ma 15.529,8+4.124,7
Control 1.101,4+577,6
N Foc-5 3.697,8+178
SSP8105/8206c  No identificada 32,1 8,2 Ma 802,4-169,8
Foc-5 + Ma 4.027,2+720,9
Control 404,7+£312,4
. N Foc-5 1.203,7+769,7
SSP9801/8806c  No identificada 73,6 8,9 Ma 1.878.94177.6
Foc-5 + Ma 2.933,5+1.191,8

alas proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer multiples funciones, seleccionandose la mas

importante para clasificar las proteinas en categorias.
b”Mascot score” y, entre paréntesis, los péptidos coincidentes en la identificacion.

¢Manchas electroforéticas afectadas por los tratamientos en ambas lineas. Se relacionan en la figura 2.22 (geles).

d Control = plantas no-infectadas en ambas lineas.

eppm = partes por millén de proteina en cada tratamiento. Los valores representados son la media +. desviacion estandar.
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TABLA 2.8.- Manchas electroforéticas con diferencias cuantitativas entre tratamientos en la linea ICC14216K a los 35-40 DAI.

Masa

. . Molecular Punto Isoeléctrico SzElE i ;
SSP Proteina Especie MASCOT®  (observada/ (observadolteérico) cobertura_ Intensidad
- (porcentaje) .
tedrica) Tratamientod (ppm)e
Estrés y respuesta defensiva?
Control 1.280,5+621,9
Probable proteina R en citricos Pt3 Citrus grandis x Foc-5 4.771,9+1.228,7
SSP602: (Fragmento).- (Q8H203) Poncirus trifoliate 700) 52,8/20,26 5,5/7.85 48 Ma 2.334,8+766,9
Foc-5 + Ma 5.292,4+54,9
Control 9.354,0+2.729,5
. Ascorbato peroxidasa (Fragmento).- ) - Foc-5 12.557,4+1.319,2
SSP4201 (Q9SXT2) Cicer arietinum 90(3) 32,3/19,25 6,8/4,6 33 Ma 6.750,5:4.916,0
Foc-5 + Ma 46.692,9+16.294,1
Control 214,9493,2
. Quitinasa clase | (precursor).- (EC 3.2.1.14).- ) - Foc-5 989,4+531,7
SSP5206 (Q9ZP10) Cicer arietinum 101(4) 35,1/36,48 717,37 44 Ma 1.005,5+502.5
Foc-5 + Ma 2.112,6+1.189,2
Transporte de electrones?
Control 3.321,4+336,4
Probable proteina disulfuro-isomerasa (EC ' . Foc-5 5.101,9+363,2
SSP2501 5.3.4.1) precursor (similaridad).- (P38661) Medicago sativa 134(16) 43,9/40,81 6,02/5,44 43 Ma 2,448 64350,3
Foc-5 + Ma 5.780,8+462,6
Control 896,2+48,9
NADH2 deshidrogenasa (ubiquinona) (EC Foc-5 3.244,0+504,0
SSPTOT 16.5.3) flavoproteina 1 precursor.- (S52261) 012N tuberosum - AT(I9) 55415433 1971845 o Ma 1213,1+166,4
Foc-5 + Ma 2.520,0+1166,3
Metabolismo?2
Control 11.236,1+£2.958,8
e . . Foc-5 14.554,6+1.495,7
SSP3603  S-adenosilmetionina sintetasa.- (Q76KV5) Pisum sativum 239(6) 49,4/37,39 6,47/6,27 18 Ma 3.349.8+862.7
Foc-5 + Ma 10,632+1.950,1
Control 2.902,2+152,4
o . Foc-5 4.038,6+330,0
SSP5905  Metionina sintasa.- (Q71EW8) Glycine max 90(12) 81,7/84,40 7,11/5,93 19 Ma 2.994.4+1.905.0
Foc-5 + Ma 11.335,3+1.140,1
Unién a nucleétidos?
+
Probable proteina de cohesion de cromatidas CFc;r::t_rgl ggggg;gggg
SSP1304  hermanas (“Putative sister-chromatide Arabidopsis thaliana 96(19) 39/126,87 5,82/5,24 19 e om
) o Ma 1.083,4486,9
cohesion protein”).- (Q8LFHO)
Foc-5 + Ma 3.049,8+417,3
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Masa

Molecular Punto Isoeléctrico Secliencia de
SEP PEIEE (observada/ (observadoltetrico) ((:Og::réﬁ::'e) Intensidad
tedrica) P J Tratamientod (ppm)e
Control 923,2+289,8
e N ) Foc-5 2.682,6+864,1
SSP8805  Proteina hipotética F15H21.20.- (B96667) Arabidopsis thaliana 71,1/55,63 8,38/6,56 19 Ma 722.0+200,0
Foc-5 + Ma 1.977,0+1.048,0
No identificadas
Control 572,2+126,5
N Foc-5 1.387,4+339,3
SSP601 No identificada 50,3 5,05 Ma 523,8+161.9
Foc-5 + Ma 1.120,9+639,5
Control 1.609,0+£622,7
- Foc-5 8.912,3+2.500,2
SSP603¢  No identificada 50,8 55 Ma 1.040,8+403.1
Foc-5 + Ma 4.837+1.203,3
Control 1.375,1+125,2
S Foc-5 1.737,1£674,0
SSP1402¢  No identificada 424 58 Ma 4.658,8:+1.565,1
Foc-5 + Ma 5.905,8+1.889,3
Control 3.057,9+1.044,6
o Foc-5 5.583,3+493,0
SSP3202¢  No identificada 324 6,61 Ma 8.116,8+4.187,6
Foc-5 + Ma 26.720,1£10.677,6
Control 4.204,0+1.768,8
N Foc-5 5.641,0+1.566,8
SSP5402¢  No identificada 43,2 7,0 Ma 1.385.74624.2
Foc-5 + Ma 2.543,9+530,4
Control 1.971,4+622,4
S Foc-5 4.542,7+1.084,9
SSP6607  No identificada 48,7 73 Ma 1.861,64518.7
Foc-5 + Ma 5.326,1+2.013,0
Control 1.399,84+233,0
N Foc-5 3.803,3+125,8
SSP7201¢  No identificada 33,7 75 Ma 2.110 44546 1
Foc-5 + Ma 4.698,8+2.220,2
Control 345,3+128,3
Foc-5 1.681,6+570,4
SSP7203¢  No identificada 32,3 7.9 Ma 1.017,7+204,2
Foc-5 + Ma 2.917,0+1.681,0
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Masa

SSP Proteina Especie Molecular Punto Isoeléctrico gggg?tztr:;a & Intensidad
P MASCOT®  (observada/ (observado/teorico) (porcentaje) ntensica
tedrica) P / Tratamientod (ppm)e
Control 2.454 441247
SSP7602¢  No identificada 52,5 75 Fﬁ,lcf 2425996%2227351
Foc-5 + Ma 2.223,2+986,1
Control 8.257,2+1.730,3
SSP8102¢  No identificada 28,1 8,1 F,(\)Acf g;g;gf‘?gggg
Foc5+Ma  33.7675+158155
Control 940,8+154 4
SSP8201¢  No identificada 3122 79 F,?,lcf 31'317 f()zgi:;;zef
Foc-5 + Ma 3.158,24+1.396,8
Control 1.165,2+349.9
SSP8206:  No identificada 32,1 8,2 Fﬁ,'cf 31'6;52;45 :é%%of
Foc-5 + Ma 4.556,5+2.862,8
Control 351,6+12,7
SSP8401  No identificada 48 7,99 F,(\’ch 833253&5302’93
Foc-5 + Ma 978,0+498 4
Control 815,3+227,8
SSP8806c  No identificada 73,6 89 F&Cj 213%845141835235

Foc-5 + Ma 6.233,7+3.769,5

al as proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer multiples funciones, seleccionandose la mas
importante para clasificar las proteinas en categorias.

b"Mascot score” y, entre paréntesis, los péptidos coincidentes en la identificacion.

¢Manchas electroforéticas afectadas por los tratamientos en ambas lineas. Se relacionan en la figura 2.22 (geles).

d Control = plantas no-infectadas en ambas lineas.

eppm = partes por millén de proteina en cada tratamiento. Los valores representados son la media +. desviacion estandar.
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TABLA 2.9.- Manchas electroforéticas con diferencias cualitativas entre tratamientos en la linea CA336.14.3.0 a los 35-40 DAI.

Masa Molecular ~ Punto SERETERGE Intensidad
SSP Proteina Especie MASCOTP (ol?s_ervada/ Isoelectrico cobertura
tedrica) (observadolte (porcentaje)
orico) P I Tratamientos® (ppm)?
Metabolismoz?
Control 930,5+194,5 c
SSP2401 Glutamina sintetasa.- (004998) Medicago trunculata 78(6) 42,7/39,33 6,0/5,51 15 :\:/l(;c's 16 17_ 1259
Foc-5 + Ma 3.385,5+89,3
Unién a nuclettidos?
Control -
. Probable retrotransposon, subclaseTy3- ) Foc-5 - -
SSP7205/7305 aypsy.-(Q53MU3) Oryza sativa 87(21) 37,7/158,11 7,53/8,96 12 Ma 76443205 a
Foc-5 + Ma 2.015,9+955 a
No identificadas?
Control 510+47,3
SSP806 No identificada 62,1 51 s 116341098 ;
Foc-5 + Ma 685,6+340,7 ab
Control - -
SSP1304 No identificada 39,6 57 EAZC-S : )
Foc-5 + Ma 968,8+146,3 a
Control - -
I Foc-5 - -
SSP4704/3711¢  No identificada 60,1 6,7 Ma 2411 9+646.2 a
Foc-5 + Ma 3.922,8+1.233 a
Control 1.485,6+688,1 a
SSP6006 No idenificada 260 73 Fod 2223,7£5238 a
Foc-5 + Ma 1.434,5+299,3 a
Control 400,1+138 b
SSP6203 No identificada 35,1 72 oo 1448,3£2245 a
Foc-5 + Ma 1.318,9+299,6 a
Control 400,1+138 b
SSP6206 No identiicada 36,2 73 oo 1449312245 2
Foc-5 + Ma 1.318,9+299,6 a
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Control -
SSP7108 No identificada 316 78 hFA(;C'S : )
Foc-5 + Ma 1.257+150,5 a
Control 1.214,4+227,2 b
- Foc-5 - -
SSP8504/8602¢  No identificada 484 8,89 Ma 6.092,84763.7 a
Foc-5 + Ma 1.558,2+323 .4 b

aLas proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer multiples funciones, seleccionandose la mas
importante para clasificar las proteinas en categorias.

b"Mascot score” y, entre paréntesis, los péptidos coincidentes en la identificacion.

¢ Control = plantas no-infectadas en ambas lineas.

dppm = partes por millén de proteina en cada tratamiento. Las medias seguidas por letras muestran su posible separacion entre tratamientos mediante el test LSD. Los datos fueron transformados mediante log (X) para su anélisis, las
medias + desviacion standard sin transformar son representadas en esta tabla.

eManchas electroforéticas afectadas por los tratamientos en ambas lineas. En primer término se indica el nimero de identificacion en gel en la linea CA336.14.30 y en el siguiente en ICC14216K Se relacionan en la figura 2.22 (geles).

126



Analisis proteémico de las interacciones de M. artiellia y Foc-5 con garbanzo

TABLA 2.10.- Manchas electroforéticas con diferencias cualitativas entre tratamientos en la linea ICC14216K a los 35-40 DAI.

Masa Punto SeaETERGE Intensidad
SSP Proteina Especie MASCOT® IR Isoelectrico cobertura
(observada/ (observadolte (porcentaje)
tedrica) 6rico) P ! Tratamientos® (ppm)¢
Sintesis y degradacién de proteinase
Control
Probable glicoproteina extracelular ) - Foc-5 -
SSP8708 dérmica (Fragmento) - (QFSZ9) Cicer arietinum 94(12) 57,3/40,44 8,62/7,96 31 Ma 1.152,3201.9
Foc-5 + Ma 1.860,2+822,8
Union a nucleétidos?
Control 2.495,0+1.153,6
Probable proteina de unién a DNA . . . Foc-5 7.540,6+3.364,8
SSP201 RAV1 (importada) (Q9C688) Arabidopsis thaliana 72(10) 35/40,57 4,66/6,77 26 Ma )
Foc-5 + Ma -
Control
Probable retrotransposon, . Foc-5 -
SSP7305° subclaseTy3-gypsy.-(Q53MU3) Oryza saiiva 87y 3rnse 1530888 * Ma 1.008,8+315,5
Foc-5 + Ma 2.472,6+1.3759
Proteina hipotética A2g35310 contl :
SSP8706e (Q8HOU7) Arabidopsis thaliana 76(13) 33,3/59,2 9,83/8,42 31 Ma 2533744213
Foc-5 + Ma 4.316,2+1.871,0
No identificadas?
Control 1.175,3+1.150,8
SSP209 No identificada 333 457 Food 3.876,8£2.0406
Foc-5 + Ma -
Control
I Foc-5 -
SSP3711e No identificada 60,1 6,7 Ma 18114414204
Foc-5 + Ma 1.264,9+230,4
Control 1.523,6+792,8
idant Foc-5 -
SSP8602 No identificada 484 8,89 Ma 5.019,341.872.2
Foc-5 + Ma 973,6+341,1

aLas proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer multiples funciones, seleccionandose la méas

importante para clasificar las proteinas en categorias.

b"Mascot score” y, entre paréntesis, los péptidos coincidentes en la identificacion.

¢ Control = plantas no-infectadas en ambas lineas.

dppm = partes por millén de proteina en cada tratamiento. Las medias seguidas por letras muestran su posible separacion entre tratamientos mediante el test LSD. Los datos fueron transformados mediante log (X) para su andlisis, las
medias + desviacién standard sin transformar son representadas en esta tabla.
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eManchas electroforéticas afectadas por los tratamientos en ambas lineas. Se relacionan en la figura 2.22 (geles).

TABLA 2.11.- Manchas electroforéticas con diferencias constitutivas entre las lineas CA336.14.3.0 e ICC14216K a los 35-40 DAI.

Masa Punto SRETERGE Intensidad
N° Proteina Especie MASCOT® Molecular Isoeléctrico cobertura
(observada/ (observadolte (porcentaje)
tedrica) 6rico) P ! Tratamientose (ppm)¢
Metabolismo2
CA336.14.3.0 1,099.5+954.5 b
SSP5905 Metionina sintasa.- (Q71EWS) Glycine max 90(12) 81,7/84,40 7,11/5,93 19
ICC14216K 2,901.8+410.4 a
No identificadas?
CA336.14.3.0 902,9+70,1 b
SSP1202 No identificada - - 82.64 543 -
ICC14216K 1282,8+£97,6 a
CA336.14.3.0 - -
SSP4502 No identificada - - 52,33 6,82 -
ICC14216K 809,6+303,8

al as proteinas han sido clasificadas segun las funciones asignadas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL asi como en la literatura cientifica. Algunas proteinas pueden poseer mltiples funciones, seleccionandose la mas
importante para clasificar las proteinas en categorias.

b"Mascot score” y, entre paréntesis, los péptidos coincidentes en la identificacion.

¢ Control = plantas no-infectadas en ambas lineas.

dppm = partes por millon de proteina en cada tratamiento. Las medias seguidas por letras muestran su posible separacion entre tratamientos mediante el test LSD. Los datos fueron transformados mediante log (X) para su analisis,

las medias + desviacion standard sin transformar son representadas en esta tabla.
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La identificacion de proteinas mediante el uso de espectrometria de masas con MALDI-
TOF/TOF no fue muy exitosa en comparacion con el experimento en fases tempranas de la
interaccion (4-8 DAI). La menor cantidad de proteina aplicada a los geles, con la consiguiente
pérdida de resolucion y disminucién de las coincidencias entre espectros para la identificacién,
puede considerarse como una posible causa de este hecho. Ademas, el garbanzo es una
especie no secuenciada y con un nimero escaso de secuencias depositadas en las bases de
datos, lo que en cualquier circunstancia supone una dificultad afiadida.

En la linea CA336.14.3.0, de las 38 proteinas que mostraron variaciones cuantitativas
significativas en las comparaciones dos a dos (Fig. 2.21A), solo se identificaron 25 (incluyendo la
identificacion de SSP7206 con una proteina de funcién desconocida; Tabla 2.7), mientras que de
las 10 que presentaron variaciones de tipo cualitativo (presencia/ausencia), solo se pudieron
identificar dos (Tabla 2.9). En la linea ICC14216K, de las 23 manchas electroforéticas que
presentaron alguna diferencia cuantitativa significativa en las comparaciones dos a dos (Fig.
2.21B) solo se pudieron identificar 9 (Tabla 2.8), mientras que de las 7 que presentaron alguna
regulacion de tipo cualitativo, se pudieron identificar 4 (Tabla 2.10). Considerando las proteinas
que resultaron afectadas en ambas lineas, de las 15 que presentaron diferencias cuantitativas,
solo se identificaron tres (Tablas 2.7-2.8), y de las 3 que se modificaron de forma cualitativa en
algun tratamiento, solo se identificd una de ellas (Tablas 2.9-2.10). La codificacién de las
manchas electroforéticas comunes en ambas lineas es la correspondiente a la linea
CA336.14.3.0; entre éstas, la mancha electroforética SSP7704 tuvo un comportamiento singular
al resultar regulada cuantitativamente en dicha linea, donde su contenido se incremento,
respecto al control, en las plantas inoculadas con el nematodo, tanto individual como
conjuntamente con Foc-5 (Fig. 2.21A), mientras que en ‘ICC14216K" dicha mancha
electroforética (cuyo cddigo en esta linea es SS8706) resultd regulada cualitativamente, puesto
que solo se detectd, en contenidos similares, en las plantas inoculadas, individual o
conjuntamente, con el nematodo (Tabla 2.10). Por este motivo SSP7704, aunque se mantuvo en
la Tabla 2.7 dentro de las manchas electroforéticas afectadas en ambas lineas, no se incluye en
la Tabla 2.8 sino en la 2.10.

Las manchas electroforéticas identificadas han permitido agrupar las proteinas
modificadas cuantitativamente por sus categorias funcionales (Figs. 2.23 y 2.24), observandose
que, en ninguna de las lineas, hay asociacion de tales categorias funcionales con las
correlaciones de los componentes principales. Sin embargo, al analizar las comparaciones dos a
dos, se observa en proporcion, un mayor numero de proteinas relacionadas con el estrés y la

respuesta defensiva en ambas lineas (Fig. 2.24). En este caso, las categorias funcionales se
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distribuyen de la siguiente manera en 'CA336.14.3.0° (Fig. 2.24): estrés y respuesta defensiva
(15,8 %), metabolismo (10,5 %), transporte de electrones (7,9 %), unién a nucledtidos (7,9 %),
transduccion de sefiales (5,3 %), transporte (5,3 %), sintesis y degradacion de proteinas (2,6 %),
desconocida (2,6 %) y no identificadas (34,2 %); mientras que en ‘ICC14216K’ la distribucion es
(Fig. 2.24): estrés y respuesta defensiva (13,1 %), metabolismo (8,7 %), unién a nucledtidos (8,7
%), transporte de electrones (8,7 %) y no identificadas (60,87 %). Se observa un mayor numero
de funciones alteradas en ‘CA336.14.3.0’, aunque esto podria deberse al superior nimero de
identificaciones producido en esta linea respecto a la ICC14216K’. En ambos genotipos, la

funcion principal modificada fue la de estrés y respuesta a patégenos, seguida por metabolismo.

A PC1 positivo PC2 positivo
CA336.14.3.0 (n=11) (n=2)
AGRUPACION DE PROTEINAS
MEDIANTE PCA (n = 36) ‘
PC1 negativo PC2 negativo
(n =18) (n=5)
B PC1 positivo PC2 positivo
(n=5) (n =10)

ICC14216K
AGRUPACION DE PROTEINAS

MEDIANTE PCA (n = 23) Stress y respuesta defensiva

Transduccidn de sefiales
Transporte

Transporte de electrones
Union a nucledtidos
Metabolismo
Metabolismo secundario
Desconocida

No identificada

¢

PC1 negativo PC3 positivo
(n=6) (n=2)

.0

Figura 2.23.- Asociacién de categorias funcionales con las agrupaciones de expresién en los
componentes principales en las lineas CA336.14.3.0 e ICC14216K.
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A ) Cvs F (UP) Cvs M (UP) C vs F+M (UP)
PROTEINAS SELECCIONADAS -6 PR = 21)
EN LA COMPARACIONES DOS A
DOS EN CA336.14.3.0 (n = 38) g
Cvs F (DOWN) Cvs M (DOWN) C vs F+M (DOWN)
(n=1) (n=8) (n=4)
B . Cvs F (UP) Cvs M (UP) Cvs F+M (UP)
PROTEINAS SELECCIONADAS 0= 12) =6 = 18)

EN LA COMPARACIONES DOS A
DOS EN ICC14216K (n = 23)

Cvs M (DOWN)

(n=4) Stress y respuesta defensiva

Transduccion de sefiales
Transporte

Transporte de electrones

Unién a nucleétidos

Metabolismo

Metabolismo secundario

Sintesis y degradacion de proteinas
Desconocida

No identificadas

HE N O ONRNODOB@ O

Figura 2.24.- Asociacion de categorias funcionales con las agrupaciones de expresion en las
comparaciones dos a dos en las lineas CA336.14.3.0 e ICC14216K.

Las manchas electroforéticas que se vieron modificadas en ambas lineas, no siempre lo
hicieron en la misma direccion. Asi, de las 15 manchas electroforéticas que presentaron un
comportamiento cuantitativo, solo 5 (SSP606, SSP3105, SSP7105, SSP7602, SSP8105)
respondieron de forma bastante similar a las diferentes inoculaciones en ‘CA336.14.3.0' e
1CC14216K’, mientras que el resto de manchas electroforéticas presentaron alguna respuesta
diferencial entre lineas (Fig. 2.22). Entre las tres proteinas de este grupo que fueron
identificadas, la quitinasa clase | (SSP5202/5206) present6 un comportamiento diferencial entre
lineas al incrementarse significativamente en las plantas inoculadas con Foc-5, M. artiellia y
ambos patégenos conjuntamente, pero sélo en ICC14216K, mientras que las otras dos
(SSP605/602 y SSP4103/4201) se modificaron de forma similar en ambas lineas. La
SSP605/602, anéloga a una proteina R de citricos, aumenté su expresion en las plantas

inoculadas con Foc-5 y ambos patégenos conjuntamente, y la SSP4103/4201, identificada como
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ascorbato peroxidasa, experimenté un fuerte incremento en las plantas inoculadas con ambos
patdgenos simultdneamente (Fig. 2.22).

Las tres manchas electroforéticas que se modificaron cualitativamente en ambas lineas, si
presentaron en todos los casos un comportamiento similar (Tablas 2.9 y 2.10), siendo dos de
ellas (SSP4704/3711 y SSP7205/7305) sélo detectadas en las plantas inoculadas con M. artiellia
6 la combinacién de ambos patégenos, mientras que la tercera (SSP8504/8602), que se indujo
en la inoculacion simple con el nematodo y no varié, respecto al control, en la inoculacion doble,
desaparecio en las plantas inoculadas de forma individual con Foc-5. De estas tres manchas
electroforéticas, solo ha sido posible identificar SSP7205/7305 como un probable

retrotransposon de la subclase “Ty3-gypsy”.

De las manchas electroforéticas que so6lo experimentaron modificaciones en una de las
lineas, 24 y 7 resultaron reguladas de forma cuantitativa o cualitativa, respectivamente, en
CA336.14.3.0, mientras que 9 y 4 lo fueron, respectivamente, en |ICC14216K. De las
regulaciones en CA336.14.3.0, 22 cuantitativas y una cualitativa pudieron ser identificadas; a su
vez, 6 cuantitativas y 3 cualitativas lo fueron en ICC14216K.

La unica identificacion de regulacion cualitativa en ‘CA336.14.3.0’ lo fue con una enzima
del metabolismo general, glutamina sintetasa de Medicago truncatula (SSP2401), que, respecto
al control, increment su contenido en respuesta al nematodo, tanto en la inoculacion individual
como en la doble, pero no pudo detectarse en las plantas inoculadas sélo con Foc-5 (Tabla 2.9).
A su vez, las identificaciones de proteinas reguladas cuantitativamente sélo en ‘CA336.14.3.0°
incluyeron las que seguidamente se relacionan dentro de las siguientes funciones (Tabla 2.7):

a) Estrés y respuesta defensiva, con 3 integrantes, identificados, respectivamente, con
una peroxidasa de Medicago sativa (SSP4504), que se indujo, respecto al control, en
la inoculacion simple con M. artiellia (Fig. 2.21A); con una catalasa de
Mesembryanthemum crystallinum L. (SSP8601), que resulté reprimida en la anterior
interaccién (Fig. 2.21A); y con una proteina R de tipo NBS-LRR de arroz (SSP9304),
que se indujo en la inoculacion conjunta con ambos patdgenos (Fig. 2.21A).

b) Transduccion de sefiales, con 2 integrantes, identificados, respectivamente, con un
polipéptido intrinseco de membrana plasmatica de garbanzo (SSP1204), que se
reprimid, respecto al control, en las plantas sometidas a la doble inoculacién (Fig.
2.21A); y con una anexina de M. sativa (SSP2301), que, respecto al control, result6
reprimido en respuesta a la inoculacion individual con Foc-5 y se indujo en la doble

inoculacion (Fig. 2.21A).
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c)

f)

Transporte de electrones, con 3 integrantes, de los cuales uno se identificd con una
proteina tipo citocromo P450 de Arabidopsis thaliana (SSP1801), que se reprimio en la
inoculacion individual con M. artiellia, y los dos restantes, que se identificaron con una
misma quinona éxidorreductasa de garbanzo (SSP602 y SSP603), el primero de los
cuales se indujo, respecto al control, en las plantas sometidas a la doble inoculacion y
lo hicieron ambos en las plantas inoculadas con ambos patégenos, respecto a las solo
inoculadas con el nematodo (Fig. 2.21A).

Metabolismo, con 4 integrantes, tres de los cuales, identificados, respectivamente, con
una triosafosfato isomerasa de Glycine max (SSP3104), una glutamina sintetasa de
Pisum sativum (SSP3401) y una glicina hidroximetiltransferasa de A. thaliana
(SSP7603), se indujeron, respecto al control, tras la doble inoculacién, mientras que el
restante, identificado con una fosfogluconato deshidrogenasa de G. max (SSP5601),
se reprimio, respecto al control, tras la inoculacion simple con el nematodo.
Metabolismo secundario, con 3 integrantes, todos ellos identificados con enzimas de la
ruta flavonoide/isoflavonoide, en concreto chalcona isomerasa (CHI) y 2-
hidroxiisoflavona reductasa (2’HR) de garbanzo (respectivamente, SSP3101 vy
SSP4306) e isoflavona reductasa (IFR) de M. sativa (SSP4204), y de los que los dos
primeros se reprimieron, respecto al control, tras la inoculacién simple con el
nematodo o la doble con ambos patégenos, respectivamente, mientras que el tercero
solo mostrd un cambio cuantitativo significativo (incremento) al compararse el efecto
de la inoculacion con el nematodo respecto a la inoculacion con el hongo (Fig. 2.21A).
Misceldnea de funciones, incluyendo: f.1) dos formas de una proteina motora,
identificadas con sendas cadenas pesadas de miosina de A. thaliana (SP3407 y
SP8505), de las que la primera resultd reprimida, respecto al control, tras la
inoculacion simple con M. artiellia, y la segunda mostré, como Unico cambio
significativo, un descenso del contenido al comparar la doble inoculacién respecto a la
inoculacion simple con el nematodo; f.2) una proteina con posible funcién proteolitica,
identificada con un componente (o7) del nucleo 20S del proteasoma 26S de garbanzo
(SPP7103), que se indujo, respecto al control, en las plantas sometidas a la doble
inoculacion; f.3) tres proteinas con posible funcion enlazante de nucleétidos e
identificadas, respectivamente, con una proteina hipotética de A. thaliana dotada de un
dominio B3 exclusivo de factores de transcripcidn de plantas superiores (SSP7704),
que resultd inducida, respecto al control, en las plantas inoculadas con el nematodo,

tanto individual como conjuntamente con Foc-5; con una probable poliproteina gag-pol
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de Solanum demissum funcionalmente relacionada con la replicacién de
retrotransposones (SSP7803), que result6 inducida, respecto al control, en las plantas
inoculadas individualmente con el nematodo; y con una proteina de A. thaliana de
funcion no definida (SSP8403), que resultd reprimida, respecto al control, en las
plantas sometidas a la doble inoculacion; y f.4) una proteina identificada con una de
funcion desconocida de A. thaliana (SSP7206), que resultd inducida, respecto al

control, en las plantas sometidas a la doble inoculacién (Fig. 2.21A).

Por lo que respecta a ‘ICC14216K’, las identificaciones correspondientes a regulaciones

especificas de tipo cuantitativo incluyeron las siguientes funciones (Tabla 2.8):

a)

Transporte de electrones, con 2 integrantes, uno (SSP2501), identificado con una
probable disulfuro-isomerasa de M. sativa, que mostrd, como Unico cambio
significativo, un incremento de contenido al comparar, frente a la inoculacion simple
con el nematodo, tanto la inoculacion simple con Foc-5 como la doble con ambos
patogenos; y el otro (SSP8701), identificado con una NADH deshidrogenasa
(ubiquinona) de Solanum tuberosum, que resultd inducido, respecto al control, en las
plantas sometidas a la inoculacion simple con Foc-5 y a la doble inoculacion (Fig.
2.21B).

Metabolismo, con 2 integrantes relacionados con la ruta de trans-metilacién, uno
(SSP3603), identificado con una S-adenosiimetionina sintetasa de P. sativum, que
resulté reprimido, respecto al control, en las plantas inoculadas sélo con el nematodo;
y el otro (SSP5905), identificado con una metionina sintasa de G. max, que result6
inducido, respecto al control, en las plantas sometidas a la doble inoculacién (Fig.
2.21B).

Unidn a nucledtidos, con 2 integrantes, uno (SSP1304), identificado con una probable
proteina de cohesién de cromatidas hermanas de A. thaliana, que resulté reprimido,
respecto al control, en las plantas inoculadas sélo con el nematodo; y el otro
(SSP8805), identificado con una proteina hipotética de de A. thaliana con posible
funcion como factor de transcripcién de la familia bZIP, que resultd inducido, respecto

al control, en las plantas sometidas a la inoculacion simple con Foc-5 (Fig. 2.21B).

A su vez, las regulaciones de tipo cualitativo producidas sélo en ‘ICC14216K’ por efecto de

los distintos tratamientos incluyeron identificaciones encuadradas funcionalmente en los

siguientes dos grupos (Tabla 2.10):

a)
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de aspartico-proteasa, que sblo se detectd en plantas inoculadas con el nematodo,
bien de forma individual o conjuntamente con Foc-5 (Tabla 2.10).

b) Union a nucledtidos, con dos integrantes, uno (SSP201), identificado con un factor de
transcripcion de respuesta a etileno de tipo RAV1 de A. thaliana, que, no afectandose
significativamente por la inoculacién con Foc-5, parecié reprimirse completamente en
plantas inoculadas con el nematodo, bien de forma individual o conjuntamente con
Foc-5 (Tabla 2.10); mientras que el otro (SSP8706), que sblo se detectd en plantas
inoculadas, bien individual o conjuntamente con Foc-5, con el nematodo (Tabla 2.10),
resulto similar a la mancha SSP7704, regulada de forma cuantitativa en
‘CA336.14.3.0’, siendo por tanto identificado con un posible factor de transcripcion con

dominio B3 de A. thaliana.

Finalmente, de las tres unicas diferencias, dos cuantitativas y una cualitativa, obtenidas en
la comparacion de los controles de ambas lineas, so6lo pudo identificarse una (SSP5905), la cual
estuvo representada en ‘ICC14216K’ en una cuantia casi tres veces superior que en
‘CA336.14.3.0' (Tabla 10). Esta proteina, identificada con una metionina sintasa de G. max, fue
una de las regulaciones cuantitativas especificas de la linea ICC14216K (Tabla 2.8, Fig. 2.22B).

2.4.5.- RESPUESTA EN EL FLUIDO APOPLASTICO

2.4.5.1.- Respuesta a los 14 y 18 DAI

El proteoma estudiado consiste en las proteinas secretadas al apoplasto por las células
asi como aquéllas, débilmente ancladas a la pared celular, que resultan extraidas mediante el
tampdn descrito en materiales y metodos (apartado 2.2.6.1). La concentracién se realizd
mediante dialisis de la muestra y posterior liofilizacién. En experimentos preliminares la
liofilizacidn, sin usar una etapa previa de eliminacion de sales, produjo una elevada precipitacion
de éstas al resuspender la muestra.

El analisis del fluido apoplastico mediante SDS-PAGE a los 14 DAI (tiempo de desarrollo
de los primeros sintomas de FVG en la linea susceptible JG62) no revel6 variaciones en el
patron de proteinas, entre las plantas inoculadas con Foc-5 y sus respectivos controles, en las
lineas resistentes CA336.14.3.0 e ICC14216K, mientras que si se observd una banda de peso
molecular de 25 KDa en la linea susceptible JG62 (Fig. 2.25). Esta misma banda, también

observada de forma muy tenue en las lineas resistentes, no resulté modificada en éstas por la
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interaccion con el patégeno. Tal como se indica en la Tabla 2.12, dicha banda fue identificada
con una endo-quitinasa acida cuya expresion se induce en garbanzo tras inoculacion con A.
rabiei (Vogelsang y Barz, 1993).

La respuesta a los 18 DAI (tiempo para desarrollo completo de los sintomas de FVG en la
linea susceptible JG62) fue diferente entre las tres lineas estudiadas. Asi, mientras que en
‘CA336.14.3.0' no se observd ninguna respuesta a la infeccion con Foc-5, ésta produjo en
1CC14216K’ el aumento de intensidad de una banda (banda 5 en Fig. 2.26B), y en ‘JG62’ el de
una banda de similar movilidad a la anterior mas otras dos (indicadas, respectivamente, como
bandas 2-4 en la Fig. 2.26A). De las anteriores, las proteinas 2 y 3 se han identificado con
sendas endo-glucanasas de garbanzo, las cuales son proteinas de respuesta a patdgenos,
segun la informacion proporcionada por las bases de datos, y la proteina 4 fue identificada con la
misma quitinasa &cida de garbanzo (banda 1) cuya expresion experimento variaciéon en JG62 a
14DAI (Tabla 2.12).

=) — __
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Figura 2.25.- Analisis mediante SDS-PAGE de las proteinas del fluido apoplastico de plantas de
garbanzo, lineas JG62 (A), CA336.14.3.0 (B) e ICC14216K (C), inoculadas con la raza 5 de F. oxysporum f. sp.
ciceris, a los 14 DAI. Carriles 1-4, plantas control; y 5-7, plantas inoculadas con Foc-5. A la izquierda se muestran
los marcadores de peso molecular. En todos los casos se carg6 la misma cantidad de proteina (15 pg) y se tifié con
Coomassie G-250.
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Figura 2.26.- Anélisis mediante SDS-PAGE de las proteinas del fluido apoplastico de plantas de
garbanzo, lineas JG62 (A), CA336.14.3.0 e ICC14216K (B), inoculadas con la raza 5 de F. oxysporum f. sp.
ciceris, a los 18 DAI. A) 'JG62', 1, plantas control y 2-3 plantas inoculadas con Foc-5. B) ‘CA336.14.3.0' e
‘ICC14216K’, 1-2, plantas control e inoculadas, respectivamente, de ‘CA336.14.3.0' y 3-4, plantas control e
inoculadas, respectivamente, de ‘ICC14216K’. A la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular. En
todos los casos se cargo la misma cantidad de proteina (15 ug) y se tifié con Coomassie G-250.

TABLA 2.12.-Proteinas del fluido extracelular de la raiz de garbanzo (‘JG62', ‘CA336.14.3.0° e
‘|CC14216K’) afectadas por la inoculacién con Foc-5 (30.000 clamidosporas / g suelo) a los 14 y 18 DAI. Los
numeros de las proteinas corresponden a los indicados en las Figs. 2.25 y 2.26.

Masa molecular Secuencia de
N° Proteina Especie MASCOTa (observada/ cobertura
tedrica) KDa (porcentage)
Endo-quitinasa &cida (Clase Ill) . -
1 (precursor) (P36908) Cicer arietinum 278 (8) 25,0/31,61 43
Glucan-endo-1,3-beta-glucosidasa ) -
2 (Precursor) (QIXFW9) Cicer arietinum 93 (5) 28,5/41.37 15
Glucan-endo-1,3-beta-glucosidasa . L
3 (Precursor) (Q9ZP12) Cicer arietinum 148 (8) 27,0/35,63 41
Endo-quitinasa &cida (Clase I1l) . .
(precursor) (P36908) Cicer arietinum 278 (8) 25,0/31,61 43
5 No identificada - 30,0

a"Mascot score” y, entre paréntesis, los péptidos coincidentes en la identificacion.

2.4.5.2.- Respuesta a los 40 DAl mediante “split-root”

En este experimento no se observo ningun efecto de la division de raices en las plantas
que no fueron inoculadas, con lo que se puede concluir que las diferencias en peso y respuesta
protedmica, son debidas al efecto localizado o sistémico de los patogenos. A la finalizacion del
experimento, no se observo ninguna respuesta de pérdida de resistencia a los 40 DAI en las
lineas estudiadas, al inocular los patégenos conjuntamente en la misma planta. En ambas lineas
(CA336.14.3.0 e ICC14216K), en la doble inoculacion, la parte radical inoculada con Foc-5

present6 sintomas de necrosis y menor crecimiento, mientras que en la parte inoculada con M.
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artiellia los cambios fueron menores (Fig. 2.27). Las plantas inoculadas sélo en una parte radical
con Foc-5 6 con M. artiellia, manteniéndose la otra parte sin inocular, no mostraron ningun
sintoma en las raices (datos no mostrados).

En este experimento, aunque las respuestas se estudiaron a 40 DAI, la edad real de las
plantas fue superior a este periodo de tiempo, ya que al mismo debe afiadirse el tiempo
necesario para la separacion de las raices en las plantas que se van a inocular y el periodo
apropiado para poder observar algin sintoma en el desarrollo de la enfermedad. Esto puede

determinar un proteoma diferente al de los periodos mas iniciales (14-18 DAI).

M. artiellia

M. artiellia

Figura 2.27.- Sintomas de necrosis y menor crecimiento en la parte de las raices inoculadas con Foc-
5 en plantas de garbanzo linea CA336.14.3.0 (A-B) y linea ICC14216K (C-D).
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Para determinar si habia algun efecto en el metabolismo de la planta por causa de las
inoculaciones en alguna de las partes radicales, se midieron los pesos de las mitades de las
raices de cada uno de los tratamientos. El estudio estadistico mediante el test T pareado se
realiz6 comparando las mitades de cada grupo de plantas (datos pareados) que habia recibido el
mismo tratamiento (p. ej. la mitad inoculada con Foc-5 vs la otra mitad sin inocular). Sélo resulto
significativo el conjunto de plantas de garbanzo de la linea ICC14216K que habia recibido la
doble inoculacion, siendo mayor el peso en la parte inoculada con M. artiellia que el de la
inoculada con Foc-5. A resaltar que esta misma combinacion de tratamientos no resulto
significativa en ‘CA336.14.3.0’, a pesar de las diferencias aparentes que se observan en la Fig.
2.28. El resto de grupos de plantas no presentd ninguna diferencia significativa, aunque si se
puede observar en los datos obtenidos que la linea ICC14216K presenta una mayor tasa de
crecimiento que la linea CA336.14.3.0 (Fig. 2.28).

PESOS RAICES "SPLIT-ROOT"

Peso raiz (g)

CA336CC2
CA336FCC
CA336FCF
CA336FMF
ICC14CCH
ICC14CC2
ICC14FCC
ICC14FCF
ICC14FMF
ICC14FMM
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CA336FMM
CA336MCC
CA336MCM
ICC14MCC
ICC14MCM

Tratamientos

Figura 2.28.- Pesos de las mitades radicales sometidas a los diferentes tratamientos en el
experimento de “split-root”. Etiquetas: CA336: CA336.14.3.0, ICC14: ICC14216K; CC1 y CC2: parte radical
control de plantas no-inoculadas; FCC: parte radical control de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris;
FCF: parte radical inoculada con F. oxysporum f. sp. ciceris de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris;
FMM: parte radical inoculada con M. artiellia de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris y M. artiellia;
FMF: parte radical inoculada con F. oxysporum f. sp. ciceris de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris y
M. artiellia; MCC: parte radical control de plantas inoculadas con M. artiellia; MCM: parte radical inoculada con M.
artiellia de plantas inoculadas con M. artiellia. Los valores representados son la media + DE de cuatro plantas por
tratamiento. * Tratamientos significativos al comparar las diferentes partes radicales de la misma planta.

El sub-proteoma de fluido apoplastico correspondiente a este experimento presentd un
mayor numero de proteinas que el de plantas de 14 y 18 DAI, revelandose unas 9 proteinas
mayoritarias al utilizarse Coomassie Brilliant Blue G250 como agente de tincién. Cada repeticion

consistid en una planta individual, con lo cual se pudo eliminar el efecto de la variabilidad
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biologica entre individuos al compararse la mitad de su raiz inoculada con Foc-5 6 M. artiellia y la
otra mitad sin inocular como control, asi como para determinar si habia alguna respuesta
sistémica en periodos mas dilatados de tiempo entre ambas partes de la planta en las lineas
resistentes CA336.14.3.0 e ICC 14216K.

No se observo ninguna diferencia ni entre plantas inoculadas ni entre controles (plantas sin
inocular en ambas partes de la raiz) con este tipo de fraccionamiento del proteoma. La técnica
de “split-root” no produjo tampoco ningun efecto sobre este sub-proteoma, al no observarse
ninguna diferencia entre las dos partes radicales en las plantas control y compararse éstas

posteriormente con las plantas inoculadas.

KDa
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150
100

75

| 50

Figura 2.29.- Analisis mediante SDS-PAGE de las proteinas del fluido apoplastico de raices intactas
de la linea CA336.14.3.0 a los 40 DAI en el control. Se cargaron 15 g de proteina en cada carril. Las proteinas
dentro de los cuatros blancos han sido identificadas mediante MALDI-TOF/TOF.

TABLA 2.13.- Proteinas mayoritarias en el fluido extracelular en garbanzo a los 35-40 DAI (Fig. 2.29).

Masa molecular Secuencia de
N° Proteina Especie MASCOTa (observada/ cobertura
tedrica) KDa (porcentage)
1 Aconitato hidratasa (Q9SIB9) Arabidopsis thaliana 127 (17) 105,7/98,72 13
2 Metionina sintasa (Q71EWS8) Glycine max 139 (13) 85,0/84,40 25
3 Beta-glucosidasa (QOFSY8) Cicer arietinum 145 (10) 68,0/50,78 23
4 No identificada 52,2
5 No identificada 45,0
6 No identificada 435
7 gggﬁﬁ‘r'gggr']i‘;;(@;?gg” Antirthinum majus 138 (11) 36,0/36,78 45
8 S:g;?r'gggg‘; j(fggfggz) Pisum sativum 150 (7) 35,0136,76 3%
9 No identificada 28,0
10 Triosafosfato isomerasa (Q38IW8)  Glycine max 174 (7) 20,7127 ,42 36
1 Proteina hipotética (QILEN3) Cicer arietinum 186 (4) 10,3/10,39 58

a"Mascot score” y entre paréntesis, los péptidos coincidentes en la identificacion.
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M. ARTIELLIA

Figura 2.30.- Andlisis mediante SDS-PAGE de las proteinas del fluido apoplastico en la linea
ICC14216K a los 40 DAI en el experimento de “split-root”. Cada carril corresponde a una parte de la planta, las
plantas se ordenan correlativamente en ambos casos. Se cargaron 15 g de proteina en cada carril.

2.5.-DISCUSION

2.5.1.- DETERMINACION DE LAS FASES PARASITICAS DE M. ARTIELLIA Y TEST DE

PENETRACION

2.5.1.1.- Ciclo parasitico de M. artiellia en garbanzo

El ciclo parasitico de M. artiellia en garbanzo sigue las fases descritas para otros
nematodos del género Meloidogyne en ofras plantas huésped (Vovlas et al., 2005). La
determinacion del periodo temporal de las fases de la interaccién con garbanzo nos ha permitido
elegir los tiempos de muestreo en coincidencia con Foc-5. Asi, los experimentos preliminares de
protedmica fueron realizados a 2, 4, 8 y 18 DA, coincidiendo con las fases de penetracién de
juveniles en la raiz (2 DAI), fijacién de los nematodos al sitio de alimentacién (4 DAI), fase
avanzada de la alimentacién (8 DAI) y produccién de cambios morfologicos en la hembra (en los
experimentos preliminares) (18 DAI).

Como evidencia de la similitud de nuestros resultados con los de otros nematodos del
género Meloidogyne, con M. incognita en tomate a 29 °C, el paso del cuarto estadio a adulto se
produjo en 13-15 dias posteriores a la penetracion de la raiz, observandose la primera
deposicion de huevos tras 19-21 dias después de la penetracion (Triantaphyllou y Hirschmann,
1960).
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2.5.1.2.- Penetracion de J2s de M. artiellia en ‘CA336.14.3.0' e ‘ICC14216K’ en

periodos iniciales de la interaccion

Aunque en estudios anteriores no se observd ninguna diferencia en la tasa de
reproduccion entre estas lineas al final de los experimentos, ni tampoco en las plantas
coinfectadas por ambos patégenos (Castillo et al., 2003; Navas et al., 2008), en este trabajo se
determind si la pérdida de resistencia se relacionaba con alguna diferencia de penetracién en los
periodos iniciales, esto es, con una preferencia 6 mayor atraccion de los juveniles de M. artiellia
por alguna de las lineas en estudio.

Los resultados obtenidos confirmaron que no existe preferencia en la penetracion inicial (2
DAI) de J2s de M. artiellia por ninguna de las dos lineas estudiadas. Ademas, estos resultados
nos permitieron determinar el numero aproximado de penetraciones de nematodos en la raiz,
para calcular las necesidades de indculo en posteriores experimentos, y si el numero de

nematodos penetrado en la raiz era adecuado.

2.5.2. FASES INICIALES DE LA INTERACCION (4-8 DAI)

El estudio protedmico en las fases iniciales de la interaccién se realizo para determinar
qué proteinas podrian estar involucradas en la respuesta defensiva temprana a Foc-5. Las
diferencias anatémicas entre las raices de 4 y 8 DAI se centran en que a 4 DA, la raiz primaria
ha sido perforada por la proliferacion de raices secundarias, mientras que a 8 DAI estas raices
secundarias se han desarrollado en longitud explorando nuevas zonas de suelo.

La respuesta protedmica a la infeccidn de las lineas resistentes CA336.14.3.0 e
ICC14216K a los 4 y 8 DAI resultd escasa, probablemente debido a varias causas: i) posible
dilucion de la respuesta, al ser la raiz un érgano cilindrico, en el que la relacion volumen/unidad
de superficie de interaccion es mas elevado que en las hojas; ii) su caracter localizado a las
partes del cilindro vascular (Wiermann, 1981, Lopez-Meyer y Paiva, 2002); iii) su produccion en
otro periodo temporal al estudiado; iv) que la respuesta, en estas fases mas tempranas, esté
condicionada por moléculas no proteicas, 6 por proteinas que se encuentren a un nivel dificil de
detectar por la tecnologia utilizada. Tal como se evidencia en los datos de las Tablas 2.2 y 2.4,
del nimero de proteinas que modificaron sus niveles (13), las 8 que fueron identificadas no
arrojan mucha luz sobre posibles mecanismos relevantes en relacién con la resistencia a la FVG

y esto debido a: i) la falta de continuidad temporal de las respuestas, ya que ninguna de las
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modificaciones a 4DAI pudieron detectarse a 8DAI; ii) la falta de concordancia en las respuestas
de las lineas, pese a ser ambas igualmente resistentes a Foc-5 (si bien con diferente fondo
genético); iii) la dominancia de las respuestas de represion frente a las de induccion (7 frente a
1); y iv) la ausencia de proteinas de defensa entre las que resultaron sensibles a los
tratamientos. Siete de las 8 proteinas reguladas identificadas fueron de funcién conocida,
correspondiendo ésta con el metabolismo (4), la sintesis y degradacion de proteinas (2) y a la
modificacion de la pared celular (1). Aunque fuera de la clasificacion funcional de ‘estrés y
respuesta defensiva’, algunas de las anteriores proteinas si pudieran desarrollar cometidos de
este tipo. Tal es el caso de las posibles chalcona isomerasa (clasificacion funcional: metabolismo
secundario) y subunidad beta 3 del proteasoma (clasificacion funcional: sintesis y degradacion
de proteinas); la primera, dada su posicién inicial en la extension a flavonoides/isoflavonoides de
la ruta fenilpropanoide (Barz y Mackenbrock, 1994) y por haberse podido correlacionar su
expresion, junto con la de chalcona sintasa, con la resistencia a hongos (Fofana et al., 2002); y la
segunda, debido a que el proteasoma resulta inducido en respuesta a determinados elicitores
como criptogeina (Dahan et al., 2001), ademas de haberse evidenciado el posible requerimiento
del mismo para la induccion de la respuesta defensiva en pepino (Becker et al., 2000). Sin
embargo, ambas proteinas resultaron en nuestro caso reprimidas constituyendo una respuesta
restringida so6lo a ‘CA336.14.3.0' y a 8 DAI. También la S-adenosilmetionina sintasa (clasificacion
funcional: metabolismo), con la que se identificaron dos de las proteinas reguladas, podria tener
un papel relevante en la defensa dada la importancia clave de este enzima en el metabolismo
monocarbonado y la relevancia que tienen las reacciones de metilacion en la sintesis de
flavonoides/isoflavonoides y otros metabolitos secundarios defensivos. No obstante, de nuevo la
regulacion de estas proteinas fue negativa y restringida sélo a ‘CA336.14.3.0’ y, en este caso, a
4DAl.

Las mayores diferencias encontradas a los 4 y 8 DAI fueron entre proteinas constitutivas
de ambas lineas (Tablas 2.3 y 2.5). A los 4 DAI, cuatro de las siete proteinas diferenciales estan
funcionalmente asociadas con la defensa, presentando tres de ellas contenidos superiores en
1CC14216K" que en ‘CA336.14.3.0". Esta mayoritaria representacion de proteinas defensivas
podria justificarse en base a que el proteoma de raiz parece ser especialmente abundante en
este tipo de proteinas, en relacion a otros tejidos de las plantas (Watson et al., 2003). Por otra
parte, la prevalencia de dichas proteinas en ‘ICC14216K’ respecto a ‘CA336.14.3.0° podria
indicar un mayor potencial defensivo en la primera linea, aunque no se conoce una relacion

especifica estrecha de tales proteinas con la respuesta defensiva constitutiva a la FVG. Entre las
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proteinas de defensa se podrian destacar las dos identificadas con proteinas previamente
descritas en garbanzo, en concreto una proteina PR y una probable proteina inducible por ABA
de garbanzo. El ABA estd implicada en la respuesta defensiva contra patdgenos, ademéas de
participar en la respuesta a diferentes estreses abioticos (Davies y Jones, 1991). También se
puede destacar una aparente proteina R de la familia TIR-NBS-LRR, a tenor con su identificacion
con proteina RPS4 de A. thaliana, la cual confiere resistencia a bacterias patdégenas que
secretan el factor de avirulencia avrRps4 (Gassmann et al., 1999). Esta proteina también ha sido
identificada en estudios del proteoma extracelular de garbanzo, donde se detectd
exclusivamente a las 192 horas de deshidratacion (Bhushan et al., 2007), mientras que nuestros
resultados indican que se presenta constitutivamente en ambas lineas a los 4 y 8 DAI, aunque
solo muestra diferencias entre lineas a los 4 DAI.

Al igual que a los 4 DAI, a 8 DAI el mayor numero de diferencias se observaron entre
proteinas constitutivas comunes en ambas lineas; sin embargo, en este caso, fue ‘CA336.14.3.0°
la que mostré contenidos superiores de una mayoria de las proteinas diferenciales (7 de las 10;
Tabla 2.5). En este caso, al igual que en 4 DAI, a una mayoria de las proteinas identificadas se
le pueden asignar funciones de defensa, aunque formalmente se encuadren en grupos distintos
del de proteinas de stress y respuestas defensivas. Entre estas se pueden destacar por su
posible implicacion en mecanismos de resistencia a patégenos a tres de ellas: SSP0307,
SSP3404 y SSP0012 (Tabla 2.5). SSP0307 se identificd con TGB12K, una proteina de M.
truncatula cuyo papel esta relacionado con factores que controlan el limite del tamafio de
exclusion de los plasmodesmos mediante la degradacién de callosa y que, en este sentido,
puede influir en el movimiento de particulas virales (Fridborg et al., 2003). En nuestro
patosistema, este mecanismo es de dudosa traslaciéon ya que patégenos vasculares como F.
oxysporum f. sp. lycopersici 0 Foc-5 avanzan hacia el cortex intercelularmente (Agrios, 2005;
Basallote-Ureba, 1987). SSP3404 fue identificada con un dominio de tioredoxina 2 de Medicago
truncatula. Las tiorredoxinas actlan como antioxidantes que facilitan la reduccion de otras
proteinas mediante reacciones de intercambio tiol-disulfuro (Ritz y Beckwith, 2001), siendo
regeneradas a sus formas reducidas por la tiorredoxina reductasa mediante NADPH (Li et al.,
2003). En algunos casos, la actividad tioredoxina también se ha relacionado con la regulacién de
la resistencia a enfermedades en plantas (Rivas et al., 2004; Yi et al., 2007). Por ultimo,
SSP0012, identificada con una proteina tipo citocromo P450 de A. thaliana, podria participar en
procesos de hidroxilacion conducentes a la formacion de metabolitos secundarios de naturaleza

defensiva.
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Desde el punto de vista de las proteinas constitutivas expresadas diferencialmente en
ambas lineas, es dificil cualquier intento de relacionarlas con la respuesta a patégenos en esas
lineas, debiéndose tener presente que ambas lineas son resistentes a Foc-5. También los
momentos muestreados, 4 DAI con el inicio de la salida al exterior de las raices secundarias y 8
DAI con el crecimiento de éstas, pueden haber influenciado una mayor actividad y variabilidad
bioldgica.

En cualquier caso, el estudio solo se refiere a una parte del proteoma de la raiz de
garbanzo, la que incluye a las proteinas solubles que se encuentran a mayores concentraciones
(las visibles después de la tincién de los geles con Coomassie) y estan dentro del rango de pl 4-
7y 8-116 KDa de peso molecular; proteinas con otras caracteristicas, que puedieran tener una

mayor implicacion en la respuesta defensiva, han quedado fuera del analisis.

2.5.3.- FASES MAS AVANZADAS DE LA INTERACCION (35-40 DAI)

El mayor numero de manchas electroforéticas afectadas por las inoculaciones se produjo
en la linea que pierde la resistencia a Foc-5 tras la coinfeccion con M. artiellia (‘CA336.14.3.0') y,
precisamente, en la interaccion doble con ambos patégenos, lo cual podria indicar una mayor
sensibilidad para esta linea y tratamiento. La tendencia en ambas lineas fue a una mayor
similitud de la respuesta a la doble inoculacion con la respuesta al hongo que con la respuesta al
nematodo, estando dominadas las dos primeras por regulaciones positivas de las proteinas
diferenciales, mientras que en la inoculacién con el nematodo, las regulaciones se distribuyeron
de forma mas equilibrada entre ambos signos. Esta prevalencia, en la doble inoculacion, de la
respuesta a Foc-5 sobre la de M. artiellia podria ser debida a que la accion del nematodo, a
pesar de causar posibles efectos fisioldgicos sistémicos, es siempre més localizada, en torno al
sitio de alimentacién, que la del hongo, que ademas de aplicarse en cantidades altas de indculo
(30.000 clamidosporas / g de suelo) coloniza superficialmente toda la raiz y puede penetrar a
traves del cortex. La maxima colonizacion de la raiz por Foc-5 debe producirse en la doble
inoculacion de la linea ‘CA336.14.3.0', que muestra resistencia inestable, siendo precisamente
ésta la interaccion que afectd a un maximo nimero de proteinas (Fig. 2.21). Al haberse utilizado
dos tipos de muestras bien diferenciados (muestras de raices secundarias, en el control y la
inoculacion con Foc-5, y de nddulos, en la inoculacion con M. artiellia y en la doble inoculacion).
Resulta digno de mencion que la mayor similitud entre las respuestas al hongo y a la doble

inoculacion no puede achacarse a un sesgo introducido por la similitud de la muestras.
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La agrupacion jerérquica de tratamientos (Fig. 2.13) corrobor6 las tendencias
anteriormente indicadas. Asi, en el caso de las proteinas afectadas de forma comin en ambas
lineas (Fig. 2.13A), la agrupacion observada nos indica que el componente tratamiento es més
importante que el componente linea. Las diferentes inoculaciones se encuentran bien
diferenciadas entre si, solo separandose las dos lineas dentro de cada tratamiento. A su vez, los
tratamientos Foc-5 y Foc-5+M. artiellia resultan agrupados entre si, al igual que los tratamientos
control y M. artiellia. Estas proteinas comunes podrian representar, en la mayoria de los casos,
respuestas generales de las plantas a la inoculacién con patégenos. Sin embargo, a nivel
individual estas proteinas comunes no respondieron siempre igual a los tratamientos en ambas
lineas (p. €j., la quitinasa clase | no se modificd significativamente en ‘CA336.14.3.0' y se indujo,
respecto al control, en todas las inoculaciones en ‘ICC14216K’). Considerando separadamente el
conjunto de proteinas reguladas en las lineas CA336.14.3.0 e ICC14216K, las agrupaciones de
las distintas inoculaciones fueron en ambos casos diferentes (Fig. 2.13B-C). Asi, en
‘CA336.14.3.0’ la respuesta a M. artiellia (mucho méas amplia que en 1CC14216K’, al comprender
un total de 15, frente a sélo 8, modificaciones) se diferencio de los restantes tratamientos y entre
éstos, la inoculacion con Foc-5 (cuya respuesta en esta linea fue relativamente corta, con sélo 7
modificaciones frente a las 12 de 1CC14216K’) se diferencié mas de la doble inoculacion que del
control (Fig. 2.13B). Por el contrario, y de forma similar a lo obtenido con las proteinas comunes
de ambas lineas, ‘ICC14216K" mostrd un claro patrén de asociacion, por un lado, de las dos
inoculaciones con Foc-5, la individual y la conjunta con M. artiellia, y por otro del control y de la
inoculacion con M. artiellia. Las anteriores diferencias de agrupacion de los tratamientos
apuntarian a que mientras la linea CA336.14.3.0 presenta una respuesta intensa a M. artiellia
que se diferencia del resto de las inoculaciones, en la linea ICC14216K es la respuesta a Foc-5
la predominante, siendo menos contundente la asociada con M. artiellia.

La agrupacion funcional de las proteinas que resultaron modificadas en su expresion de
forma significativa, de acuerdo con los umbrales establecidos en el analisis de componentes
principales (Fig. 2.23) o en el de comparacién dos a dos (Fig. 2.24), indic6 un predominio de las
no identificadas, que fue especialmente acusado en el caso de ‘ICC14216K'’. Esta baja tasa de
identificacion puede deberse a la poca cantidad de proteina aplicada para la realizacion de los
geles, lo que, a su vez, vino determinado por la dificultad de la toma de muestras. Por lo que
respecta a las proteinas identificadas, en ambos genotipos la funcion principal modificada fue la
de estrés y respuesta a patogenos, aunque otras funciones celulares resultaron también
afectadas, sobre todo en el caso de ‘CA336.14.3.0'.
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Desde el punto de vista de la respuesta defensiva comun en ambas lineas se pueden
destacar las siguientes proteinas:

a) Proteina tipo R: la identificacion de una posible proteina R de tipo NBS-LRR cuya
funcion, tal como se ha descrito con cierto detenimiento en el capitulo de Introduccién, podria
asociarse al reconocimiento de patégenos especificos, en este caso al de Foc-5 (la proteina
resulté sobre-expresada, respecto al control, en la inoculacién simple con el hongo en ambas
lineas y, en ‘CA336.14.3.0°, también en la inoculacién simultanea con ambos patégenos).

b) Ascorbato peroxidasa: este tipico enzima antioxidante constituye, en plantas, el
principal mecanismo de destoxificacion de peréxido de hidrégeno (H202). Nuestros resultados
indican un mismo incremento de los niveles de APX (SSP4103 y SSP4201) en las plantas de las
dos lineas inoculadas con ambos patégenos. Puesto que APX es un enzima degradativo de
H20,, pero que, por eso mismo, también puede resultar activado en condiciones de fuerte estrés
oxidativo, el incremento de su actividad en una situacion dada se puede interpretar como
indicadora tanto de una concentracion baja como alta de H20.. En el primer caso el incremento
de actividad podria relacionarse con una reaccion de susceptibilidad (la acumulacion de H202, o
estallido oxidativo, es una tipica respuesta defensiva de las plantas), mientras que en el segundo
podria serlo con una reaccion de resistencia. En ciertos sistemas, una regulacion negativa de la
APX se ha asociado con la expresion de resistencia (El-Zahaby et. al., 1995; Vanacker et al.,
1998), interpretandose que la misma indicaba altos niveles de proteccion propiciada por una
mayor persistencia (0 acumulacion) de H20.. En esta linea, estudios previos de nuestro grupo de
investigacion, realizados con las lineas de garbanzo JG62 y WR315, respectivamente
susceptible y resistente a Foc-5, revelaron un incremento de APX por efecto de la inoculacién,
pero sblo en la reaccion susceptible (JG62) (Garcia-Limones et al., 2002). Sin embargo, al
estudiarse de forma especifica la actividad APX apoplastica, el resultado obtenido fue el opuesto,
esto es, la actividad sélo resulté incrementada en la reaccién incompatible (WR315) (Garcia-
Limones et al., 2009). La induccion de ascorbato peroxidasa ha sido también observada como
una reaccion a nematodos, como es el caso de la producida en nodulos de raices de tomate

infectadas con M. hapla (Moliniari y Miacola, 1997).

La respuesta defensiva diferencial entre las lineas de estudio se puede centrar, con la
reserva impuesta por el elevado numero no identificaciones, en los siguientes tipos de proteinas:
a) Quitinasa clase I: Este enzima esta localizado en la vacuola, aunque en algun caso se
ha situado también en el citoplasma (Beintema, 2007). Entre las diferentes clases de quitinasas,

se ha observado que, en tabaco o garbanzo, las &cidas (clases Il ¢ Ill) muestran una menor
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actividad antifungica in vitro que las béasicas (clase I) (Melchers et al., 1993; Sela-Buurlage et al.,
1993; Vogelsang y Barz, 1993a). La acumulacion de la actividad quitinasa en las fases iniciales
de la interaccion F. oxysporum f. sp. ciceris-garbanzo ha sido constatada en diversos estudios
(Cachinero et al., 2002; Saikia et al., 2005), con maximos a tiempos tempranos (2 y 3 DAI). Sin
embargo, por lo que a la relacién planta-nematodo se refiere, se han evidenciado repuestas
bastante contradictorias dependiendo de la especie vegetal y el nematodo nodulador (Qiu et al.,
1997; Roberts et al., 1992). Asi, se ha demostrado que la inoculacién de soja con M. incognita
provoca un aumento lento de la actividad quitinasa, alcanzando su maximo a los 34 DAI, el cual
se correlacion6 con el incremento de algunas isoformas &cidas (Qiu et al., 1997). Sin embargo,
en otros casos, como plantas de Festuca arundinaciea Schreb. infectadas con Meloidogyne
marylandi Jepson & Golden, 1987, la actividad quitinasa no se vié afectada en las raices aunque
si se aprecio un incremento sistémico de la misma en otras partes de la planta (Roberts et al.,
1992). Ademas, las quitinasas han mostrado un efecto nematicida in vitro, provocando la
mortalidad de huevos y una eclosion prematura de los mismos in vitro (Mercer et al., 1992). Sin
embargo, por su localizacion vacuolar, se cree que las quitinasas de clase | actuan tras su
vertido a la matriz extracelular (Mauch y Staehelin, 1989), aunque también se ha observado su
presencia en el aparato de Golgi (Mauch y Staehelin, 1989). En el caso de la interaccion F.
oxysporum f. sp. licopersici y tomate, se observo que las quitinasas se distribuian asociadas a
las hifas en las areas de la pared celular vegetal donde aquéllas tenian contacto con ésta, pero
no observandose incrementos de actividad del enzima en la vacuola 6 el espacio intercelular,
siendo mas rapida esta respuesta en la linea resistente (Benhamou et al., 1989).

b) Proteinas del metabolismo secundario: aunque en este caso circunscritas solo a la
linea CA336.14.3.0, varias identificaciones estén relacionadas con la ruta isoflavonoide: chalcona
isomerasa (CHYI), isoflavona reductasa (IFR) y 2-hidroxiflavona reductasa (2’HFR). Mientras que
CHI es el enzima que junto con la chalcona sintasa ocupa el punto de desviacion de la ruta
flavonoide/isoflavonoide desde el metabolismo general fenilpropanoide, IFR y 2’HFR son
isoflavonas reductasas de funcién similar (pudieran incluso ser isoformas de una misma
actividad), consistente en la reduccién de 2’-hidroxiflavonas en las respectivas flavanonas, etapa
clave en la formacién de las fitoalexinas pterocarpanicas de garbanzo (medicarpina y
maackiaina) (Schlieper et al., 1990; Barz y Mackenbrock, 1994). Estas fitoalexinas son
producidas en la interaccion entre garbanzo-Foc, en cuantia que a veces se ha correlacionado
con la resistencia (Stevenson et al., 1995; Cachinero et al., 2002), siendo ésta una de las
respuestas defensivas mas tipicas de la planta a patdgenos en general, como se ha estudiado

con especial detalle en el caso de Ascochyta rabiei (Weigand et al., 1986), y también al
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tratamiento (de cultivos celulares) con diversos elicitores (Otte et al., 2001). No obstante, el
posible papel defensivo que las anteriores proteinas pudieran desarrollar en nuestro caso de
estudio, resulta poco claro ya que, por un lado, las regulaciones observadas fueron negativas y,
por otro, se produjeron en distintas situaciones de inoculacién (CHI y 2’HFR resultaron
reprimidas, respecto al control, sélo en la respuesta a, respectivamente, M. artiellia y la doble
inoculacion; mientras que IFR solo se indujo en la inoculacion con M. artiellia respecto a la
inoculacion con Foc-5). Por ello, cabria mas bien plantear la posible relacion de las respuestas
anteriores con la reaccion de susceptibilidad al nematodo. Los nematodos noduladores secretan
corismato mutasa, un enzima que, al entrar en competencia con la forma enddgena de la planta,
puede alterar las rutas biosintéticas de ésta, incluyendo la sintesis de compuestos defensivos
(Lambert et al., 1999). Corismato es un metabolito de la ruta del shikimato y, por tanto, precursor
de los tres aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano), por lo que la alteracién de
sus niveles de utilizacion puede modificar la relacion de estos tres aminoécidos vy, por ende,
influir en la disponibilidad de precursores para la biosintesis de polimeros fendlicos de la pared
celular, de hormonas vegetales y de compuestos defensivos, asi como de nutrientes esenciales
para el nematodo (Lambert et al., 1999). A pesar de esta posible disminucion de los niveles de
fitoalexinas localmente en las células gigantes, también se ha constatado una disminucion
sistémica de fitoalexinas especificas tras la inoculacién de las plantas con nematodos,
asociandose esta disminucion a la pérdida de resistencia de las plantas a otros patdgenos de
suelo (Bell, 1969; Khan y Minton, 1979; Marley y Hillocks, 1994). Sin embargo, se ha sugerido
que la induccién transcripcional de una IFR constituye una respuesta temprana de alfalfa a
Meloydogyne incognita, aunque la misma se dio de forma bastante similar en un cultivar
suceptible y en otro resistente al nematodo (Potenza et al., 2001).

c) Otros enzimas del metabolismo de las EROs: La hipotesis (basada en la regulacion
antes comentada de la APX) de que cambios en el metabolismo oxidativo, 0 mas concretamente
en la acumulacién de EROs, estan implicados en las respuestas de garbanzo a los patdgenos
aqui estudiados, se ve reforzada por el hecho de que, entre las proteinas modificadas
especificamente en ‘CA336.14.3.0', las dos restantes del grupo funcional “estrés y respuesta
defensiva” fueron una peroxidasa de clase Ill y una catalasa, y dos del grupo de "transporte de
electrones” se identificaron como variantes de una misma quinona 6xido-reductasa, enzimas
todas ellas que se pueden catalogar como defensas antioxidantes. Asi mismo, una funcionalidad
similar podria asignarse a las dos proteinas del grupo de “transporte de electrones” modificadas
especificamente en 1CC14216K’, identificadas como una proteina disulfuro-isomerasa y una

NADH deshidrogenasa. De las anteriores, y refiriéndonos a las que podrian actuar mas
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directamente en el control del status redox intracelular, las peroxidasas de clase Il de plantas
son enzimas de secrecidn que pueden desempefiar multiples funciones en el apoplasto
relacionadas con la defensa, tales como el reforzamiento de la pared celular y lignificacion, la
sintesis de fitoalexinas y la produccidn de especies reactivas tanto de oxigeno (EROs) como de
nitrdgeno (Passardi et al., 2005; Aimagro et al., 2008). Sin embargo, las catalasas son enzimas
de localizacién tipicamente peroxisomal cuya funcién especifica es la destruccién del H,0; y las
quinonas Oxido reductasas son enzimas que, al reducir quinonas bielectrénicamente, sin pasar
por la forma radicalica de semiquinona, pueden prevenir la formacién de EROs que se producen
en la oxidacion quimica de semiquinonas (Requejo y Tena, 2005). Los nematodos noduladores
pueden incrementar transitoriamente la produccién de EROs en tejidos de plantas (Melillo et al.,
2006), habiéndose constatado que inducen algunos enzimas antioxidantes como ocurre con la
actividad peroxidasa (Mohamed y Abd-Elgawad, 2003). En el caso de peroxidasas, la
modificacion de su actividad podria tener otras consecuencias ademas de la modificacion del
estado redox, entre las que incluso podria considerarse, en base a la participacion en el
catabolismo de las auxinas, el control de la nodulacién, como se ha comprobado en el caso de
algunas interacciones de rizobios con leguminosas (Savitsky et al., 1999; Mathesius, 2001b). En
relacion con la fusariosis vascular de garbanzo, se ha podido comprobar la induccién de la
actividad catalasa, pero no asi la de peroxidasa, en raices de plantas resistentes (‘WR315') y
susceptibles (‘JG62') al patégeno (Foc-5), si bien la respuesta ocurri6 de forma mas temprana en
el primer caso (Garcia-Limones et al., 2002).

d) Proteinas de “union a nucle6tidos”: en este grupo se incluyen varias proteinas
reguladas en ambas lineas tanto de forma cuantitativa como cualitativa, algunas de las cuales
podrian relacionarse con la defensa ante microorganismos. Este podria ser el caso de las dos
proteinas de este grupo que resultaron reguladas cuantitativamente en la linea ICC14216K, e
identificadas como una posible proteina de cohesion de crométidas hermanas y un posible factor
de transcripcion bZIP. La primera de ellas, que resulté reprimida en las plantas inoculadas con
M. artiellia, podria relacionarse bien con una mayor activacion de la expresion de genes (Dorsett
et al., 2005) 6 bien con la conformacion del genoma en las células gigantes inducidas por el
nematodo. A su vez, el factor de transcripcion bZIP, cuya expresion aumento6 en la inoculacion
con Foc-5, podria asociarse, como se ha hecho con factores de transcripcion de esta familia, con
la regulacion, entre otros procesos, de la defensa frente a patogenos (Jakoby et al., 2002). Se ha
constatado la funcion de factores de transcripcion bZIP en la respuesta SAR (Jalali et al., 2006),
observandose también que algunos de ellos disminuyen la expresion de determinados genes

defensivos (Pontier et al., 2001). Respecto a las tres proteinas de este grupo reguladas
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cuantitativamente en ‘CA336.14.3.0°, aunque tienen identificaciones funcionalmente menos
definidas, dos de ellas aun podrian ser involucradas en respuestas de defensa; es el caso de las
relacionadas con una proteina no caracterizada de Arabidopsis que contiene un dominio B3
enlazante de ADN y con una poliproteina gal-pol de Solanum demissum Lindl., respectivamente.
El dominio B3 es compartido por varios factores de transcripcion especificos de plantas,
incluyendo los implicados en la transcripcién regulada por fitohormonas como auxinas, acido
abscisico y etileno (Yamasaki et al., 2004). De hecho, una de las proteinas reguladas
cualitativamente en ICC14216K’ fue identificada como un posible factor de transcripcion B3 de
respuesta a etileno (Tabla 2.10; SSP201). No obstante, mientras esta proteina resulté reprimida
de forma completa en las inoculaciones con el nematodo (tanto la individual como la conjunta
con el hongo), la otra posible proteina B3 se indujo, respecto al control, en dichas inoculaciones
(Fig. 2.21A; SSP7704). Por lo que respecta a la posible poliproteina gag-pol, se ha asignado a
ésta alguna relacion con el ensamblaje y movimiento de particulas virales de doble cadena
(Ribas y Wickner, 1998).

e) Proteina R de tipo NBS-LRR, la cual estuvo comprendida entre las proteinas de
defensa modificadas de forma especifica en ‘CA336.14.3.0°, donde resultd sobre-expresada,
respecto al control, en las plantas sometidas a la doble inoculacion (Fig. 2.21A; SSP9304).

Aunque su papel en la respuesta defensiva es dificil de explicar en relacién a nuestros datos.

Otro grupo de cierta entidad de proteinas modificadas es el de las relacionadas con el
metabolismo. Resulta llamativo el hecho de que casi la mitad del total de regulaciones
clasificadas dentro de este grupo funcional estén relacionadas con el metabolismo
monocarbonado. Entre ellas, en la linea ICC14216K, se observa la modificacion de sendas
proteinas relacionadas con la reaccion de transmetilacién. Nos referimos, en concreto a la
disminucion respecto al control de una S-adenosilmetionina sintasa, en respuesta a M. artiellia, y
al aumento de una metionina sintasa, en respuesta a la inoculacion conjunta con ambos
patogenos (Fig. 2.21B; SSP3603 y SSP5905, respectivamente). Las reacciones de transferencia
de metilo, en las cuales la S-adenosilmetionina (SAM) participa como donador de metilo (grupo
metilo activo), poseen gran importancia en la defensa en plantas, al ser etapas esenciales en la
formacion de precursores de la lignina y en la sintesis de metabolitos secundarios antibioticos
(fitoalexinas); ademas, SAM actua como un precursor biosintético de poliaminas y etileno. Por lo
anterior, una disminucion de la SAM sintasa, respuesta ya encontrada tras la inoculacion con
Foc-5 a los 4 DAl en la linea CA336.14.3.0 (Tabla 2.2; SP5402 y SP5406), podria considerase

como un factor de susceptibilidad (y por tanto con poca implicacién en la reaccidn de resistencia
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que se desarrolla en la interaccion de ‘CA336.14.3.0" y Foc-5). Por el contrario, la disminucion de
este enzima en las plantas de ‘ICC14216K’ inoculadas con M. artiellia si seria una respuesta
congruente con el caracter compatible de esta interaccion, donde podria asociarse con una
reduccion de la lignificacion (Bhushan et al., 2007), dada la sensibilidad de los nematodos a la
lignificacion de tejidos, principalmente relacionado con el transporte de nutrientes a las células
gigantes (Wuyts et al., 2006). La metionina sintasa, origina metionina que, ademas de participar
en la sintesis proteica, es el precursor de la SAM, razén por la que a dicho enzima se le puede
asignar un papel similarmente relevante al de la SAM sintasa en los procesos de defensa
(Giovanelli et al., 1985; Ravanel et al., 1998). Ambos enzimas, la metionina sintasa y SAM
sintasa, resultaron modificados en su expresién por situaciones de estrés hidrico en garbanzo,
generalmente con una disminucién de sus niveles (Bhushan et al., 2007). Por otra parte, se ha
observado que existe una estrecha relacion entre la defensa de las plantas frente a patégenos
fungicos y un incremento en la disponibilidad de grupos metilo activos, detectandose la induccion
de los genes S-adenosilmetionina sintasa y S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa por elicitores
fungicos en cultivos celulares y hojas de perejil (Kawalleck et al., 1992).

La tercera proteina relacionada con el metabolismo monocarbonado, que resulté regulada
en nuestro estudio, fue identificada con una glicina hidroximetiltransferasa y experimentd un
incremento de concentracion en ‘CA336.14.3.0" en respuesta a la doble inoculacion (Fig. 2.22A;
SSP7603). Este enzima cataliza la conversion de serina en glicina con formacion de grupos
metileno activos, proceso de interés en el metabolismo de aminoacidos y biosintesis de purinas y
pirimidinas ademas de, en un plano defensivo, en el control de la actividad fotorrespiratoria y, por
ende, en la proteccion del posible dafio oxidativo causado por EROs generados en cloroplastos y
peroxisomas (Moreno et al., 2005), papel este ultimo que pudiera ser de importancia en tejidos

foliares mas que en raices.

Otro aspecto interesante del estudio, son las proteinas que presentan algin
comportamiento cualitativo en alguno de los tratamientos estudiados. En este caso, como en las
regulaciones cuantitativas, el numero de proteinas modificadas resulté ser superior en
‘CA336.14.3.0' que en ‘ICC14216K’. Entre las proteinas identificadas, hay que destacar un
posible retrotransposon de la subclase Ty3-gypsy el cual se expresd en ambas lineas (SSP7205
y SSP7305) al inocularse las plantas con M. artiellia, tanto individual como conjuntamente con el
hongo. El papel de este tipo de retrotransposon, como se ha mecionado anteriormente, puede
estar relacionado con situaciones de estrés para crear variabilidad genética (Capy et al., 2000).

Sin embargo, como pasa con muchos retrotransposones, la funcion de esta subclase no esta
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descifrada completamente, aunque en algunos de ellos se ha propuesto cierto papel, por su
localizacion en el genoma, con la evolucion de los cariotipos y la funcion del centromero
(Presting et al., 1998). Asi también, en la regién pol de la proteina codificada se encuentran
motivos de proteasa, transcriptasa reversa H e integrasa, estando esta estructura también en
retrovirus (Chavanne et al., 1998). Otra proteina interesante, desde el punto de vista de la
respuesta defensiva, es la probable glicoproteina dérmica extracelular (SSP8708), la cual, en la
linea ICC14216K, sblo se detecto tras la inoculacién, bien en solitario o conjuntamente, con M.
artiellia, aunque dicha proteina si pudo apreciarse en todos los tratamientos en ‘CA336.14.3.0'.
La expresion de este tipo de proteina se ha descrito como una respuesta a estreses bidticos 6
abidticos (Satoh et al., 1992; Ditt et al., 2001), habiéndose evidenciado una posible actuacién
como inhibidor de la actividad -1,4-endoglucanasa del hongo Aspergillus aculeatus Lizuka (Qin
et al., 2003), con aparente regulacién por modificaciones postraduccionales (Shang et al., 2004).
Hay que resaltar, en el grupo de manchas electroforéticas con comportamiento cualitativo, la
baja tasa de identificaciones, probablemente debido a la baja intensidad obtenida en los geles.
En resumen, los resultados de este apartado muestran como dos lineas de garbanzo
expresan proteinas diferenciales en respuesta a la inoculacién individual 6 conjunta con Foc-5 y
M. artiellia. La linea CA336.14.3.0 desarrolla una mayor respuesta a nivel protedmico que la
linea ICC14216K. Algunas de estas proteinas han sido modificadas en ambas lineas, indicando
que la técnica es robusta de cara a estudios de interacciones planta-patdgeno, aunque la
respuesta en estas proteinas no se produjo siempre en el mismo sentido en ambas lineas. El
mayor numero de proteinas alteradas se encuentra en la inoculacién con ambos patégenos,
pudiendo deberse a un efecto sinérgico de la actuacion de ambos patogenos en la planta,
dandose el mayor nimero de proteinas modificadas en la interaccion compatible con el hongo al
estar co-infectada la planta con M. artiellia en la linea CA336.14.3.0. Las proteinas identificadas
con mayor fiabilidad, son las identificadas en garbanzo, 6 en especies de leguminosas afines.
Asi también la comparacién diferencial de las lineas no mostré muchas diferencias significativas
entre las lineas, estando relacionada con el metabolismo la unica proteina diferencial

identificada.

2.5.4.- FLUIDO APOPLASTICO

El apoplasto de las plantas, que incluye la matriz de la pared celular, es un compartimento

dinédmico, involucrado en una variedad de funciones durante el desarrollo normal de éstas y bajo
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condiciones de estrés. Su papel principal es en la nutricion celular, ya que las células importan
metabolitos del apoplasto, y en el desarrollo, mediante la determinacion de la capacidad de
elongacion de la pared celular. También posee un papel importante en la respuesta defensiva de
la planta frente a estreses de origen bidtico 6 abidtico como la respuesta frente a patégenos,
contaminantes del aire, toxicidad por metales pesados, sequia, salinidad y temperaturas
extremas (Fecht-Christoffers et al., 2003; Dietz et al., 1997; Covarrubias et al., 1995; Brune et al.
1994, Schaudner et al., 1992; Griffith et al., 1992). El estudio del fluido xilematico en tomate ha
dado muy buenos resultados en la interaccion de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Rep et al.,
2002; 2003 y 2004). Sin embargo, la extraccién de este fluido en garbanzo no fue posible, por lo
que se opto por el estudio del fluido apoplastico, en el cual se encuentra parte de este fluido y el
fluido intercelular.

Con anterioridad, este fluido fue estudiado, en referencia especifica a la presencia de
enzimas antioxidantes, en interacciones compatible (linea JG62) e incompatible (WR-315) de
garbanzo con Foc-5 a diversos periodos temporales: i) cuando las plantas no presentaban
sintomas; ii) cuando aparecieron los primeros sintomas en la linea susceptible; iii) cuando todas
las plantas susceptibles habian desarrollado sintomas de marchitez vascular (Garcia-Limones,
2003; Gracia-Limones et al., 2009). En nuestro caso, elegimos los tiempos de muestreo ii v iii,
incluyendo la linea JG-62 para determinar estos periodos temporales y observar la respuesta en
la interaccion compatible.

En el citado trabajo de Garcia-Limones no se observd contaminacion citoplasmatica
apreciable mediante la deteccion de la actividad del enzima G6PDH en los extractos
apoplasticos de las plantas inoculadas de ambos genotipos (JG-62 y WR-315), en relacién con
las plantas control, con lo que se comprobd que no se producia ruptura celular por efecto de la
inoculacion. En nuestro caso los niveles de contaminacion citoplasmatica determinados de forma
similar fueron asi mismo muy bajos. Sin embargo, la necesidad de concentrar los extractos
apoplasticos, dado su bajo contenido de proteina, para el analisis electroforético, puede haber
enriquecido la fraccién de proteinas contaminantes citosélicas, principalmente en las plantas de
“split-root”, lo que justificaria que la mayoria de las identificaciones efectuadas se refieran a
tipicas proteinas citoplasmaticas, sin sefial de secrecidn conocida, como aconitato hidratasa,
metionina sintasa, dos isoformas de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y triosafosfato
isomerasa. No obstante, la presencia de proteinas conocidas como intracelulares, carentes de
péptido sefial de secrecion, en fluidos apoplasticos o extractos de preparados de pared celular
suele ser habitual y abundante (pueden llegar a constituir un 50% del total de proteinas

identificadas), por lo que no debe descartarse la posibilidad de que, més que contaminantes, se
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trate de verdaderas proteinas extracelulares que son exportadas por un mecanismo desconocido
(Jamet et al., 2006). Recientemente, dos articulos han estudiado el proteoma de la matriz
extracelular (paredes celulares) de hojas de garbanzo (Bhushan et al., 2006) y este mismo
subproteoma en condiciones de sequia, incluyendo este ltimo a la linea JG62 (Bhushan et al.,
2007). Entre las identificaciones realizadas se encuentran, junto a ejemplos de proteinas
tipicamente extracelulares (caso de varias proteinas ricas en glicina o diversos enzimas
modificadores de la pared celular) otras que, aunque no descritas como tales, pudieran
desempefiar un papel a nivel de la pared celular (caso de metionina sintasa y otros enzimas
relacionados con reacciones de trans-metilacién que son importantes en la sintesis de
precursores de ligninas; Bhushan et al., 2007), y por ultimo otras que ni se conoce que sean
secretadas a la pared ni que puedan desempefiar en ella funcién alguna (caso de enzimas
glicoliticos y de enzimas cloroplasticos o mitocondriales). Sin embargo, ambos estudios, no
consideran las proteinas que puedan estar en el fluido intercelular (proteinas sin asociar ¢ sélo
débilmente unidas a la pared celular), las cuales generalmente suelen ser mas escasas y dificiles
de muestrear por posibles contaminaciones intracelulares (Chivasa et al., 2005). Estas ultimas,
pueden ser mas interesantes desde el punto de vista defensivo, por la posibilidad de ser
expresadas en la defensa del cilindro vascular a la penetracion de hongos vasculares o posibles
proteinas secretadas por éstos en las fases de colonizacion de la raiz.

La escasa respuesta observada en las lineas resistentes contrasta con la mas amplia
desplegada por el cultivar susceptible JG62, que incluye a tipicas proteinas PR como quitinasas

(evidenciadas tanto a 14 como a 18 DAI) y glucanasas (evidenciadas so6lo a 18DAI) (Tabla 2.12).

Las quitinasas forman una familia heterogénea de proteinas, localizadas en la vacuola y
en el apoplasto (Collinge et al., 1993). La quitinasa identificada en este estudio es &cida de la
clase Il y localizada extracelularmente (Vogelsang y Barz, 1993b; Mackenbrock et al., 1992). La
principal funcion de este tipo de enzimas esta relacionada con los mecanismos defensivos de las
plantas a organismos que posean quitina en su pared celular, principalmente hongos (Boller,
1987; Biitcher et al., 1997). Sin embargo, también se ha constatado la induccién de la expresién
de genes de quitinasas durante estreses abidticos, como en el apoplasto de Vigna unguiculata
bajo el efecto de metales pesados (Fecht-Christoffers et al., 2003), por salinidad y sequia en
pimiento (Hong y Hwang, 2002), y por estrés osmético en judia (Tateishi et al., 2001). En
garbanzo, se han observado aumentos de esta proteina en las paredes celulares de plantas
sometidas a estrés hidrico (Bhushan et al., 2007) y principalmente en respuesta a estreses

biéticos (Cachinero et al., 2002; Saikia et al., 2005), y la induccidn especifica de este mismo
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enzima (quitinasa clase Ill) ha sido constatada como una respuesta de resistencia temprana
(méxima expresion a 2 DAI, con caida acusada a los 8 DAI) mediante estudios de cDNA-AFLP
(Nimbalkar et al., 2006). En nuestro caso, la respuesta de la quitinasa, al sélo producirse en la
linea susceptible, no en las resistentes, pudiera asociarse bien con el estrés hidrico de la planta
producido por la enfermedad 6 bien con la induccion tardia de mecanismos de defensa una vez
el hongo ha penetrado en el haz vascular, ya que las quitinasas pueden también ser inducidas
por heridas, etileno, auxinas y citoquininas (Graham y Sticklen, 1994).

La respuesta evidenciada a los 18 DAl en la linea JG62, de induccién de una quitinasa y
dos glucan-endo-1,3-beta-glucosidasa (3-1,3-glucanasa), es concordante con los resultados de
Saikia et al. (2005) con plantas de esta misma linea inoculadas con Foc raza 1, si bien los
tiempos de induccién de isoformas afectadas en este estudio fueron algo diferentes. Ademas,
nuestros resultados (de 14 y 18 DAI) son bastante coincidentes con los obtenidos en la
interaccion de plantas susceptibles y resistentes de tomate con F. oxysporum f. sp. lycopersici,
donde las inoculaciones aumentaron varias veces las actividades de estos enzimas, aunque
siempre de forma superior en los cultivares susceptibles que en los resistentes (Ferraris et al.,
1987).

En resumen, la diferencia de respuesta entre lineas resistentes y susceptibles puede ser
producida por la expansion en éstas de los sintomas a toda la raiz, incluyendo desde sintomas
generales de sequia, que afectan a toda la planta y estdn motivados por la obturacién de los
vasos xilematicos, como también a sintomas asociados a las células radicales, mientras que la
respuesta en las lineas resistentes puede estar mas localizada a los puntos de penetracién del
cilindro vascular por las hifas 6 incluir una respuesta mas temprana que no hemos conseguido
observar. Ademas, el proteoma estudiado es sélo una parte de las posibles proteinas asociadas
a la pared, de acuerdo con el tampén de extraccion empleado, su composicion y fuerza ionica.
En nuestro caso, el tampon de extraccion utilizado contine CaCl, (el mismo utilizado en el
estudio de Garcia-Limones, 2003), introducido con el animo de extraer mas eficientemente
proteinas ionicamente unidas a la pared celular. No obstante, tampones con otros tipos de
componentes, como NaCl, LiCl, CDTA 6 manitol pueden resultar mas selectivos en la extraccion
de ciertas clases de proteinas apoplasticas (Boudart et al., 2005).

En los experimentos de “split-root’, la falta de respuesta proteica puede ser debida a varios
efectos: i) a la elevada edad de las raices; ii) a que las moléculas implicadas en el efecto de la
pérdida de resistencia sean de naturaleza no-proteica; y/o iii) a que los mecanismos de sistemia
que puede provocar el nematodo en la raiz sean de naturaleza no-proteica y solo se transmitan

en la misma raiz, y no en toda la planta. Respecto a este Ultimo punto, se puede destacar que el
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hongo no penetra las células gigantes para alcanzar el cilindro vascular, como parece deducirse
del resultado de estudios histopatoldgicos con cultivares de tomate, susceptible y resistente a F.
oxysporum f. sp. lycopersici, inoculados con M. javanica (Fattah y Webster, 1983).

La edad del huésped también puede influenciar los sintomas de la enfermedad, asi la tasa
de progreso de la enfermedad en la FVG es inversamente proporcional a la edad de la planta en
el momento de la infeccion (Chauhan, 1962). En plantas mas adultas, el peso fresco aumenta y
también la capacidad absoluta de sintesis, estos factores pueden ser importantes para superar
los efectos nocivos y toxinas que puede provocar F. oxysporum f. sp. ciceris (Gaumann, 1951).

El efecto de sumidero provocado por el nematodo podria afectar a la respuesta de la
planta a Foc-5. Es importante destacar la mayor capacidad de crecimiento de la linea
ICC14216K que la de la linea CA336.14.3.0, con una mayor adaptacion a los efectos de M.
artiellia 0 a ambos patdgenos, asi como un menor efecto de envejecimiento en las raices. Hay
evidencias de que la expresion constitutiva de la resistencia conduce a una disminucion del
crecimiento y desarrollo como consecuencia de la “competencia metabdlica” dirigida hacia la
sintesis de los elementos defensivos (Heil y Baldwin, 2002). Asi, se observa un mayor contenido
ylo actividad de enzimas en el metabolismo de carbohidratos-energético en los genotipos
resistentes que en los susceptibles (Rossignol et al., 2006).

2.6.- CONCLUSIONES

El estudio de la interaccion garbanzo-M. artiellia-Foc-5 mediante técnicas protedmicas ha
proporcionado un abanico de hipétesis sobre los posibles mecanismos de pérdida/mantenimiento
de la resistencia a la Fusariosis Vascular por la coinfeccién con M. artiellia en las lineas

resistentes estudiadas que se pueden concretar en las siguientes conclusiones:

1. No se observa ninguna respuesta proteica en las plantas inoculadas con M. artiellia en
los periodos iniciales de la interaccion. A los 4 y 8 DAI en ambas lineas inoculadas con Foc-5 se
observa poca respuesta proteica, y las principales diferencias encontradas son constitutivas al

comparar las plantas de ambas lineas de garbanzo sin inocular.

2. En fases mas avanzadas de la interaccion (35-40 DAI) la respuesta proteica es superior

en la linea CA336.14.3.0 que en la ICC14216K. Ademas, en esta fase, las plantas inoculadas
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con Foc-5 y con ambos patégenos simultdneamente tienen una respuesta proteica superior a las

plantas inoculadas solo con M. artiellia en la linea CA336.14.3.0.

3. La pérdida/mantenimiento de la resistencia en las lineas CA336.14.3.0 e ICC14216K
por la coinfeccion simultdnea con ambos patdégenos puede estar asociada a los cambios
diferenciales de la expresion de algunas proteinas relacionadas directamente con la respuesta
defensiva de plantas como son: quitinasa clase |, 2-hidroxiisoflavona reductasa, chalcona
isomerasa, y catalasa. Ademas, las modificaciones parecen involucrar principamente a proteinas
relacionadas con la patogénesis (proteinas PR), la produccién de fitoalexinas y la

produccion/detoxificacion de EROs.

4. La expresion de la ascorbato peroxidasa estd asociada a la interaccion de ambos

patdgenos en ambas lineas.

9. Los estudios de “split-root” muestran que el factor producido por el nematodo que
provoca la pérdida de resistencia a la FVG no tiene caracter sistémico en la planta.
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CAPITULO Ill: ESTUDIO DE EXPRESION GENICA EN
INTERACCIONES DE FUSARIUM OXYSPORUM F. SP.
CICERIS RAZA 5 Y MELOIDOGYNE ARTIELLIA CON
GARBANZO

3.1.- INTRODUCCION

3.1.1.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

En investigaciones recientes en nuestro laboratorio sobre la interaccion entre M. artiellia y la
raza 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris utilizando cultivares con resistencia completa a la Fusariosis
Vascular, los resultados indicaron que la influencia del nematodo varié segun el genotipo vegetal y
la densidad de indculo del hongo. Asi, la infeccién simultanea con los dos patdégenos anuld la
resistencia completa de ‘CA336.14.3.0° al hongo, independientemente de la densidad de indculo de
éste y de la poblacion del nematodo utilizado (Castillo et al., 2003). Sin embargo, en 1CC14216K’ la
resistencia completa se mantuvo estable independientemente de las densidades de indculo y la
poblacion del nematodo estudiada. En consecuencia, estos datos confirman la complejidad de las
interacciones entre nematodos fitoparasitos y hongos fitopatdgenos, citada anteriormente en la
introduccidn general de esta Tesis Doctoral. Los mecanismos que pueden estar implicados en las
interacciones referidas, aunque todavia poco conocidos, parecen ser mas de naturaleza biologica
ylo bioquimica que mecénica. A pesar de que el escenario de la interaccion entre los dos patogenos
puede comenzar en la rizosfera, donde los exudados radicales de las plantas pueden verse
alterados por la infeccion del nematodo, la fase mas importante de esta interaccion se produce tras
la penetracién de ambos patogenos en la planta huésped (Khan, 1993). En algunas interacciones
entre nematodos y hongos fitopatdgenos se ha demostrado que el parasitismo por el nematodo
reduce o bloquea la sintesis de compuestos defensivos de la planta frente a la infeccién por el
hongo; p.gj., la infeccién de tomate con M. incognita bloquea la sintesis de risitina en raices,
compuesto antifungico presente en plantas sanas (Noguera, 1982), y la infeccién de pigeonpea con
M. incognita y M. javanica reduce la sintesis de cajanol, fitoalexina implicada en la respuesta
resistente de la planta a Fusarium udum (Marley y Hillocks, 1993).

Como se ha indicado en la introduccion general, la expresion de genes relacionados con la
patogénesis en la Fusariosis Vascular de Garbanzo ha sido estudiada recientemente mediante
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‘PCR semicuantitativa” (Cho y Muehlbauer, 2004) y mediante cDNA-AFLP (Nimbalkar et al., 2006).
En esta Tesis Doctoral se ha utilizado la técnica de “PCR a tiempo-real”, que es méas sensible que la
RT-PCR semi-cuantitativa, seleccionandose como objeto de estudio la ruta fenilpropanoide y
extensiones implicadas en la produccién de fitoalexinas y otros compuestos defensivos, asi como
algunos genes codificantes de proteinas cuya expresion se vié modificada en el estudio proteémico
(Capitulo 11). En este Capitulo se abordara el estudio de expresidén génica de estos genes en
diversos periodos temporales y frente a ambos patdgenos (nematodo y hongo), actuando individual
6 conjuntamente, con la pretension de generar hipétesis respecto a posibles mecanismos
moleculares responsables de las respuestas de pérdida/mantenimiento de resistencia en el
patosistema Fusarium oxysporum f. sp. ciceris / Cicer arietinum / Meloidogyne artiellia.

En definitiva, el objetivo de los estudios descritos en este Capitulo Il ha sido determinar los
patrones de expresion de algunos genes defensivos de la planta (codificantes de enzimas
involucrados en la ruta fenilpropanoide y rutas anejas, asi como de proteinas que muestran
expresion diferencial), en dos lineas de garbanzo (‘CA336.14.3.0' y ‘ICC14216K’) con diferente
respuesta de pérdida/ mantenimiento de la resistencia a la Fusariosis Vascular, tras la coinfeccion
con M. artiellia y la raza 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris y en diferentes periodos de tiempo: fases
iniciales de la interaccion (2-4 DAI), y fases avanzadas (35-40 DAI), en este Ultimo caso en

muestras de nodulos-raices y en muestras microseccionadas de células gigantes y del cortex.

3.1.2.- LAPCR A TIEMPO REAL

La técnica de “PCR cuantitativa a tiempo real” (QRT-PCR) es un poderoso avance dentro de
la metodologia basica de PCR (“Polymerase Chain Reaction”). Como su nombre indica, esta técnica
permite el seguimiento de la amplificacién en tiempo real conforme se produce ésta y durante la
fase exponencial de la reaccion, antes de que los reactivos sean limitantes. En esta fase
exponencial, la cinética de reaccion sigue la ecuacién: Xn = Xo (1+E)™1, siendo Xn la cantidad de
ADN en el ciclo de amplificacién n, Xo la cantidad inicial de ADN, y E la eficiencia de la reaccién (1
cuando la eficiencia es 100%). La monitorizacion de la reaccion de PCR se consigue mediante la
deteccion de fluorescencia, haciendo posible la cuantificacién de la cantidad inicial de acidos
nucleicos de una muestra. Esta cuantificacion se consigue a partir del valor del incremento de
fluorescencia durante la fase exponencial de la PCR, obtenido de medidas realizadas en cada ciclo
de amplificacion. La fluorescencia se obtiene utilizando colorantes no especificos que se unen al
ADN de doble cadena (p. ej. Sybr Green) ¢ pruebas fluorescentes que son especificas del ADN
diana (Wittwer et al., 1997).
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Figura 3.1.- Ejemplo de curva de PCR obtenida en ICycler (BioRad), en la cual se observa la linea umbral,
linea sobre la fluorescencia inespecifica de fondo en la reaccidn. El contacto entre esta linea y la curva determina
el Ct (threshold cycle 6 ciclo umbral), el numero de ciclo al cual la fluorescencia se incrementa de forma
estadisticamente significativa sobre el ruido de fondo, valor que es inversamente proporcional al logaritmo del nimero
de copias iniciales.

Las cuantificaciones basadas en medidas a tiempo final son inexactas debido a que los
valores pueden verse influenciados por la limitacién de los reactivos, pequefias diferencias en los
componentes de la reaccion o por las condiciones de los ciclos. En la PCR a tiempo real, el nimero
de copias iniciales de acidos nucleicos puede ser cuantificado durante la PCR, basandose en el
ciclo umbral (thresold cycle, Ct), que se define como el niumero de ciclos al cual la fluorescencia se
incrementa de forma estadisticamente significativa sobre el ruido de fondo (Fig. 3.1). Este valor de
Ct es inversamente proporcional al logaritmo del nimero de copias iniciales. Las medidas de
fluorescencia se realizan a lo largo de la fase exponencial de la amplificacidn, cuando la eficiencia
de la PCR no se ha visto afectada por la limitacién de reactivos.

La fluorescencia se puede determinar mediante diversos tipos de técnicas (Fig. 3.2):

a) Fluoréforos intercalativos en la doble cadena de ADN (p. ej. SYBR Green).

b) Sondas, de las que pueden haber varios tipos:

-Basadas en la actividad exonucleasa de la Tag: sondas cortas 6 TagMan™.
-Sondas desplazables: Molecular Beacons y Sonda dual FRET.

-Incorporadas directamente en los primers: Amplifluor y Scorpions.
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Figura 3.2.-Estrategias para la deteccion especifica de amplicones en PCR a tiempo real. (Gachon et

al., 2004).

La cuantificacion de &cidos nucleicos, tanto ADN como ARN, puede tener utilidad desde
diversos puntos de vista, como el diagndstico rapido y fiable de agentes fitopatdgenos, expresion
génica, estudio de la genética de transgenes, cuantificacion de transcriptos especificos, etc. En
todos los aspectos referidos, la tecnologia de la PCR se ha utilizado con diversos tipos de

aproximaciones (McCartney et al., 2004): i) PCR convencional; ii) PCR anidada (“nested PCR”), con
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la que se incrementa la sensibilidad y/o especificidad; iii) Inmunocaptura-PCR (IC-PCR), que
aumenta la sensibilidad y especificidad y reduce el efecto de posibles inhibidores en la muestra; iv)
multiplex PCR, que permite la deteccion de varios amplicones simultdneamente; y v) PCR
competitiva (“‘competitive PCR”), en la cual, un amplicon competidor interno a la reaccion es co-
amplificado con el ADN objetivo. Con la aparicién de la PCR a tiempo real ha aumentado la
sensibilidad en la deteccion de patogenos, la especificidad con el uso de diversos tipos de sondas
(TagMan™, Scorpion, etc.), 6 la deteccién de varios patdgenos simultaneamente usando diversas
sondas con diferentes fluoréforos “reporter dyes” (Weller et al., 2000). La PCR a tiempo real también
puede usarse en estudios de diversidad poblacional de patégenos mediante el estudio de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphims) entre diferentes muestras/procedencias de patégenos
(McCartney et al., 2004). En algunos casos, como el de las contaminaciones de alimentos por
micotoxinas, la presencia del patdgeno no permite determinar la concentracion de micotoxinas. En
este caso se han optimizado las reacciones de PCR a tiempo real para detectar los genes
involucrados en la produccion de micotoxinas, principalmente en las especies de los géneros
Fusarium y Aspergillus (Mayer et al., 2003; Schnerr et al., 2001). La deteccion de ADN foraneo es
importante desde el punto de vista de contaminaciones con trazas de otros productos en el proceso
de fabricacion, adulteraciones y la contaminacion de ADN transgénico en diversos cultivos (Gachon
etal., 2004).

Otra aplicacion de la PCR a tiempo real es en el estudio de la genética de los transgenes,
tanto para determinar el niumero de copias del transgén que estan insertas en el genoma (Ingham et
al., 2001), como para discriminar entre lineas que contienen una sola insercién (German et al.,
2003).

La PCR a tiempo real tiene una gran importancia en la cuantificacién de transcriptos
especificos debido a su sensibilidad y especificidad, principalmente en plantas, donde la mayoria de
los genes se encuentran en familias, permitiendo diferenciar entre genes muy parecidos en los que
el andlisis mediante técnicas como northen blot darian problemas de diferenciacion (Gachon et al.,
2004). Otro aspecto importante de la PCR a tiempo real es la confirmacion de los datos de
“‘microarrays”, en los que puede haber cierta cantidad de hibridacion cruzada entre cADNs
representativos de miembros de las familias génicas, y dar falsas interpretaciones (Gachon et al.,
2004); en ciertos casos se observan medidas inferiores en las cuantificaciones con PCR a tiempo
real (hasta diez veces menos) (Schenk et al., 2003). Ademas, la sensibilidad de la técnica permite la
cuantificacion del silenciamiento génico (Huang et al., 2006) y determinar la frecuencia de “splicing”
alternativo (Halterman et al., 2003).
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3.1.3.- LA MICRODISECCION POR LASER

La microdiseccidn por laser (laser capture microdisection o LCM) o microdiseccion asistida
por laser (laser assisted microdisection o LAM), es una técnica novedosa que utiliza un rayo laser
para aislar células de tejidos o partes microscopicas de éstos que sean objeto de interés con
multiples fines. Para ello, el microscopio debe incorporar un laser microscopico que proporcione una
aproximacion extremadamente precisa para llevar a cabo investigaciones a nivel celular y
subcelular. En algunos microscopios laser, la separacion de las células o tejidos diana de las células
o tejidos que los rodean se lleva a cabo mediante un laser ultravioleta. A bajos aumentos el rayo
laser corta selectivamente alrededor de las células de interés, dejando intacto el tejido circundante
(Fig. 3.3A). Posteriormente, el sistema utiliza un Unico pulso laser para catapultar la muestra
seleccionada desde el tejido hasta un tapén de tubo de microcentrifuga, en el que se ha dispuesto
algun volumen de tampon 6 agua para permitir la recoleccion de los tejidos fragmentados (Fig.
3.3B). En ofros sistemas, los tejidos seccionados se depositan directamente en un tubo por
gravedad o el tapon de tubo de centrifuga es recubierto con un film termoplastico de EVA (ethyl-
vinyl-acetate). Este film se se pone en contacto con la seccion y en este momento la aplicacion del
laser derrite parcialmente el plastico sobre la célula de interés, para obtener la seccion se separa el
brazo extensible del porta-objetos, que al separarse de la seccion lleva consigo la regién celular de
interés (Nelson et al., 2006). En cualquier caso, la microdiseccion por laser mantiene intacta la
integridad del material seccionado y capturado, y proporciona un método répido, preciso y versatil
para separar grupos de células, células individuales e incluso organulos celulares (Ramsay et al.,
2006). Ademas, los tejidos microdiseccionados preservan su morfologia y la localizacién in vivo de
las macromoléculas en las células en el momento del muestreo. Estudios recientes han mostrado
que el ADN, ARN vy las proteinas obtenidas mediante microdisecciéon pueden usarse para estudios
de expresion génica, expresion proteinica y analisis gendmico mutacional (Meyers et al., 2004;
Ramsay et al., 2006; Klink et al., 2007).

En plantas, la microdiseccion por laser esta siendo principalmente utilizada en estudios de
fisiologia vegetal (Ivashikina et al., 2003; Nazakono et al., 2003; Kerk et al., 2003; Thiel et al., 2008,
etc.), siendo bastante menor la utilizacion hecha de la técnica en trabajos sobre interacciones
planta-patégeno. No obstante, la microdiseccion por laser se ha podido aplicar en la seleccion de las
células de raices de tomate con extensiones arbusculares del hongo Glomus mosseae (T. H.
Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe para posteriores estudios de expresion génica (Balestrini et al.,
2007) 6 en la seleccion de células de maiz invadidas por Colletotrichum graminicola (Ces.) G. W.

Wils para estudios de expresion génica mediante microarrays (Tang et al., 2006). En el campo de la
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fitonematologia se ha aplicado en diversos trabajos de aislamiento de células gigantes en plantas de
tomate inducidas por M. javanica y el posterior estudio de expresion génica de diversos genes, en
los que se demostr6 la capacidad de la técnica en el estudio de las interacciones planta-nematodo
(Ramsay et al., 2004). Posteriormente, dos articulos sobre la interaccion Heterodera glycines-soja
han usado la microdiseccioén por laser. En el primero de ellos, se estudid la expresion génica
mediante microarrays en diversos periodos temporales (lthal et al., 2007), mientras que el segundo
compard con la misma metodologia la respuesta en interaccion compatible e incompatible de este
patosistema (Klink et al., 2007).

A Ablation
Plant tissue section

— D o
| glass slide
|

ALM microbeam

B Catapulting
ollection Arm

Collection Buffer
Microcentrifuge Cap
Dissected Tissue

Figura 3.3.- Microdiseccion por laser. A, el laser microscopico corta alrededor del area seleccionada; B la
potencia del laser es incrementada y enfocada dentro del tejido seleccionado, catapultdndolo al tapén del tubo de
microcentrifuga (Ramsay et al., 2006); C, sitio de alimentacion de M. artiellia; D, células gigantes cortadas del mismo
sitio de alimentacion.

3.14- GENES ESTUDIADOS: RUTA FENILPROPANOIDE Y OTRAS POSIBLES
DEFENSAS

El metabolismo fenilpropanoide transforma la L-fenilalanina en acidos cinamicos y éstos en
una gran diversidad de metabolitos secundarios, incluyendo ligninas, ésteres sinapicos, estilbenos y

flavonoides, entre otros. Se cree que puedan existir entre 50.000 y 100.000 compuestos del
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metabolismo secundario en plantas (Metcalf, 1987), y se estima que aproximadamente el 20 % del
carbono fijado por la fotosintesis pasa a la ruta fenilpropanoide (Ralston et al., 2005).

Los compuestos derivados de la ruta fenilpropanoide y sus extensiones pueden tener diversas
funciones en la planta como, entre otras, las de actuar de moléculas sefializadoras (&cido salicilico),
como sustancias defensivas frente a patégenos (caso de las fitoalexinas isoflavonoides) o la
radiacién UV, como reguladores del crecimiento, o como sillares de polimeros estructurales (casos
de lignina y suberina) (Dixon et al., 2002). Dentro de los derivados de la ruta fenilpropanoide
general, los flavonoides ocupan una posicién preeminente desde muchos puntos de vista, entre los
que, por ejemplo, podriamos citar la enorme diversidad estructural y funcional y su amplia
distribucion en el reino vegetal. Funcionalmente, los flavonoides regulan el transporte de auxinas
(Jacobs y Rubery, 1988; Mathesius et al., 1998) y actian como fotorreceptores, atrayentes visuales
(pigmentos florales), agentes protectores frente a la radiacién UV y estimuladores de la germinacion
del polen (Harborne y Williams, 2000; Williams et al., 2004). Los flavonoides, al igual que otros
derivados fendlicos (caso de estilbenos), poseen un fuerte poder antioxidante y ejercen cierta
proteccion contra el dafio causado por los radicales libres (Biondi et al., 2003, Yu et al., 2005).
También, en comun con otros compuestos fendlicos, suelen acumularse en formas conjugadas, en
este caso concreto como glicésidos. Los glicdsidos flavonoides son mas solubles en agua y menos
reactivos que los respectivos aglicones, constituyendo asi formas idéneas de transporte por la
planta y de almacenamiento en las vacuolas (Ververidis et al., 2007). Actualmente se ha observado
el transporte de flavonoides a largas distancias en Arabidopsis thaliana (Buer et al., 2007).
Asimismo, también se ha mostrado que ciertas células de tejidos vegetales presentan una mayor
acumulacién de compuestos fenolicos en sus vacuolas, desde donde pueden ser liberados en
determinadas condiciones medioambientales, tras sufrir heridas ¢ infeccion por patdégenos
(Beckman y Halmos, 1962; Beckman, 2000). La liberacién, desde formas conjugadas almacenadas
en vacuolas, de aglicones fendlicos antimicrobianos constituye un mecanismo de respuesta
temprana a patdgenos que, posteriormente, suele implementarse con la sintesis de novo de estos
aglicones tras induccion, mediada por regulacion transcripcional de enzimas clave, de toda la ruta
biosintética que los produce (papel doble, como fitoanticipinas y fitoalexinas). También,
aparentemente, la acumulacion de derivados fendlicos (como por ejemplo de fitoalexinas
isoflavonoides) por hidrélisis de formas conjugadas o por induccién de sus rutas de biosintesis
constituyen mecanismos de respuesta diferencial frente a distintos estimulos, como por ejemplo la
produccion de heridas o el ataque de patégenos (Naoumkina et al., 2007; Farag et al., 2008).

Desde el punto de vista de la defensa de las plantas, son un subgrupo de flavonoides, los

isoflavonoides, los que ocupan una posicion mas relevante, al englobar a una de las mas

166



Estudio de expresion génica de las interacciones de M. artiellia y Foc-5 con garbanzo

importantes clases de fitoalexinas (las fitoalexinas isoflavonoides pterocarpanicas). A esta clase
pertenecen medicarpina y maackiaina, las dos principales fitoalexinas de garbanzo (Kessmann y
Barz, 1987). A diferencia de los flavonoides, la distribucion de isoflavonoides es bastante restringida,
quedando en su mayor parte limitada a la subfamilia Papilioninae dentro de la familia Leguminosae.
Al igual que ocurre con los flavonoides, la variacién estructural de los isoflavonoides es elevada,
viniendo determinada por el nimero y complejidad de los substituyentes de la estructura 3-
fenilcromano, los diferentes grados de oxidacion del heterociclo de pirano, y la formacion de anillos
heterociclicos adicionales (Dixon et al., 2002). Se ha demostrado que las papilionaceas acumulan
isoflavonoides, principalmente pterocarpanos e isoflavonas, en los tejidos inoculados con hongos u
otros microorganismos (Ingham, 1982, Dewick, 1994).

Las fitoalexinas se definen como compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular que
son sintetizados y acumulados después de la exposicion de la planta a microorganismos (Paxton,
1981) o condiciones relacionadas (como, por ejemplo, el tratamiento con sustancias llamadas
elicitores; Ebel, 1986) y cuya produccién depende del tipo de agente inductor y del drgano de la
planta (Grisebach y Ebel, 1978). Su forma de actuacion es mediante la disrupcion de membranas
(Smith, 1982), aunque también se han sugerido mecanismos de accidn especificos (Boydston et al.,
1983; Kaplan et al., 1980), y su actividad antifungica estd muy relacionada con la estructura
molecular (Ververidis et al., 2007). Como se ha indicado, una de las clases de fitoalexinas mas
estudiadas ha sido las de estructura pterocarpanica que son producidas por papilionaceas. Dentro
de diversas especies de leguminosas de esta familia, se ha evidenciado que la ruta fenilpropanoide
tiene un papel crucial en la respuesta defensiva a diversos patdgenos, como bacterias (Zabala et al.,
2006), hongos (Saunders y O’'Neill, 2004; Rodrigués et al., 2004), nematodos (Baldridge et al., 1998;
Soriano et al., 2004; Kathiresan y Mehta, 2005) y virus (Bellés et al., 2008).

La ruta fenilpropanoide esta organizada integrando algunas de sus reacciones en “canales
metabolicos”, que permiten la transferencia directa de metabolitos intermediarios entre enzimas de
accién consecutiva, mejorando la eficiencia de las reacciones que catalizan (Dixon et al., 1986;
Dixon et al., 2002). La canalizacion de metabolitos parece producirse, por ejemplo, entre los
enzimas fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y acido cinamico 4-hidroxilasa (C4H), al inicio de la ruta
fenilpropanoide (Czichi y Kindl, 1975; Hrazdina y Jensen, 1992; Hzardina y Wagner, 1985;
Rasmussen y Dixon, 1999), y entre isoflavona sintasa (IFS) e isoflavona O-metiltransferasa (IOMT),
al inicio de la ruta de las fitoalexinas isoflavonoides (Liu y Dixon, 2001). Los enzimas de tipo
citocromo P450 asociados a membrana (C4H e IFS) actuan como anclaje de todo el complejo
enzimatico al reticulo endoplasmatico (Dixon et al., 2002). Una gran parte de los enzimas implicados

en la ruta isoflavonoide se encuentran en el citoplasma, pero tres enzimas, las ya mencionadas C4H
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e IFS mas la isoflavona 2’-hidroxilasa (I2'H), son proteinas P450 que han sido asociadas a
membranas del reticulo endoplasmatico (Lopez-Meyer y Paiva, 2002). Una organizacion similar, con
enzimas anclados a membrana y enzimas solubles asociados a los anteriores, se ha propuesto
también para las distintas rutas de biosintesis o extensiones dentro del metabolismo fenilpropanoide
general.

La ruta fenilpropanoide puede verse activada en respuesta a estreses biéticos ¢ abidticos. Los
azucares solubles estimulan el metabolismo fenilpropanoide y contribuyen a un aumento en la
concentracion de isoflavonoides como respuesta defensiva a Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp.
lupini W.C. Snyder & H.N. Hansen (Morkunas et al., 2005), aunque la activacion de la ruta puede
actuar como un fuerte sumidero de azlcares (Aksamit-Stachurska et al., 2008). Ciertos compuestos
intermediarios de la ruta como el acido cinamico pueden actuar sobre la actividad de otros enzimas
de la ruta.

La expresion génica estd controlada por factores de transcripcion del tipo Myb y Myc
(Ververidis et al., 2007b), aunque también se ha observado la asociacion de la proteina KAP-2 a la
secuencia conservada H-Box en el promotor del gen chalcona sintasa (CHS) (Lindsay et al., 2002).
Las modificaciones post-traduccionales pueden ser muy importantes en la actividad de los enzimas,
como la fosforilacién por una quinasa especifica dependiente de calcio de la proteina PAL (Cheng et
al., 2001).

En garbanzo, la infeccion por F. oxysporum f. sp. ciceris provoca un mayor incremento del
contenido de las fitoalexinas medicarpina y maackiaina en los exudados de los genotipos resistentes
en comparacion con los susceptibles, pudiendo contribuir esta caracteristica parcialmente a la
resistencia (Stevenson, 1995, Armero et al., 2001). Se han observado concentraciones
significativamente mas elevadas de estas fitoalexinas de tipo isoflavonoide tanto en plantas
resistentes pre- & post- inoculadas (Stevenson, 1997). La produccién y excrecion de estas
fitoalexinas por garbanzo en respuesta a aislados de F. oxysporum no-patogénicos y razas
incompatibles de F. oxysporum f. sp. ciceris, puede ser uno de los mecanismos por los que estos
microorganismos actuan como inductores de resistencia frente a la FVG (Cachinero et al., 2002). La
expresion de diversos genes de la ruta fenilpropanoide ha sido estudiada en la interaccion con F.
oxysporum f. sp. ciceris de garbanzo pre-inoculado con aislados de Rhizobium, concluyéndose una
activacion de la expresion génica de PAL, CHS e IFR que se correlacionaba positivamente con el
grado de tolerancia a la FVG de la linea de garbanzo y con el pre-tratamiento con Rhizobium
(Arfaoui et al., 2007). En otro estudio, mediante RT-PCR semi-cuantitativa, de la interaccion de
garbanzo con F. oxysporum f. sp. ciceris (raza 1), se observd una sobre-expresion géenica de PAL,

junto con la de otros genes relacionados con la defensa como ascorbato peroxidasa y glutation
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reductasa, si bien se produjo en igual cuantia independientemente del caracter susceptible (JG62) 6
resistente (WR-315) de la linea ensayada de garbanzo (Cho y Muehlbauer, 2004). En un estudio
sobre transcriptos génicos diferencialmente expresados en raices, tras la infeccién con F.
oxysporum f. sp. ciceris (raza 1) de lineas resistentes y susceptibles a la FVG, Nimbalkar et al.
(2006) pudieron identificar, mediante aproximaciones de cDNA-RAPD y cDNA-AFLP, un total de,
respectivamente, uno y 16 genes sobre-expresados (bien cualitativa ¢ cuantitativamente) en la
interaccidn resistente respecto a la susceptible, si bien ninguno de ellos correspondié a enzimas de
la ruta fenilpropanoide. Finalmente, Cho et al. (2005), en un estudio en el que pudo relacionarse la
expresion constitutiva del gen de la Flavanona 3-hidroxilasa (F3H) (un enzima no de la ruta
isoflavonoide, sino de la flavonoide) con la resistencia de garbanzo a la rabia causada por los
patotipos | y Il de Aschochyta rabiei, aportaron alguna evidencia de que, a diferencia del
comportamiento anterior, en la respuesta de resistencia de garbanzo a F. oxysporum f. sp. ciceris
(raza 1) si podria estar implicada la induccion de F3H. En conjunto, con los datos anteriores la
conclusion podria ser que se necesita mayor informacion de la actualmente disponible para poder
establecer el papel que en la resistencia a la FVG desempefia la acumulacion de fitoalexinas, y si
ésta se produce bien por movilizacién desde formas conjugadas o por activacién de su ruta
biosintética, como resultado de una mayor expresion de genes de la ruta fenilpropanoide (como
PAL, IFR o F3H). Frente a la escasez de resultados referidos a la FVG, estudios realizados
principalmente durante la década de 1990 por el grupo de Barz demostraron claramente el carécter
inducible de actividades enzimaticas clave de la ruta isoflavonoide de biosintesis de fitoalexinas en
garbanzo, en situaciones relacionables con la defensa a patégenos en general y, particularmente, a
A. rabiei (tratamiento de suspensiones celulares de garbanzo con elicitores procedentes de
levadura y de A. rabiei), y que dicha induccion iba emparejada con una mayor expresion génica y un
incremento de la sintesis de proteinas, respuestas todas ellas que se inducian mas potentemente
en una linea de garbanzo resistente a la rabia que en una linea susceptible (Daniel et al., 1990;
Daniel y Barz, 1990).

Los fendlicos constitutivos e inducibles presentes en plantas y suspensiones celulares de
garbanzo son mayoritariamente isoflavonoides pertenecientes a las siguientes clases: a) 5-
hidroxiisoflavonas (p. ej. genisteina y biocanina A); b) 5-desoxiisoflavonas (como daidzeina y
formononetina); c) 2-metoxi-5-hidroxisoflavanonas (como homoferreirina y cicerina); y d)
pterocarpanos (como medicarpina y maackiaina). De los anteriores compuestos (Fig. 3.4), los
predominantes son las isoflavonas biocanina A y formononetina entre los constitutivos y los
pterocarpanos medicarpina y maackiaina entre los inducibles (KeBman y Barz, 1987; Weidemann et

al., 1991; Barz y Welle, 1992). Todos estos compuestos suelen presentarse mayoritariamente como
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O-guclésido-6’-O-malonato conjugados (Mackenbrock et al., 1992), que se piensa constituyen las
formas en que son almacenados en vacuolas (Mackenbrock et al., 1992, Lopez-Meyer y Paiva,
2002). En la Fig. 3.5 se representan las posibles rutas de formacion de los anteriores derivados tal
como fueron propuestas para garbanzo (Barz y Welle, 1992); algunas de las etapas pueden ser méas
complejas de lo representado, a la vista de los conocimientos sobre la ruta isoflavonoide obtenidos

mas recientemente con otras especies vegetales.
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Figura 3.4. Diferentes clases de isoflavonoides aislados de cultivos celulares y plantas de garbanzo.
Isoflavonas: Daidzeina, Genisteina, Fomononetina y Biocanina A; Isoflavanonas: Homoferreirina y Cicerina;
Pterocarpanos: Medicarpina y Maackiaina.
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Entre las funciones modificadas en el parasitismo por los nematodos noduladores parece
tener un papel importante la secrecidn por parte del nematodo de corismato mutasa, enzima que
cataliza la conversidn de corismato a prefenato. Corismato es un metabolito precursor de los tres
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano), y los cambios en la relacion de estos tres
aminoacidos pueden inducir cambios en los precursores de la pared celular, la biosintesis de
hormonas vegetales y la sintesis de compuestos defensivos, asi como en un incremento de la
disponibilidad de alimento para el nematodo (Lambert et al., 1999), como ya se indic6 en la
introduccion. Esta respuesta localizada en los sitios de alimentacion se correlaciona con una
disminucion moderada del transporte de aminoacidos totales a través de las plantas. Sin embargo,
los aminoacidos fenilalanina y tirosina aumentan ligeramente su proporcién en la savia bruta (Wang
y Bergeson, 1974). La secrecion de este enzima podria tener un papel esencial en la formacién de
las células gigantes al manipular un gran numero de rutas bioquimicas en la célula. La acumulacion
intracelular de flavonoides ha sido observada en la formacion de nddulos en las raices (no en las
celulas gigantes) de Trifolium repens L., especulandose como una posible razon de la acumulacion
de auxinas en el nédulo por la perturbacion de su transporte en sentido basipeto hacia el apice
radical (Hutangara et al., 1999). Un efecto similar ocurre en la formacion del nodulo en la simbiosis
Rhizobium-leguminosas (Eckardt, 2006). Otros enzimas en etapas iniciales de la ruta
fenilpropanoide son reprimidos en su expresion por el parasitismo de nematodos, como ocurre con
el enzima PAL segun se ha concluido mediante el estudio de promotores en Arabidopsis thaliana y
tabaco (Goddjiin et al., 1993) 6 mediante estudios de expresion génica en soja (Edens et al., 1985).
El gen de la isoflavona reductasa se sobre-expresd en cultivares de alfalfa susceptibles a M.
incognita a las 72 horas de la inoculacion con el nematodo (Potenza et al., 2001). La alteracion
(aumento) del metabolismo fenilpropanoide en tabaco, mediante la sobre-expresién del factor de
transcripcién MYB, estimulé significativamente la reproduccion de M. incognita, mientras que la
sobre-expresion de PAL no produjo ningin efecto (Wuyts et al., 2006). En mutantes
TRANSPARENT TESTA de A. thaliana, con deficiencias en la ruta flavonoide, no se produjo ningun
efecto en la reproduccion de M. incognita (Wuyts et al., 2006). Otros compuestos, relacionados con
la formacion de lignina, juegan también un papel importante en la transferencia de nutrientes a los
sitios de alimentacion, observandose una influencia en la reproduccion. Asi, en experimentos con
Arabidopsis, elevados niveles de lignina siringilica provocaron disminuciones en la reproduccion de
M. incognita, mientras que bajos niveles de esta lignina en tabaco produjeron el efecto contrario
(Wuyts et al., 2006).

Desde un punto de vista mas global, el efecto de la infeccion del nematodo puede inducir una

disminucion de las fitoalexinas en la planta. La inoculaciéon conjunta de guandu o frijol de palo

172



Estudio de expresion génica de las interacciones de M. artiellia y Foc-5 con garbanzo

[Cajanus cajan (L.) Millsp.] con nematodos noduladores (M. incognita y M. javanica) y Fusarium
udum Butler provocd una reduccion del contenido de la fitoalexina cajanol, rompiendo la resistencia
de esta leguminosa a la Fusariosis Vascular provocada por el hongo (Marley y Hillocks, 1994).
Ademas se demostrd que la disminucion de los niveles de cajanol es una respuesta sistémica a la
infeccion por el nematodo (Marley y Hillocks, 1994). Otras investigaciones han mostrado resultados
similares en otros cultivos, como algodén (Bell, 1969) y alfalfa (Khan y Minton, 1979) con especies
patégenas del género Verticillium. En otras especies de nematodos, como el nematodo del falso
nudo o Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne y Allen, 1944, actuando solo 6 conjuntamente
con Phytophthora capsici Leonian, se mostré una reduccién de la actividad PAL en plantas de
pimiento, mientras que se observaba un aumento de actividad de este enzima en la inoculacién solo
con el hongo (Godinez-Vidal et al., 2007).

Probablemente los mayores beneficios de la alteracion biosintética creada por la inyeccion de
corismato mutasa en el citoplasma de las células vegetales sea una mejora en la alimentacion de
las hembras del nematodo y una disminucion localizada de compuestos defensivos, mientras que
los cambios en el metabolismo global de la raiz estén mas encaminados hacia una interaccion

clasica planta-patégeno ¢ alteraciones globales del metabolismo.

3.2.- MATERIALES Y METODOS

3.2.1.- INOCULO UTILIZADO

3.2.1.1.- Meloidogyne artiellia

La poblacion de M. artiellia usada en este capitulo fue obtenida de raices infectadas de
plantas de garbanzo, procedentes de campos comerciales situados en Castel del Monte (provincia
de Bari, sur de ltalia). Para ello, una masa de huevos de M. artiellia, seleccionada de un Unico
nddulo conteniendo Unicamente una hembra de nematodo, fue desinfectada con 1% NaOCI durante
4 minutos y se elimind la solucién desinfectante con 4 lavados en agua destilada estéril. La masa de
huevos desinfectada se deposit6 alrededor del sistema radical de plantas de garbanzo (cv. UC27)
de 2-3 semanas de edad y cultivadas en una mezcla de suelo (arena/limo, 2:1, vol/vol) esterilizado.
Las plantas se cultivaron durante 3 a 4 meses a 21 + 1 °C con un fotoperiodo de 14 horas de luz
fluorescente a 360 + 25 pE m2s-'. Para los experimentos, el inculo de nematodos se incrementd
extrayendo los huevos por el procedimiento NaOCI (Hussey y Baker, 1973), y reinoculando
sucesivamente en nuevas plantas hasta alcanzar el nivel de indculo deseado. Para la extraccion, las

raices infectadas se lavaron con agua, se cortaron en segmentos de 1-2 cm de longitud, y se
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agitaron durante 3 minutos en una solucién 1% NaOCI. Posteriormente, la suspension se filtré por
tamices de 75 pmy 5 ym de apertura consecutivamente, y los huevos retenidos en el tamiz de 5 um
se lavaron varias veces para eliminar cualquier resto de NaOCl y se resuspendieron en agua
destilada estéril. Para evaluar la densidad del indculo de M. artiellia aplicado en cada uno de los
experimentos, se determind la poblacion de huevos de la suspension basal obtenida mediante
dilucion (1:100) a partir de alicuotas de 1 ml (repetidas 10 veces de forma independiente). Para
inocular las plantas con M. artiellia, se afiadi6 alrededor de la radicula de una semilla germinada,
una suspension de 4 ml de volumen conteniendo huevos o J2 de M. artiellia se aplico en el
momento de la siembra. Las plantas control se trataron de igual forma que las inoculadas, pero con
agua destilada estéril sin indculo del nematodo.

En el caso de los experimentos realizados so6lo con juveniles de segunda edad (J2), las
masas de huevos adheridas a las hembras fueron aisladas individualmente mediante pinzas y
depositadas en tamices de de 2 cm de diametro y un diametro de poro de 90 pm, que retiene las
masas de huevos pero permite el paso de los J2s recién eclosionados. Los tamices se cubrieron
con agua estéril hasta el nivel de las masas de huevos, manteniéndose en oscuridad y a una
temperatura constante de 21 + 1 °C. Cada tres dias, se retiraron los nematodos, se contaron los

individuos viables y se ajusto su concentracion para su posterior inoculacion en plantas

3.2.1.2.- Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

En todos los experimentos realizados se ha utilizado el aislado Foc-8012 perteneciente a la
raza 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris (Foc 5) (Jiménez-Diaz et al., 1989b). Este aislado, obtenido de
plantas de garbanzo infectadas del sur de Espafia, ocasiona Marchitez Vascular en los cultivares
susceptibles (Trapero-Casas y Jiménez-Diaz, 1985). Foc-8012 forma parte de la micoteca del
Departamento de Proteccidon de Cultivos, Instituto de Agricultura Sostenible, CSIC, Coérdoba,
Espania.

El cultivo activo de Foc-8012 se obtuvo de pequefias alicuotas de suelo infestado, colocadas
sobre agar patata dextrosa (APD) (20 g de agar, 250 g de patata, 20 g D-glucosa por litro de agua
desionizada) en placas petri, que se incubaron a 25° C y un fotoperiodo de 12 h/dia de luz
fluorescente y cercana al ultravioleta (NUV) de 54 pEm-2s durante 7 dias. Como inoculo, se
utilizaron clamidosporas obtenidas en un sustrato colonizado por F. oxysporum f. sp. ciceris, que
consistio en una mezcla de arena, harina de maiz y agua destilada (AMA) en proporcion 9:2:1 en
peso (Nene y Haware, 1980; Trapero Casas, 1983). La arena seca y tamizada se mezclé con la

harina de maiz y el agua, y la mezcla se distribuyd en matraces Erlenmeyer de 1.000 ml (400 g /
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matraz) y se esterilizd en autoclave (121°C, 75 min, dos veces en dias consecutivos). Al substrato
esterilizado se afadieron 18 discos de agar de 5 mm de diametro, tomados de un cultivo de F.
oxysporum f. sp. ciceris de 7 dias de crecimiento en APD en las condiciones anteriores.

Los matraces se incubaron a 25°C y un fotoperiodo de 12h dia! de luz blanca y NUV de 36
MEm2s-1. Cada 2-3 dias, los matraces se agitaron con el fin de distribuir el inéculo de F. oxysporum
f. sp. ciceris y favorecer la colonizacién homogénea de la mezcla por éste. A los 15 dias de
incubacion, el sustrato colonizado por el hongo se mezcl6 con suelo esterilizado en proporcién 1:12
en peso. El suelo utilizado fue una mezcla de arena y limo (1:1 en peso) esterilizada en autoclave
(21°C, 75 min, dos veces en dias consecutivos). La mezcla resultante se distribuyé en matraces
Erlenmeyer de 1.000 ml (400 g / matraz) y se incub6 a 25°C en oscuridad durante 6 semanas, en el
curso de las cuales los matraces se agitaron periédicamente para facilitar la colonizacion
homogénea del substrato por el hongo. Tras el periodo de incubacion, el sustrato infestado se
sometié a secado en estufa de calor seco a 30°C durante 3-4 dias, tras los cuales se almaceno¢ a
4°C hasta su utilizacion. La existencia de clamidosporas en el sustrato se comprob6é mediante
observaciones microscépicas.

Las determinaciones de concentracion de indculo de F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 para la
infestacion del suelo se realizaron por el método de dilucién en placa. Para ello, de cada una de las
mezclas de suelo infestado utilizadas en los experimentos se muestrearon al azar pequefias
cantidades, y dichas muestras se mezclaron para componer una mezcla unica de un peso
aproximado de 50 g en cada experimento. De dicha mezcla se utilizaron tres submuestras de 1 g,
cada una de las cuales se incorpord a matraces Erlenmeyer con 100 ml de agar-agua estéril al
0,1%. La suspensién se homogeneizd en un agitador magnético durante 5 min y alicuotas de 1 ml
de la suspension se distribuyeron en placas petri con medio VOPA (200 ml jugo V8; 3 g COsCa; 5 g
D-glucosa; 2 g extracto de levadura; 5 g oxgall; 20 g agar; 800 ml agua desionizada; 100 mg
aureomicina; 300 mg sulfato de estreptomicina; 500 mg pentacloro-nitrobenceno) y las placas (tres
por muestra de suelo) se incubaron en una camara a 25°C en oscuridad. Tras 4-5 dias, se
identificaron y contabilizaron las colonias de F. oxysporum f. sp. ciceris para determinar el nimero
de propagulos (ufc) por gramo de suelo. En cada uno de los experimentos, la densidad de indculo
de F. oxysporum f. sp. ciceris en el suelo se determind inmediatamente después de la incorporacion

del patdgeno al mismo.
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3.2.2.- MATERIAL VEGETAL

Para los experimentos realizados en este capitulo, se utilizaron dos lineas de garbanzo, CA
336.14.3.0 y ICC 14216K, que fueron seleccionadas por su reaccion diferencial a Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris raza 5 y su interaccion con el nematodo M. artiellia, aun siendo ambas
susceptibles al nematodo (Castillo et al., 2003; Navas Cortés et al., 2008). La linea CA 336.14.3.0,
que es resistente a la raza 5 de F. oxysporum f. sp. ciceris tanto a bajas como elevadas densidades
de indculo del hongo (3.000 y 30.000 clamidosporas/g suelo, respectivamente), muestra resistencia
inestable cuando se infecta simultdneamente con M. artiellia y el hongo en ambas densidades
inoculo. Sin embargo, la linea de garbanzo ICC 14216K muestra resistecia a la raza 5, a ambas
densidades de indculo, independientemente de la coinfeccion o no con M. artiellia (Castillo et al.,
2003). La linea ICC14216K proviene de programas de mejora del ICRISAT (International Crops
Research Institute for Semiarid Tropics, Hyderabad, India), mientras que la linea CA336.14.3.0
proviene de lineas avanzadas (Fs - F7) obtenidas en programas de mejora de resistencia a la FVG
(en los que se usd la linea “desi” 81001 como fuente de resistencia), desarrollados por el grupo de
Sanidad Vegetal (AGR-136), el Departamento de Agronomia y Mejora del CIDA-Cérdoba, la Junta
de Andalucia y Koipesol Semillas, S.A., siendo ademas resistente a un aislado altamente virulento
de D. rabiei (Navas-Cortés et al., 1998b) y a las razas 0, 1, 5y 6 de F. oxysporum f.sp. ciceris

(Jiménez Diaz, no publicado).

3.2.3.- CONDICIONES EXPERIMENTALES

En todos los experimentos, las semillas de garbanzo utilizadas se desinfestaron
superficiaimente con una solucion de NaOCI al 2% durante 3 min. Posteriormente, las semillas se
germinaron en camaras humedas a 25°C en oscuridad durante 48 a 72h, seleccionandose semillas
con una longitud de radicula estandarizada (1-2 cm). En cada uno de los experimentos, las semillas
germinadas se sembraron en contenedores, de diferente volumen para cada experimento, con una
mezcla de suelo (arena: limo; 2:1, v/v) esterilizado e infestado o0 no con el aislado de Foc-5, con M.
artiellia o con ambos patdgenos en el momento de la siembra. Las plantas se regaron con agua
corriente de acuerdo a sus necesidades y semanalmente se fertilizaron con una solucion nutritiva
(Hoagland y Arnon, 1950). En todos los experimentos, los contenedores con las plantas se
mantuvieron en una camara de crecimiento ajustada a 25 £ 1° C y un fotoperiodo de 14 h/dia de luz
fluorescente y NUV a 360+ 25 pEm2s' durante el tiempo de incubacidén requerido. Estas

condiciones son Optimas para el desarrollo de la Fusariosis Vascular en garbanzo (Jiménez-Diaz et
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al., 1993b; Landa et al., 2001) y favorables para la reproduccion de M. artiellia (Di Vito y Greco,
1988b; Castillo et al., 2003).

3.2.3.1.- Estudio de las fases iniciales de la interaccion (2-4 DAI)

Para estudiar las respuestas correspondientes a las fases iniciales de la interaccion en el
patosistema garbanzo-Foc-5-M. artiellia, se utilizaron plantas de 2 y 4 DAI, tiempo suficiente para
que se produzca la germinacion de las clamidosporas en contacto con la raiz y la penetracion de J2
de M. artiellia. Para ello, las semillas germinadas se sembraron en frascos de plastico estériles de
50 c¢cm3 de volumen conteniendo una mezcla de suelo (arena: limo; 2:1, v/v) esterilizado. Cada
genotipo se sometié a cuatro tratamientos que fueron: (i) suelo estéril; (ii) suelo infestado con 1.000
J2 de M. artiellia por plantula en el momento de la siembra (aplicados en 1 ml de suspension cerca
de los cotiledones de la plantula); (iii) suelo infestado con 30.000 clamidosporas de F. oxysporum f.
sp. ciceris raza 5 por gramo de suelo; y (iv) suelo infestado con 1.000 J2 de M. artiellia y 30.000
clamidosporas de F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 por gramo de suelo. Las plantulas se
mantuvieron en las condiciones controladas indicadas anteriormente y las respuestas se evaluaron
a los 2 y 4 DAI. La inoculacion y estimacion de la densidad de inéculo de ambos patogenos se
llevaron a cabo siguiendo los procedimientos indicados anteriormente en 3.2.1.1y 3.2.1.2.

Para estandarizar en el tiempo el proceso infectivo de los J2 de M. artiellia, 48h después de la
inoculacion todas las plantulas se transplantaron a nuevos frascos estériles de iguales
caracteristicas pero sin nematodos, esto es conteniendo la misma mezcla de suelo esterilizado
(tratamientos i y ii) o infestado con la misma densidad de indculo de Foc-5 (tratamientos iii y iv). El
transplante se realizé para homogenizar las infecciones de J2 al considerase que durante el periodo
de 48 horas los J2 penetran y migran intercelularmente en el cortex hasta alcanzar el cilindro
vascular donde se convierten en sedentarios. La incubacion, durante el segundo periodo de 48
horas, en suelo no infestado con el nematodo pretende impedir nuevas infecciones en los
tratamientos de 4 DAI, que pueden inducir respuestas diferentes a las de la formacién del sitio de
alimentacién en la planta, y asi evitar dos tipos de comportamientos del nematodo en el mismo
momento de muestreo.

En el capitulo Il se se evalud la penetracion de J2 de M. artiellia mediante la estimacion del
numero de J2 penetrados en cada plantula. Con ello, pudimos determinar el porcentaje de
penetracion en cada genotipo de garbanzo y tratamiento con M. artiellia, se determind una
penetracion aproximada del 80% de los juveniles inoculados a las 48 horas (vease capitulo II).

Ademas, para confirmar la presencia de J2 de M. artiellia y su estado de desarrollo en las raices de
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garbanzo, éstas se tifieron con fucsina &cida (Bird, 1983) (vease capitulo Il). En ambos casos la
inoculacion de 1000 J2/planta y los periodos temporales muestreados se ajustaban a la biologia de

M. artiellia y la posible penetracién por parte de Foc-5.

3.2.3.2.- Estudio de la interaccion en fases avanzadas (35-40 DAI) y microdiseccion por

laser

Para estudiar las respuestas en fases avanzadas de la interaccién garbanzo-Foc-5-M. artiellia
se utilizaron plantas de 35-40 DAI. Esta fase de la interaccion se selecciond de acuerdo a estudios
previos de la interaccion garbanzo-M. artiellia (Volvas et al., 2005), los cuales mostraron que en la
misma se producian elevados niveles de infeccién asi como un buen desarrollo de las células
gigantes. En este periodo de tiempo, la hembra estd completamente desarrollada, con una
deposicion inicial de huevos en la masa gelatinosa (Di Vito y Greco, 1988a; Vovlas et al., 2005), y el
hongo ha invadido el sistema vascular en las plantas susceptibles. Las semillas germinadas se
sembraron en macetas de arcilla de 15 cm de diametro conteniendo 800 cm3 de una mezcla de
suelo (arena: limo; 2:1, viv) esterilizado e infestado o0 no de acuerdo a los diferentes tratamientos.
Cada genotipo se sometié a cuatro tratamientos que fueron: (i) suelo estéril; (i) suelo infestado con
20 huevos + J2 de M. artiellia por centimetro cubico de suelo (aplicados en una suspension de 5 ml
cerca de los cotiledones de la plantula); (iii) suelo infestado con 30.000 clamidosporas de F.
oxysporum f. sp. ciceris raza 5 por gramo de suelo; y (iv) suelo infestado con 20 huevos + J2 de M.
artiellia por centimetro cubico de suelo y 30.000 clamidosporas de F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5
por gramo de suelo. En cada maceta se sembraron cuatro plantas para facilitar la infeccién de M.
artiellia y disminuir la variabilidad biol6gica y de infeccion entre plantas. La inoculacién de M. artiellia
se realizd en 5 ml de agua destilada estéril en el centro de las cuatro semillas, a la altura de las
raices y en el momento de plantar las semillas germinadas para favorecer la colonizacion de éstas
por el nematodo. En los tratamientos sin nematodo, se afiadieron igualmente 5 ml de agua destilada
estéril siguiendo el mismo procedimiento. Las plantulas se inocularon en dias consecutivos con
objeto de obtener nédulos radicales de la misma edad y dar tiempo a la fase de seleccion y

recoleccién de éstos.
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3.2.4.- TOMA DE MUESTRAS

3.2.4.1.- Estudio de las fases iniciales de la interaccion (2-4 DAI)

En este experimento se hizo un grupo de diversas plantas para cada tratamiento y periodo de
tiempo. Las plantas seleccionadas se lavaron con agua, para eliminar las particulas de suelo
adheridas a las raices, y posteriormente con agua destilada estéril, y se hicieron grupos de unas 10
plantulas, las raices de las cuales se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80 °C hasta su extraccién.

3.2.4.2.- Estudio de la interaccion en fases avanzadas (35-40 DAI)

En este caso cada repeticion bioldgica consisti6 en el material vegetal obtenido de cada
cuatro plantas/maceta. Las raices cosechadas de las plantas, se lavaron sucesivamente con agua
corriente y con agua destilada, como anteriormente.

Se seleccionaron nddulos producidos por M. artiellia en la raiz (tratamientos i y iv en 3.2.3.1) 6
raices de edad similar a las de los nodulos (tratamientos ii y iii en 3.2.3.1). Se optd por eliminar con
cuidado la hembra y la masa de huevos, desechando cualquier nddulo dafiado. Los nodulos
radicales / raices de edad similar cosechados se sumergieron inmediatamente en RNAlater™
(Ambion), para prevenir posibles degradaciones de RNA. Cuando la cantidad de material fue
suficiente para ser manipulada, se fue depositando en tubos de microcentrifuga hasta obtener 100
mg de tejido vegetal, manteniéndose las muestras a -80 °C hasta su extraccién. La cantidad de
material por muestra se establecié combinando la capacidad de extraccion del método RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen) con la dificultad de obtener material (por requerir la localizacién del
nematodo y su separacion del nddulo) y la conveniencia de no dilatar excesivamente este proceso
para reducir la posibilidad de perturbacion de la expresion génica al estar las raices de las plantas

fuera del suelo.

3.2.4.3.- Microdiseccion por laser

Las muestras para la microdiseccion por laser se procesaron de la misma manera que para el
experimento de nodulos (apartado 3.2.4.2). Los tejidos con el ARN estabilizado con RNAlater™
(Ambion) fueron lavados dos veces, durante 15 minutos y en rotacion, con tampon fosfato salino v,

seguidamente, se depositaron en una solucién fijadora (etanol-acido acético, 3:1, vol/vol) durante 4
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horas a 4 °C, aplicando vacio durante 5 minutos cada 30 minutos. La deshidratacion se realizo
mediante un gradiente de etanol (70-90-100 % etanol en agua), en agitacion durante 15 minutos a 4
°C, repitiéndose cada lavado dos veces, y dejando las muestras en 100% etanol toda la noche. El
etanol fue eliminado con un gradiente de xileno-etanol (25-50-75-100% de xileno en etanol en
agitacion durante 15 minutos a 4 °C, repitiéndose cada paso una vez. Los tejidos fueron embebidos
en parafina con punto de fusién a 56-58 °C (Panreac) en una camara de vacio, quitando la presion
cada 15 minutos, durante una hora. Posteriormente se elimin6 esa parafina, afiadiéndose fresca y
repitiendo el proceso una segunda vez. Tras ser embebidos, los trozos radicales se posicionaron en
moldes para hacer bloques de parafina y se refrigeraron durante toda la noche. Los tejidos
parafinados fueron seccionados transversalmente, con un grosor de 10 um, con un microtomo
rotatorio y las secciones se montaron en portaobjetos de cristal cubiertas con PEN (polietileno
naftalato), tratadas con RNaseZap™ (Ambion) y expuestas a la luz UV durante 30 minutos para
eliminar posibles ARNasas. El montaje de las secciones se realizé en agua tibia tratada con DEPC
(dietil pirocarbonato), un potente inhibidor de ARNasas, tras lo cual se dejaron secar éstas a
temperatura ambiente. Justo antes de la microdiseccion, las secciones fueron desparafinadas
mediante lavado en xileno durante 2 minutos (dos veces) y se dejaron secar a temperatura
ambiente protegidas de ARNasas del ambiente. Las células gigantes en los tratamientos con el
nematodo (tratamientos con M. artiellia 6 la combinacion de ambos patogenos) y las células del
cortex de la raiz en los restantes (tratamientos control & F. oxysporum f. sp. ciceris), fueron
microdiseccionadas y catapultadas del portaobjetos a un tapén de tubo de microcentrifuga de 0,5 ml
con un impacto de mayor energia con el laser. Las secciones se capturaron en 30 ul de agua
tratada con DEPC, y cada 30 minutos la muestra (conjunto de secciones en el tapén de
microcentrifuga) fue depositada dentro del tubo de microcentrifuga para evitar disminuciones de
volumen 6 contaminaciones con ARNasas del ambiente, congelandose inmediatamente con

nitrégeno liquido y manteniéndose a -80 °C hasta la extraccion del ARN.
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Figura 3.6.- Diagrama del flujo de trabajo en las muestras microdiseccionadas por laser.

Figura 3.7.- Microscopio preparado para la microdiseccién por laser.
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Figura 3.8.-Fases de la preparacion de las muestras para la microdiseccion por laser: A, corte de la tapa de
un tubo de microcentrifuga; B, aplicacion de 30 pl de agua mili-Q tratada con DEPC; C y D, colocacién con pinzas sobre
el soporte que se desplazara sobre la célula cortada para posteriormente catapultarla mediante un pulso de laser de
mayor potencia.

3.2.5.- EXTRACCION Y AMPLIFICACION DEL ARN Y PRODUCCION DE ADNc

3.2.5.1.- Fases iniciales de la interaccion (2-4 DAI)

En este experimento, la homogenizacion del material se llevé a cabo pulverizando el conjunto
de raices con nitrégeno liquido en mortero preenfriado. Para la extraccidn del ARN, se utilizé el kit
comercial RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), empleandose la méaxima cantidad de material pulverizado
dentro del rango recomendado (100 mg) y siguiéndose el protocolo suministrado por el fabricante. El
tratamiento con ADNasa | de las muestras de ARN se hizo directamente en la columna de fibra de

vidrio de extraccion, con RNase-Free DNase Set (Qiagen).
3.2.5.2.- Estudio de la interaccion en fases avanzadas (35-40 DAI)
Tras la eliminacion del RNAlater™ (Ambion), las muestras de nédulos y segmentos de raices

se colocaron en tampon de lisis y se homogeneizaron con esferas de vidrio de diferentes tamafios

(2 de 2 mm, 20-30 medianas de 710-1.180 um, y una pequefia cantidad de esferas < 106 um;
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Sigma) con FastPrep FP120 (Thermo), en tres series de 20 segundos a la méxima velocidad (6
m/s), enfriando ligeramente los tubos con hielo entre cada homogenizacion. Después de esto, los
homogeneizados se centrifugaron a la méxima velocidad durante 1 minuto, para sedimentar las
esferas de vidrio. El sobrenadante se transfirio a un tubo de microcentrifuga limpio y se procedio a la
extraccion del RNA mediante el kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) y tratando las muestras con
RNase-Free DNase Set (Qiagen), como anteriormente. Aunque la extraccién con este kit produjo
RNA de buena calidad, los rendimientos fueron relativamente bajos, probablemente debido a la

edad de los tejidos y la cantidad de material utilizados (1,5-2 ug de ARN total/extraccién).

3.2.5.3.- Microdiseccion por laser (35-40 DAI)

Las muestras del experimento de microdiseccion fueron extraidas con el kit comercial Pico
Pure™ RNA Isolation Kit (Arcturus), que esta especificamente disefiado para la extraccion de
muestras de escaso volumen, siguiendose las instrucciones del fabricante. Los rendimientos de
extraccion fueron elevados (aproximadamente 250 ng/pl), pero probablemente la medida estuviera
enmascarada por la elevada proporcién de contaminantes debido a la elevada manipulacion de la

muestra.

3.2.5.4.- Cuantificacion y calidad del ARN total

La calidad y cantidad del ARN total fue evaluado mediante Nanodrop® ND1000 (Thermo
Scientific) midiendo la absorbancia a 260 nm (Sambrook et al., 1989), en el que un valor de Az de
1 corresponde, aproximadamente, a 40 mg ml' de ARN. La contaminacion por proteinas fue
determinada mediante el cociente Azso/A2s0, ¥ €l de carbohidratos y fendlicos mediante cociente
Axeo/A230. El valor para dichas relaciones debe estar comprendido entre 1,8 y 2. En algunas
muestras, la cantidad total de ARN extraido permiti6 determinar dicha calidad mediante
electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se utilizaron geles al 1,6 % agarosa (Sigma) en tampon
TBE 1x estéril [1,08 % (p/v) de Trizma base, 0,55 % (p/v) de acido bérico y 0,093 % (p/v) de EDTA-
Na, (BioRad)]. La agarosa se disolvié en tampén TBE 1x con ayuda de un horno de microondas y
se afadio bromuro de etidio (0,5 pg ml") (Sigma). El gel se dejo polimerizar, durante 1 hora, antes
de aplicar las muestras. Estas, conteniendo 1 ug de ARN total en todos los casos, se mezclaron con
2 pl de tampon de carga 5 x [25 % (v/v) de glicerol, EDTA-Na; 1 mM, pH 8 y 0,2 % (p/v) de azul de
bromofenol] y su volumen se ajustd a 10 ul con agua ultra pura tratada con DEPC. Tras la aplicacion

de las muestras, la electroforesis se llevo a cabo en tampdn TBE 1x, a 50 V hasta que el azul de
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bromofenol sobrepasé la mitad del gel. Para evitar la contaminacion por RNasas, todo el material
necesario para la electroforesis (peine, cama y cubeta) se traté previamente con NaOH 50 mM
durante 12 horas y, posteriormente, se lavé con abundante agua ultra pura tratada con DEPC.

El ARN total extraido de nddulos 6 raices de su misma edad, resulté de menor cantidad (60-
90 ng/ul) y calidad (A2so/A2go= 1,8-1,9; Azeo/A230= 0,9-1,3), que el extraido de raices mas jovenes.
Aungue la contaminacion por proteinas estuvo entre los limites recomendados, la contaminacién por
otros compuestos, como carbohidratos y fendlicos, si pudo ser superior y condicionar los resultados
cualitativos y cuantitativos de la extraccion. Por ello, se tratdé de mejorar el procedimiento con
diversos métodos como: i) extraccion con Nitrégeno liquido y mortero en la fase de disrupcién del
tejido; ii) sin estabilizar el tejido con RNAlater™ (Ambion); iii) aplicacién del protocolo de limpieza
indicado en el kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen); y iv) adicion de 2 % de PVP (Polivinilpirrolidona)
en el tampdn de lisis. Sin embargo, los anteriores tratamientos no supusieron ninguna mejora en los
resultados 0, de obtenerse alguna, produjeron pérdidas muy elevadas de ARN. En cualquier caso,
las posteriores PCR no mostraron ninguna interferencia excesiva de estos compuestos
contaminantes. En las extracciones de los tejidos microdiseccionados, no se pudo determinar su
calidad por andlisis electroforético debido a la escasez de muestra, aunque los parametros
obtenidos mediante analisis espectrofotométrico indicaron una elevada contaminacion por
carbohidratos u otras impurezas (0,5-1,2) y una contaminacion por proteinas no muy elevada (1,2-
1,8). Sin embargo, la elevada aunque imprescindible manipulacién de estas muestras durante la

extraccion, puede provocar cierta distorsion en estos valores.

3.2.5.5.- Amplificacion del ARN

La amplificaciéon del ARN de las muestras obtenidas por microdiseccion se llevd a cabo con
SuperScript™ Amplification System (Invitrogen), que es un sistema basado en el protocolo de
amplificacion isoterma de ARN desarrollado en el laboratorio de Dr. Jones Eberwine (Van Gelder et
al., 1990). La primera etapa usa SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) para sintetizar
la primera hebra de ADNc unida a un cebador oligo(dT) conteniendo un promotor de la T7 ARN
polimerasa. Después de la sintesis de la segunda hebra con ADN polimerasa | y posterior
purificacion, el ADNc molde de doble hebra es amplificado in vitro, en forma de ARN antisentido
(ARNa), utilizando la T7 RNA polimerasa con un volumen optimizado de enzima y composicion del
tampon indicado por el fabricante. En esta ultima etapa, las moléculas transcritas de ARNa resultan
complementarias a las de ARNm de la muestra, manteniendo las distintas especies de ARNa las

proporciones de los correspondientes ARNm presentes en el ARN total.
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3.2.5.6.- Sintesis de ADNc

En los experimentos de las fases inicial (2 y 4 DAI) y tardia (35-40 DAI) de la interaccion, la
reaccion de retrotranscripcion se realizé con 900 ng de ARN total, inmediatamente después de la
extraccion o amplificacion para evitar posibles degradaciones. La retrotranscripcién se llevé a cabo
mediante la retrotranscriptasa RNase H* MMLV, usandose una mezcla optimizada de cebadores
oligo-(dT) y cebadores aleatorios, tampdn de reacciéon y agua libre de nucleasas, todos ellos
incluidos en el iScript cDNA sintesis kit (BioRad). El protocolo seguido fue: fase 1) 5 min a 25 °C;
fase 2) 30 min a 42 °C; fase 3) 5 min a 85 °C; fase 4) bajar la temperatura a 4 °C; fase 5) 5 min a 85
°C. Una vez finalizada la reaccion, las muestras se almacenaron a -20 °C hasta la realizacién de la
PCR a tiempo real. En el experimento de microdiseccidn por laser la retrotranscripcion se realizd
con 2 ug de ARN amplificado y también se llevo a cabo mediante la retrotranscriptasa RNase H*
MMLYV, uséandose en cada reaccion, como cebadores, 1 pl de oligo(dT)12-1s (50 uM), 1 pl de mezcla
10 mM de dNTPs (10 mM de cada dATP, dGTP, dCTP y dTTP a pH neutro) y agua destilada libre
de nucleadas, todos ellos componentes del kit SuperSript™ Reverse Transcriptase (Invitrogen). La
mezcla se calenté a 65 °C durante 5 min, para permitir la unién del cebador a la cadena de ARN, y
posteriormente se incubd durante 1 min en hielo. Los contenidos de la reaccion se centrifugaron
ligeramente y se afadié el tampon de la reaccion de la cadena complementaria de ¢cDNA, 1 pl de
0,4 M DTT, 1 pl RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (Invitrogen) y 1 ul de SuperScript™ |||
RT (200 U/ pl). La mezcla anterior se incub6 a 50 °C durante 60 min y se inactivo la reaccion a 70

°C durante 15 min.

3.2.6. GENES UTILIZADOS EN EL ESTUDIO DE EXPRESION GENICA

Se seleccionaron tres grupos de genes de interés, atendiendo a los siguientes criterios: 1)
tener una presunta funcion defensiva al estar implicados en la biosintesis de fitoalexinas (genes de
la ruta fenilpropanoide) o en su transformacién en formas conjugadas (glucosiltransferasa); 2)
codificar a proteinas cuya expresion se hubiera revelado como afectada de manera diferencial por la
infeccidn en los estudios de protedmica; y 3) ser expresados de forma constitutiva para su uso como
genes de control interno o de referencia.

Los genes seleccionados de la ruta fenilpropanoide, y por tanto potencialmente relacionados
con la biosintesis de las fitoalexinas medicarpina y maackiaina en garbanzo, han sido los

correspondientes a una probable glucosiltransferasa (AJ400859), a una chalcona sintasa (CHS;
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AJ012690) y chalcona isomerasa (CHI; AB024988), a tres monooxigenasas de tipo citocromo P450
[Cyp81D9 (AJ249802); cinamato 4-hidroxilasa (C4H; AJ007449); y cyp81E3, de secuencia muy
similar a la de la isoflavona 2’-hidroxilasa de regaliz (12'H, AJ012581)], a fenilalanina amoniaco-liasa
(PAL; AJ250836), y a isoflavona reductasa (IFR; X60755). Los dos primeros de los genes anteriores
han sido caracterizados por el grupo de la Dra. Berta Dopico (Univ. Salamanca) a partir de librerias
génicas de epicotilos etiolados de garbanzo, mientras que los restantes lo fueron en estudios
realizados por el grupo del Dr Barz (Univ. Minster, Alemania) sobre respuestas de plantas y/o
cultivos celulares de garbanzo a la infeccion con Ascochyta rabiei y/o tratamiento con elicitores.
Dentro de la segunda clase de genes, se incluyeron los correspondientes a CHS (AJ012690), que
dada su funcién lo hemos ya considerado dentro del grupo anterior, a una quitinasa de clase |
(AJ012821) y a una catalasa (AJ131046), estos dos ultimos también caracterizados por el grupo del
Dr Barz en los estudios antes aludidos. Finalmente, dentro de los genes de referencia, se
seleccionaron los correspondientes a una gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (AJ010224), a
los espaciadores transcritos internos ITS 1 y ITS 2 del ARNr 5,85 (AJ237698) y a B-tubulina
(X98406), ya que todos ellos han sido utilizados precedentemente en raices de garbanzo expuestas

a F. oxysporum ciceris como genes de control interno (Garcia-Limones, 2003).

3.2.7.- DISENO DE CEBADORES Y PROTOCOLO DE LA PCR A TIEMPO REAL

Los cebadores utilizados fueron disefiados a partir de las secuencias disponibles para estos
genes de garbanzo en el NCBI, mediante el programa Primer 3 (Rozen y Skaletsky, 2000).
Asimismo, se estudiaron las posibles estructuras secundarias de los ADNc utilizados mediante el
programa ADN mfold (Zuker, 2003), y se analizaron finalmente las posibles coincidencias con genes
de otros organismos mediante los motores de busqueda de homologia de secuencias-BLAST en el
NCBI. Todas las parejas de cebadores, con sus secuencias, productos de amplificacion y eficiencias
de la reaccion quedan recogidos en las Tablas 3.1y 3.2. Para cada pareja de cebadores se optimiz6
la reaccion de PCR a diversas concentraciones de cebadores, la temperatura de hibridacion (entre
57 y 62°C) y la concentracion de Mg?*. Sin embargo, este ultimo componente se mantuvo a la
concentracion de la solucidn maestra proporcionada por el kit comercial, al no observarse ninguna
mejora con el aumento de su concentracion. Con los datos anteriores, cada pareja de cebadores fue
analizada mediante una serie de diluciones en serie para determinar si las reacciones eran
reproducibles y calcular la eficiencia en el rango de concentraciones en el que se iban a desarrollar

las PCRs. Las eficiencias de las parejas de cebadores estuvieron comprendidas entre el 89 y 104 %
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y se determinaron mediante la formula (1), lo que fue realizado autométicamente por el iCycler

(BioRad):

Eficiencia = [10(-1/pendiente)]1

[1]

TABLA 3.1.- Parejas de cebadores utilizados en la PCR a tiempo real.

N° de Rango Yy
acceso al Gen Cebador Secuencia (5’ > 3') tamafio del
GenBank producto (pb)

CAT*1.  GGAAAGCGTGAAAGGTGCATACGTCCCAAG 142-265
AJ131046 Catalasa 149
CAT*2, CGGACTTCATGTGTGACGCGTGGGTC (149)
CHI*1 GGCGATGAAGAAGTTGAAGC 131-322
AB024988  Chalcona isomerasa
CHI*2 CAACACTGCCGATGAAACTG (191)
CHS*1 GCAAGACATGGTGGTTGTTG 346-59
AJ012690 Chalcona sintasa 2
CHS*2 ATCCTTAGCCAAACGAAGCA (247)
Cyp81D9 Cyp81D9*1 TTACAGTTCATGAGAAGGTAGTTGC 499-648
AJ249802 citocromo P450 X (149)
monoxigenasa Cyp81D9*2 GAACAACACACATGTGCATCTC
Cyp81E3 [2’H*1 GAACTGCTGCAATTGTCTGG 643-792
AJ012581 Isoflavona 2'- , (149)
hidroxilasa [2’H*2 GTTGCGTTGTTCTTGAAGGAG
Espaciadores 5R*1a CACATATCGAAGCCCATTGCCGATTTCC
AJ237698 transcritos internos, 399-526
ITS1 y528dse ARNr 5R*2a GGTCTCGTGCGACACACAACCACCATC (154)
Fenilalanina PAL*1 CTGCGGTTGCTACACAGAAT 91-386
AJ250836 ool 174
amoniaco-fiasa PAL*2 GCACCACCCTGTTTTGTTCT (174)
Gliceraldehido-3- GP*1. GCAGTACCGGAGCTGCTAAGGCTGTTGG 241-332
AJ010224 fosfato i (147)
w0755 NADPHsofavona PR AACCTCCAAGGGACAAGGTT 608-804
reductasa IFR*2 CCCAATCTTTTTCTCCCACA (197)
AJA00859 P(obable Gluco*1 CAATGGAACTGCCGGTGT 870-965
glucosiltransferasa  Gjyco*2 CGCACAGCAATGTCCATATC (95)
B-Chi*1 ATTGCTGCTCCAATCCAAAC 962-1169
AJ012821 Quitinasa clase | 207
B-Chi*2 TTATAAGGTGCGTGCGTGAA (207)
Tu*1, GGTGGGGTTTGCACCTCTCACTTCTCG 807-922
X98406 R-tubulina 144
Tu*2, GCAGATGCAGTCAAGTATCGGCCATGTCG (144)
rogragq  Trans-cimamato 4 CAH*1 CCACCGTAATCTCACCGACT 162-404
monoxigenasa C4H*2 GGCACCGTCATGATTCTTCT (243)
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Para cada muestra, la reaccion de PCR se realizd por ftriplicado, con los siguientes
componentes en un volumen final de 25 pl: Tampdn de reaccidn iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-
Rad) 2 x [100mM KCI; 40 mM Tris-HCI, pH 8.4; 0,4 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, y
dTTP); iTaq DNA polymerase, 50 unidades/ml; 6 mM MgClz; SYBR Green I; 20 nM fluoresceina, y
estabilizantes]; 200 mM de cada cebador; y 1,28 ul de cDNA diluido 2x. El programa de la PCR fue
95 °C durante 3 min, seguido de 40 ciclos en los que cada uno consistia en una etapa de
desnaturalizacién a 95 °C durante 30 s, 30 s a la temperatura especifica de hibridacion del cebador,
y la ultima de cada ciclo de 30 s a 72 °C. Una vez efectuadas las reacciones se realiz6 una curva de
fusion para comprobar la especificidad de dicha reaccion. La medicién de la fluorescencia se realiz6
en la fase de polimerizacion del producto especifico con la doble cadena de ADN con iCycler y los
ciclos umbral (Ct) fueron determinados usando el programa iCycler (BioRad) para todos los
tratamientos.

El tamafio y la especificidad de la reaccion PCR también se comprob6 mediante electroforesis
en geles al 2 % de agarosa (Sigma) en tampdn TBE 1x estéril [1,08 % (p/v) de Trizma base, 0,55 %
(p/v) de acido bérico y 0,093 % (p/v) de EDTA-Nay] (Bio-Rad). La agarosa se disolvio en tampon
TBE 1x con ayuda de un horno microondas y se le afiadid bromuro de etidio (0,5 g ml-) (Sigma). El
gel se dejo polimerizar, durante 1 hora, antes de aplicar las muestras. Las alicuotas de 20 ug de
producto de PCR se mezclaron con 5 pl de tampon de carga 5 x [25 % (v/v) de glicerol, EDTA-Na> 1
mM, pH 8 y 0,2 % (p/v) de azul de bromofenol]. Las muestras se aplicaron en el gel y se desarrolld

la electroforesis en tampon TBE 1x, a 50 V hasta que el azul de bromofenol lleg6 la parte inferior del

gel.

3.2.8.- ANALISIS DE DATOS

Las Ct obtenidas del iCycler fueron estudiadas usando Gene Expresion Macro™ Version 1.1
(Bio-Rad), el cual usa los algoritmos descritos por Vandesompele et al. (2002), en los que se calcula

la expresion relativa mediante diversos pasos:

1.- Para cada muestra se calcula una cantidad relativa a la muestra control para el mismo
gen.
Cantidad Relativa = eficiencia(Ct control-Ctmuestra) [2]

2.- Para cada muestra se calcula un factor de normalizacién, que es la media geométrica de

las cantidades relativas de todos los genes de referencia que se han obtenido de la misma.
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Factor de normalizacion = (cant. relat. 1 * cant. relat. 2 *...* cant. relat. N)(/N) [3]

3.- El calculo del nivel de expresion de la muestra se hace usando la ecuacion:

Nivel de expresion = Cant. relativa / Factor de normalizacion [4]

Con estos valores se obtienen unos niveles de expresion que se pueden referenciar a un

tratamiento, dividiendo el nivel de expresion de todos los valores de expresion respecto a éste.

Se utilizaron los tres genes de referencia antes indicados, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, espaciadores transcritos internos ITS 1y ITS 2 del ARNr 5,8S y B-tubulina (Tu*1 y

2), para normalizar los datos usando los algoritmos mencionados.

En los experimentos en los que solo se dispuso de una repeticion biologica (fases iniciales de
la interaccion y microdiseccion por laser), no se pudo aplicar ningun analisis estadistico, mientras
que en los experimentos en fases méas avanzadas de la interaccion (35-40 DAI), en los que si se
dispuso de repeticiones bioldgicas (35-40 DAIl), los datos se analizaron mediante analisis
multivariante de componentes principales, agrupacion jerarquica y comparacion dos a dos de su
expresion normalizada (caso de expresion de genes de la ruta fenilpropanoide) 6 con el test no
paramétrico de Wilcoxon signed-rank (genes quitinasa clase | y catalasa).

Los anélisis anteriores se hicieron con el paquete estadistico NIA Array Analysis (Sharov et
al., 2005), el cual selecciona los genes estadisticamente validos mediante el analisis de varianza
(ANOVA). Se siguieron varios pasos en el estudio: i) se realizd una agrupaciéon jerarquica
(“hierarchical clustering”) para estudiar el conjunto de datos, y los resultados se representaron en un
dendrograma; ii) el conjunto de datos fue analizado mediante el Analisis de Componentes
Principales (PCA) usando los siguientes parametros: tipo de matriz de covarianza, extraccién de los
tres primeros componentes principales, una variacion de al menos el doble en el nivel de expresion
del gen y un nivel umbral de correlacion para la obtencion de las agrupaciones de 04; y
representandose los resultados del analisis PCA en un diagrama bidimensional; iii) para cada gen
se obtuvieron los niveles medios de expresion para cada uno de los tratamientos, iv) la comparacion

entre tratamientos.
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3.3.- RESULTADOS

En todos los experimentos realizados, el anélisis de los niveles de expresion de los genes de
interés se realiz mediante la técnica de PCR a tiempo real. Trabajandose con plantas de garbanzo
de las lineas CA336.14.3.0 e ICC 14216K, no inoculadas (control) e inoculadas individual y
conjuntamente con M. artiellia y con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5, se tomaron muestras de
raices, tanto en las fases iniciales de la interaccién (2 y 4 DAI) como en fases mas avanzadas (35-
40 DAI), cuyo ARN se extrajo segun los protocolos indicados anteriormente. EI ARN se convirtié en
ADNc, mediante transcripcion inversa (retro-transcripcion), y se cuantifico mediante PCR a tiempo
real, utilizandose los cebadores especificos para los genes de control interno (g3pdh, ITS 1y 2 del

ARNr 5,8S y B-tubulina) y para los genes diana.

3.3.1.- EXTRACCION DEL ARN Y TRATAMIENTO CON ADNasa

La cantidad y calidad del ARN total extraido de las raices fue muy variable, estando en
relacion con la edad de éstas. Asi, de las raices jovenes (2-4 DAI) se obtuvo ARN de gran calidad
(A2go/A2go=  2,10-2,19; Azeo/A2zo= 2,10-2,15) y con buen rendimiento (700-900 ng/pl),
independientemente de la linea de garbanzo (CA336.14.3.0 e ICC 14216K). Sin embargo, la
extraccion de ARN total de nodulos 6 raices a los 35-40 DAI resultdé con menores rendimientos (60-
90 ng/ul) y una calidad inferior (A2so/A2s0= 1,8-1,9; Azeo/A230= 0,9-1,3). La contaminacién por
proteinas estuvo dentro de los limites recomendados, pero se observd cierta contaminacion de otros
compuestos, como carbohidratos y fenolicos, en el parametro Azso/A230. Se mantuvo el método de
trabajo, interpretandose que las diferencias observadas en las extracciones entre 2-4 DAl y 35-40
DAl podrian deberse a una menor actividad metabdlica asociada a la mayor edad de los tejidos.

La integridad del ARN total extraido y la ausencia de contaminacion por ADN tras el
tratamiento con DNasa, se verifico mediante analisis electroforético de los extractos de plantulas de
2-4 DAI. En todos los casos (muestras control e inoculadas con Foc-5, M. artiellia y Foc-5-M.
artiellia) se apreciaron tres bandas (Fig. 3.9), dos de ellas correspondientes a los ARN ribosémicos
18S y 28S y una tercera, de peso molecular algo mayor, que en principio se interpretd como de
posible ARN ribosdémico mitocondrial. No se observd ninguna banda de menor movilidad, que
pudiera asignarse a ADN, en los geles. En cualquier caso, la ausencia de ADN en las muestras de
ARN se pudo verificar mediante andlisis por PCR a tiempo real de algunas de estas muestras antes

de realizar la reaccion de retro-transcripcion.
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28S
18S

Figura 3.9.- Andlisis electroforético del ARN total de raices de garbanzo, extraido con el kit RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) y después del tratamiento con RNase-Free DNase Set (Qiagen). Las muestras de ARN se
obtuvieron a partir de raices de plantas de garbanzo de 4 DAI. Carriles 1y 2, plantas control de ‘CA336.14.3.0’ e
‘ICC14216K’, respectivamente; carriles 3 y 4, plantas de ‘CA336.14.3.0' e 'ICC14216K’ inoculadas con M. artiellia,
respectivamente; carriles 5 y 6, plantas de ‘CA336.14.3.0' e ICC14216K’ inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza
5, respectivamente; carriles 7 y 8 plantas de ‘CA336.14.3.0" e 'ICC14216K’ inoculadas con M. artiellia y F. oxysporum f.
sp. ciceris raza 5, respectivamente. En todos los casos se cargo la misma cantidad de ARN total (1 ug).

3.3.2. OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DE PCR A TIEMPO REAL

Para cada pareja de cebadores se determind la temperatura de hibridacién asi como las
posibles estructuras secundarias del ADNc en las condiciones de trabajo. En cada caso, se
selecciond la temperatura que producia una menor Ct, y una vez optimizada la temperatura de
hibridacién, también se optimizaron las concentraciones de cebadores y de Mg2*, aunque en este
ultimo caso la suministrada por la mezcla maestra de reaccién iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-
Rad) era apropiada.

La eficiencia de la PCR se determin6 para cada pareja de cebadores a la temperatura de
hibridacion utilizada en los ensayos (61,3 °C), de acuerdo con la ecuacion [1] descrita en Materiales

y Métodos (apartado 3.2.7). En todos los casos la eficiencia fue igual 6 superior al 89% (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2.- Eficiencia de la PCR para las distintas parejas de cebadores. Los valores se
calcularon a la temperatura de hibridacion de 63,1°C, mediante la ecuacién [1] descrita en

Materiales y Métodos (apartado 3.2.7).

N° de .
Eficiencia
acceso al Gen
(%)
GenBank
AJ131046 Catalasa 96
AB024988 Chalcona isomerasa 99
AJ012690 Chalcona sintasa 97
Cyp81D9
AJ249802 citocromo P450 monoxigenasa 104
Cyp81E3
AJ012581 Isoflavona 2'-hidroxilasa 103
Espaciadores transcritos internos
AJ237698 ITS1y 2 de ARNr 5,85 %0
AJ250836 Fenilalanina amoniaco-liasa 94
AJ010224 Gllcerald§h|d0-3-fosfato 92
deshidrogenasa
X60755 NADPH:Isoflavona reductasa 99
AJ400859 Probable glucosiltransferasa 103
AJ012821 Quitinasa clase | 99
X98406 R-tubulina 89
AJ007449 Trans-cinnamato 4-monoxigenasa 98

3.3.3.- VERIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Los productos de PCR se evaluaron mediante el analisis de la curva de fusion y electroforesis
en gel de agarosa. Las temperaturas de fusion, para los productos especificos de PCR, estuvieron
comprendidas entre 83 y 86 °C, no detectandose la formacion de algun producto inespecifico de
PCR, ni por las curvas de fusion ni por la visualizacion de los productos de PCR en geles de
agarosa.

Las parejas de cebadores solo generaron una banda unica de amplificacion del tamafio
esperado (Tabla 3.1y Fig. 3.11), al usar como molde el ADNc de raices, tanto de plantas control sin
inocular como de plantas inoculadas, separada o conjuntamente, con los dos patégenos. Como

ejemplo de los estudios de verificacion realizados se muestran, en la Fig. 3.11, las curvas de fusion
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obtenidas en la amplificacion de los genes gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa e isoflavona

reductasa.
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Figura 3.10.- Ejemplo de dos curvas de fusion tras la amplificacion por PCR a tiempo real. Una muestra de
ADNc de plantas control de la linea ICC14216K, en la cual se han amplificado los genes gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GP*1 y GP*2) (color fucsia) e isoflavona reductasa (IFR*1 y IFR*2) (color azul claro). En ambos casos
se observé un unico producto de amplificacién, cuya temperatura de fusion fue de 85°C (para el gen gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) o de 83°C (para el gen isoflavona reductasa).

Gluco I2’H  Cyp81D9 - 5R B-Tub CHS C4H

LN
e

Figura 3.11.- Amplicones de los genes estudiados mediante PCR a tiempo real. El valor junto a la banda
corresponde al tamafio tedrico del amplicon. Abreviaturas: Gluco: Probable glucosiltransferasa (AJ400859); 12'H,
Isoflavona 2'-hidroxilasa (AJ012581); Cyp81D9, citocromo P450 monoxigenasa (AJ249802); CAT, Catalasa (AJ131046);
CHI, Chalcona isomerasa (AJ012690); GP, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; IFR, NADPH: Isoflavona reductasa
(X60755); 5R, Espaciadores transcritos internos, ITS1 y 2 de ARNr 5,8S (AJ237698); 3-Tub, R-tubulina (X98406); CHS,
Chalcona sintasa (AJ012690); C4H, Trans-cinnamato 4-monoxigenasa (AJ007449); PAL, Fenilalanina amoniaco-liasa
(AJ250836); R-Chi, -quitinasa clase | (AJ012821).
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3.34.- NIVELES DE EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON LA RUTA
FENILPROPANOIDE

Para una serie de genes seleccionados, se ha estudiado su expresion diferencial en raices en
funcién del tipo de linea de garbanzo (lineas ICC14216K y CA336.14.3.0, con resistencia estable e
inestable a Foc-5), de la inoculacién (inoculaciones individuales con Foc-5 o M. artiellia y conjunta
con ambos patdgenos) en la fase inicial o tardia de la interaccion (respectivamente, ensayos a 2-4 y
a 35-40 DAI).

Salvo dos excepciones, la de los genes Cyp81D9 (perteneciente al grupo de citocromo P450

monoxigenasas) y el de una posible glucosiltransferasa, cuya funcion especifica en la ruta
biosintética fenilpropanoide no esta determinada, los restantes genes elegidos para el estudio, que
son los sefialados en rojo en la Fig. 3.12, si ocupan posiciones clave en dicha ruta. Dichos genes se
han seleccionado sobre la base de que: 1) su nivel de expresion puede suministrar informacion del
grado de induccion de la ruta biosintética de fitoalexinas pterocarpénicas en garbanzo; y, como
consecuencia de lo anterior, 2) dicho grado de induccién, mostrado bien similar o diferencialmente,
puede explicar bien respuestas similares de resistencia en plantas infectadas con Foc-5 (el caso de
1CC14216K’ y ‘CA336.14.3.0°) o diferenciales de mantenimiento (el caso de ‘ICC14216K’) y pérdida

(el caso de ‘CA336.14.3.0°) de esa resistencia en plantas coinfectadas con Foc-5 y M artiella.

CoASO? HOOC CQOH fOH
N H 1
oH ﬂ P450 @ E )
Ho. ° 4CL | PAL
- OH OH
CHI CHRoumnmﬂ{.‘M Coumaric acid Cinnamic acid Phenylalanine
-
o
Liquiritigenin 3x Malonyl-CoA

Isoflavone synthase i
parallel pathway with 5-OH
isoflavones leading to

0 O Homoferreirin and Cicerin,
\}\N/ll_ ~ including five P450 dependent
‘"’\)J\ reactions
o ’
Daidzein OH
] Methyliransferase

Isoflavene Pseudobaptigenin HO 0.
3 hydmxylase syn!hase o
[ IAP®

OCH3 OC Hz
Formononetin Calycosin Pseudobaptigenin

Isoflavene Pseudcbaptigenin
P4s0 l 2-hydroxylase Pas0 l 2-hydroxylase
HO. O PR HO._—~, O
| =
- . Q,
® — =

Ouo OCH3 Ho [ ° HO O O 0
2-0H Formononetin C.‘l> 2-0H Pseudobaptigenin
0 ~OCH; -0

Medicarpin Maackiain

Figura 3.12.- Biosintesis de las fitoalexinas tipo pterocarpano, medicarpina y maackiaina en garbanzo.
P450, citocromo P450 monoxigenasa; PAL, fenilalanina amoniaco liasa; C4H, acido trans-cindmico 4-hidroxilasa; 4CL,
4-cumarato CoA ligasa; CHS, chalcona sintasa; CHI, chalcona isomerasa; CHR, chalcona reductasa; IFR, Isoflavona
reductasa. Los enzimas resaltados en cuadros rojos son los estudiados en este apartado. El gen cyp81D9
(perteneciente al grupo de citocromo P450 monoxigenasas) y el gen que codifica una probable glucosiltransferasa no se
han sefialado en el esquema. (Extraido de Overkamp et al., 2000)
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3.3.4.1.- Fases iniciales de la interaccion (2-4 DAI)

En la Tabla 3.3 se recogen los resultados de expresion génica a 2 y 4 DAI, correspondientes
a raices de plantas control e inoculadas, con Foc-5, M. artiellia y la combinaciéon de ambos
patogenos, de las lineas CA336.14.3.0 e ICC14216K, habiéndose referido todos los valores a los
del control a 2 DAl de CA336.14.3.0. Aunque estos valores se presentan graduados en escalones
de 0,5 veces, en principio sélo se consideraran significativas las variaciones iguales o superiores a
2x (valores iguales 0 mayores / menores al doble / mitad del control). También debe destacarse que
todas las variaciones registradas fueron de tipo cuantitativo; todos los genes estudiados se
expresaron en los controles y ninguno de ellos dejo de hacerlo en alguno de los tratamientos.

Centrandonos ya en las variaciones encontradas, y refiriéndonos en principio a los niveles de
expresion constitutiva en ambas lineas de garbanzo, la tendencia mostrada fue a mayores valores
en 1CC14216K’ que en ‘CA336.14.3.0’, si bien en ningun caso las diferencias fueron significativas.
También pudo apreciarse una tendencia, similar en ambas lineas, a menores niveles de expresion
constitutiva en plantas de mayor edad, si bien s6lo en un caso (expresion de IFR en ‘CA336.14.3.0°)
esta regulacion negativa resulto significativa (valor 2DAI/4DAI de 0,45).

Respecto a las plantas inoculadas, los resultados apuntaron tres tendencias principales: 1)
superiores niveles de expresion de la mayoria de genes estudiados a 2DAI en ‘ICC14216K’ que en
‘CA336.14.3.0’; 2) respuesta a 4DAI bastante similar en ambas lineas a las inoculaciones con Foc-5
y con Foc-5 / M. artiellia; y 3) respuesta a 4DAl diferente en ambas lineas a la inoculacién con M.
artiellia. La tendencia 1), que podriamos concretar en la induccion, en respuesta a la inoculacion con
los patdgenos a 2 DAl en la linea ICC14216K, de algunos genes (CHS, CHI, I2’H y Cyp81D9), no
llegd, sin embargo, a plasmarse en diferencias significativas, maxime si las comparaciones se hacen
entre los niveles de expresién de ambas lineas referidos a sus propios controles (por ejemplo, en
este caso los valores de sobre-expresion de Cyp81D9, el gen al que corresponde una mayor
regulacion positiva entre los datos correspondientes a 2DAI de la Tabla 3.3, pasarian de estar
comprendidos en el intervalo de 2,02-2,81 a estarlo en el de 1,21-1,69). La tendencia 2) se puede
concretar, principalmente, en la mayor expresion, respecto a los respectivos controles, de los genes
PAL, C4H e IFR en respuesta a Foc-5 y de esos mismos genes mas CHS en respuesta a Foc-5/Ma,
aunque los incrementos en el caso de ICC14216K no fueron en todos los casos significativos. Por
ultimo, la tendencia 3) se manifiesta en que mientras en ‘lCC14216K’ la inoculacion con M. artiellia
no tuvo a 4DAI ningun efecto en la expresion de los genes estudiados, en ‘CA336.14.3.0° reprimid
significativamente la de CHI, I2'H, IFR y Cyp81D9.
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Tabla 3.3.- Perfiles de expresidn en raiz de genes relacionados con la ruta fenilpropanoide a 2 y 4 DAI (Days After Inoculation)e.

2 DAI 4 DAI
CA336.14.3.3.0 ICC14216K CA336.14.3.3.0 ICC14216K
Ref gen Bank Gen Control  Foc5 FOM(;S' Ma  Control Foc5 F:\)/I(;s' Ma  Control Foc5 FOM(;S' Ma  Control Foc5 F;\)A(f- Ma

Fenilalanina amoniaco

AJ250836 a2 100 091 106 125 164 151 132 176 093
AJ007449 Trans-cinamato 4- 100 108 088 126 141 092 134 136 061
monoxigenasa
AJO12690 Chalcona sintasa 100 099 08 123 089 124 138 106 066 092 474 060 113 | 158 195 127
AB024988 Chalcona isomerasa 100 089 090 096 112 | 474 189 119 105 077 149 106 097 055 116
AJ012581 'SOﬂa"oggggiEdgmx"asa' 100 090 080 08 101 170 18 106 100 076 122 093 092 052 110
X60755 NADPH: Isoflavona 100 089 122 119 | 163 153 199 171 - 133 | 197 093 | 179 190 0%
reductasa
Probable
AJA00859 lucouneierasa 100 119 095 087 119 092 079 125 076 144 115 076 082 098 100 110
AJ249802 Cyp8iDg 100 106 126 136 | 166 113 119 121 | 170 089 147

a | a expresion de los genes seleccionados fue cuantificada mediante RT-PCR a tiempo real y los resultados se expresan como valores relativos a los de plantas control de
la linea CA336.14.3.3 a los 2 DAI. Para una mejor visualizacién de los resultados, se han sombreado éstos con una graduacién de colores de acuerdo con los valores
relativos de expresion. Tratamientos: Control, plantas no inoculadas; Foc-5, plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g de suelo);
Foc-5-Ma, plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g de suelo) y M. artiellia (1.000 J2/planta); Ma, plantas inoculadas con M. artiellia
(1.000 J2/planta). Lineas: CA336.14.3.3.0 e ICC14216K.

Expresion génica:
Alta, >2

1.51-2.00
1.01-1.51
0.51-0.99

0.01-0.50
Muy baja, 0.00
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3.3.4.2.- Estudio de la interaccion en fases avanzadas (35-40 DAI)

A grandes rasgos, en el estudio de fases mas avanzadas de la interaccién (35-40 DAI),
ambas lineas mostraron un patron de expresion génica relativamente similar en respuesta a las
inoculaciones, aunque dicho patron varié segun que la inoculacién con Foc-5 y M. artiellia fuera
individual o conjunta (Fig. 3.20; Tabla 3.4). En plantas de ‘CA336.14.3.0" inoculadas de forma
individual se aprecid un incremento de expresion de los genes mas iniciales de la ruta
fenilpropanoide (PAL, C4H y CHS), si bien éste fue sdlo significativo (comparacion de las
expresiones dos a dos, Fig. 3.20) en el caso de los dos Ultimos; y una disminucién de la
expresion en algunos de los genes estudiados (CHI, IFR, la probable glucosiltransferasa y
Cyp81D9), en la respuesta a Foc-5, y de los genes de la probable glucosiltransferasa y
Cyp81D9, en la respuesta a M. artiellia (Fig. 3.20; Tabla 3.4). A su vez, las plantas de
1CC14216K’ inoculadas con uno u otro patégeno mostraron, en relacion con el control, induccion
y represion de también dos grupos de genes, igualmente con algunas excepciones. Asi, dentro
de los genes reprimidos, PAL, IFR, la probable glucosiltransferasa y Cyp81D9 vieron alterada su
expresion con la inoculacion de Foc-5, mientras que la inoculacion con M. artiellia disminuyd la
expresion de los genes CHI, 12'H, IFR, y Cyp81D9; mientras que el Unico gen inducido por la
inoculacion de ambos patégenos separadamente fue CHS (Fig. 3.20; Tabla 3.4). A sefialar que
la mayor parte de los integrantes del grupo de genes reprimidos (en concreto, CHI, I2’H, IFR y
Cyp81D9) también presentd esa misma respuesta en los estudios a 4DAI, si bien en este caso la
regulacién negativa sélo se evidencid en plantas de la linea CA336.14.3.0 inoculadas con M.
artiellia (Tabla 3.3). Por lo que respecta al efecto de la inoculacion doble con ambos patégenos,
ésta solo produjo la disminucion de la expresion del gen de la probable glucosiltransferasa en
CA336.14.3.0 y la de los genes PAL y C4H en ICC14216K (Fig. 3.20; Tabla 3.4). La expresion
radical de algunos de los genes estudiados fue, en este periodo temporal, sensiblemente
diferente en las plantas control de ambas lineas. En concreto, en relacion con la linea
CA336.14.3.0 (tomada como referencia a la hora de determinar los valores relativos de expresion
que se indican en la Tabla 3.4), la linea ICC14216K mostrd niveles superiores de expresion de
los genes PAL (4,01x) y C4H (1,83x), e inferiores de los genes 12’'H (0,57x) y de la probable
glucosiltransferasa (0,47x), mientras que los restantes genes (CHS, CHI, IFR y Cyp81D9) se

expresaron en cuantia similar (rango 1,00-1,17x).
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Tabla 3.4.- Perfiles de expresién en nddulos-raices de garbanzo de genes relacionados con la ruta
fenilpropanoide a los 35-40 DALz

FASES AVANZADAS DE LA INTERACCION (35-40 DAI)

CA336.14.3.3.0 ICC14216K
Ref Foc5- Foc5-
GenBank Gen Control Foc-5 Ma Ma Control Foc-5 Ma Ma
AJ250836 Fenllalanl_na amoniaco 100
liasa
Trans-cinamato 4-
AJ007449 monoxigenasa 1.00
AJ012690 Chalcona sintasa 1.00
AB024988 Chalcona isomerasa 1.00
Isoflavona 2'-hidroxilasa-
AJ012581 Cyp81E3 1.00
X60755 NADPH: Isoflavona 100
reductasa
Probable
AJ400859 glucosiltransferasa 1.00
AJ249802 Cyp81D9 1.00

ala expresion de los genes seleccionados fue cuantificada mediante RT-PCR a tiempo real y los resultados se
expresan como valores relativos a los de las plantas control del genotipo CA336.14.3.0, siendo promedio de cuatro
repeticiones biolégicas. Para una mejor visualizacién de los resultados, se han sombreado éstos con una
graduacion de colores de acuerdo con los valores relativos de expresion. Tratamientos: Control, secciones de raices
de plantas no inoculadas; Foc-5, secciones de raices de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5
(30.000 clamidosporas/g suelo); Foc-5-Ma, nédulos de raices de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris
raza 5 (30.000 clamidosporas/g suelo) y M. artiellia (20 huevos-J2/cm? suelo); Ma, nodulos de raices de plantas
inoculadas con M. artiellia (20 huevos-J2/ cm? suelo). Lineas: CA336.14.3.3.0 e ICC14216K.

Expresion génica:

Alta, >2 _

1.51-2.00
1.01-1.51
0.51-0.99

0.01-0.50
Muy baja, 0.00

Se realiz6 un anélisis de agrupacion jerarquica en base al cuadrado de la distancia

euclidea entre las diferentes variables (tratamientos en nuestro caso), mediante el médulo de
agrupamiento jerarquico del programa NIA Array Analysis. En ambas lineas de garbanzo, los
tratamientos estudiados se agruparon de forma idéntica, separandose claramente en dos grupos:
a) control sin inocular y plantas inoculadas simultdneamente con ambos patdgenos; y b) plantas
inoculadas individualmente con el hongo o el nematodo (Fig. 3.13).

Los genes estudiados con diferencias significativas de expresién se pudieron englobar en
un Unico componente principal (explicando un 87 % de la variabilidad acumulada) en
‘CA336.14.3.0" (Fig. 3.14) y en dos componentes principales (explicando ambos un 96 % de la
variabilidad acumulada) en 1CC14216K" (Fig. 3.15). La distribucién de los tratamientos en el

espacio determinado por los componentes principales mostrd, en la linea CA336.14.3.0, cierta
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asociacion de las respuestas a las inoculaciones individuales con M. artiellia y con Foc-5, (Fig.
3.14). Sin embargo, en ‘ICC14216K’, las respuestas a las diferentes inoculaciones con
patogenos se distribuyeron uniformemente por todo el espacio factorial (Fig. 3.15). Algunos
genes mostraron expresiones similares en ambas lineas (Figuras 3.16 y 3.18), como
principalmente ocurrid con los genes iniciales de la ruta C4H y CHS, que se indujeron
significativamente en las plantas inoculadas con Foc-5 y M. artiellia separadamente, y su
comportamiento estuvo asociado a la correlacion negativa del componente principal 1. La
correlacion positiva del componente principal 1 estuvo asociada a genes cuya expresion
disminuy6 en respuesta a la inoculacién individual con Foc-5 y/6 con M. artiellia (Fig. 3.16),
incluyendo a los genes IFR, CHI, Cyp81D9 y la probable glucosiltransferasa en ‘CA336.14.3.0’ y
a CHI, Cyp81D9 e I2’H en ‘ICC14216K’, con lo que dos de estos genes (CHI y Cyp81D9)
mostraron un comportamiento similar en ambas lineas (Figs. 3.16 y 3.18). En la linea ICC14216K
la correlacion positiva con el componente principal dos, asociada a genes cuya expresion
disminuydé en plantas inoculadas con Foc-5 6 con ambos patogenos simultdneamente, solo
incluyé al gen PAL (Fig. 3.18). Los genes PAL e I2’H en la linea CA336.14.3.0 e IFR y de la
probable glucosiltransferasa no se asociaron a ningin componente principal ni presentaron
diferencias significativas en su expresion. La comparacion dos a dos de los tratamientos con los
diferentes genes ha permitido determinar estadisticamente en qué tratamientos
aumenta/disminuye (2X) la expresion respecto al control (Fig. 3.20).
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Figura 3.13.- Agrupacion jerarquica de los tratamientos en fases avanzadas de la interaccion F.
oxysporum f. sp. ciceris-garbanzo-M. artiellia (35-40 DAI) en las lineas CA336.14.3.0 e ICC14216K, basada en
la expresion de genes de la ruta fenilpropanoide. Tratamientos: Control, secciones de raices de plantas no
inoculadas; Foc-5, secciones de raices de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000
clamidosporas/g suelo); Foc-5-Ma, nédulos de raices de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5
(30.000 clamidosporas/g suelo) y M. artiellia (20 huevos-J2/cm?3 suelo); Ma, nédulos de raices de plantas inoculadas
con M. artiellia (20 huevos-J2/ cm3 suelo).
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Figura 3.14.- Mapas bidiminensionales, mostrando las asociaciones entre tratamientos y manchas
electroforéticas, generados mediante el analisis de componentes principales (PCA), en la linea CA336.14.3.0.
Tratamientos: Control, secciones de raices de plantas no inoculadas; Foc-5, secciones de raices de plantas
inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g suelo); Foc-5-Ma, nédulos de raices de
plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g suelo) y M. artiellia (20 huevos-
J2/cm3 suelo); Ma, nodulos de raices de plantas inoculadas con M. artiellia (20 huevos-J2/ cm3 suelo). Abreviaturas:
CHI = chalcona isomerasa; IFR = isoflavona reductasa; GLUCO = probable glucosiltransferasa; CYP81D9 =
citocromo P450 monoxIgenasa; C4H = Trans-cinamato 4-monoxygenasa; CHS = chalcona sintasa; 12'H = isoflavona
2’-hidroxilasa; PAL = fenilalanina amoniaco liasa.
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Figura 3.15.- Mapas bidiminensionales, mostrando las asociaciones entre tratamientos y manchas
electroforéticas, generados mediante el andlisis de componentes principales (PCA), en la linea ICC14216K.
Tratamientos: Control, secciones de raices de plantas no inoculadas; Foc-5, secciones de raices de plantas
inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g suelo); Foc-5-Ma, nédulos de raices de
plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g suelo) y M. artiellia (20 huevos-
J2/cm3 suelo); Ma, nodulos de raices de plantas inoculadas con M. artiellia (20 huevos-J2/ cm3 suelo). Abreviaturas:
CHI = chalcona isomerasa; IFR = isoflavona reductasa; GLUCO = probable glucosiltransferasa; CYP81D9 =
citocromo P450 monoxlgenasa; C4H = Trans-cinamato 4-monoxygenasa; CHS = chalcona sintasa; 12’H = isoflavona
2'-hidroxilasa; PAL = fenilalanina amoniaco liasa.
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Figura 3.16.- Agrupaciones de genes en ‘CA336.14.3.0', basadas en su expresion y determinadas
mediante andlisis de componentes principales (PCA). Para el componente principal 1 se han identificado dos
agrupaciones de genes, que se correlacionan positiva y negativamente con dicho PC. Segun el método descrito por
Sharov et al., (2005), el grado de cambio en la expresion de genes en un PC especifico se ha determinado por la
pendiente de la recta de regresion del log de los niveles de expresion versus el correspondiente autovector
multiplicado por el rango de valores de éste. Si el cambio de expresidn del gen supera el doble de su expresion, se
considera asociado con el PC. Las agrupaciones de genes han sido realizadas secuencialmente, comenzando por el
primer PC. No asociandose a sucesivos PCs genes ya agrupados en un PC previo. Los componentes principales se
muestran en la izquierda y el nimero de genes agrupados se muestra en el extremo izquierdo de cada agrupacion
(N). Abreviaturas: PC, Componente principal; Foc5, F. oxysporum f.sp. ciceris raza 5; Ma, M. artiellia.
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Figura 3.17.- Medias de los log de los niveles de expresion de los distintos genes, agrupados por su
asociacion a cada componente principal en la linea CA336.14.3.0. (A), Genes positivamente correlacionados
con PC1; (B), Genes negativamente correlacionados con PC1; (C), Genes sin diferencias significativas de expresion
y no correlacionados con ningun componente principal; (D), leyenda para las graficas (A)-(C). Abreviaturas:; CHI =
chalcona isomerasa; IFR = isoflavona reductasa; GLUCO = probable glucosiltransferasa; CYP81D9 = citocromo
P450 monoxigenasa; C4H = Trans-cinamato 4-monoxygenasa; CHS = chalcona sintasa; 12’'H = isoflavona 2'-
hidroxilasa; PAL = fenilalanina amoniaco liasa.
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Figura 3.18.- Agrupaciones de genes en “ICC14216K”, basadas en su expresion y determinadas

mediante andlisis de componentes principales (PCA). Para el componente principal 1 se han identificado dos
agrupaciones de genes, que se correlacionan positiva y negativamente con dicho PC. Segun el método descrito por
Sharov et al., (2005), el grado de cambio en la expresién de genes en un PC especifico se ha determinado por la
pendiente de la recta de regresion del log de los niveles de expresion versus el correspondiente autovector
multiplicado por el rango de valores de éste. Si el cambio de expresion del gen supera el doble de su expresion, se
considera asociado con el PC. Las agrupaciones de genes han sido realizadas secuencialmente, comenzando por el
primer PC. No asociandose a sucesivos PCs genes ya agrupados en un PC previo. Los componentes principales se
muestran en la izquierda y el nimero de genes agrupados se muestra en el extremo izquierdo de cada agrupacion
(N). Abreviaturas: PC, Componente principal; Foc5, F. oxysporum f.sp. ciceris raza 5; Ma, M. artiellia.
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Figura 3.19.- Medias de los log de los niveles de expresion de los distintos genes, agrupados por su
asociacién a cada componente principal en la linea ICC14216K. (A), Genes positivamente correlacionados con
PC1; (B), Genes negativamente correlacionados con PC1; (C), Genes sin diferencias significativas de expresion y
no correlacionados con ninglin componente principal; (D), leyenda para las gréficas (A)-(C). Abreviaturas: CHI =
chalcona isomerasa; IFR = isoflavona reductasa; GLUCO = probable glucosiltransferasa; CYP81D9 = citocromo
P450 monoxigenasa; C4H = Trans-cinamato 4-monoxygenasa; CHS = chalcona sintasa; 12’H = isoflavona 2’-
hidroxilasa; PAL = fenilalanina amoniaco liasa.

Linea CA336.14.3.0 Linea ICC14216K
Ref Cvs Cvs
GenBank GEN CvsF F+Ma Cvs Ma CvsF F+Ma CvsMa
AJ250836 Fenilalanina amoniaco liasa
AJO07449 Trans-mr_lamato 4-
monoxigenasa
AJ012690 Chalcona sintasa
AB024988 Chalcona isomerasa
Isoflavona 2'-hidroxilasa-

AJ012581 CypB1E3

X60755 NADPH: Isoflavona reductasa
AJ400859 | Probable glucosiltransferasa
AJ249802 Cyp81D9

MENOR expresion en el SEGUNDO tratamiento respecto al PRIMERO

MAYOR expresion en el SEGUNDO tratamiento respecto al PRIMERO

Variacién no significativa entre ambos tratamientos

Figura 3.20.- Patrones de regulacion de genes de la ruta fenilpropanoide en las lineas de CA336.14.3.0
e ICC14216K, basados en las comparaciones dos a dos de sus valores de expresion. Abreviaturas: C =
Control; F = F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5; Ma = M. artiellia; F + Ma = ambos patdgenos.
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3.3.4.3.- Microdiseccion por laser

En el estudio de microdiseccion por laser, la expresion génica fue muy desigual entre
plantas inoculadas y sin inocular con los patdgenos. No se detectd ninguna pauta especifica de
expresion génica asociada a algun patégeno, como se observo en los experimentos anteriores.
En ciertas muestras, como en los controles de ambas lineas y, también, en alguno de los
tratamientos, no se detecto la presencia de transcritos de ciertos genes (Tabla 3.5), a pesar de
que la cantidad de ARN amplificado aplicada en la retrotranscripcion era suficiente para estudiar
la expresion génica. Sin embargo, no se pudo verificar la integridad del ARN extraido mediante
técnicas cromatografica en chip con 2100 BioAnalizer® (Agilent Technologies), como se ha
realizado en otros estudios (Tang et al., 2006), ni tampoco se correlaciond el ARN total obtenido
con las areas citoplasmaticas cortadas, al no poseer esta tecnologia el equipo. Pese a la dificil
interpretacién de los resultados, entre los cambios mas significativos observados podemos
destacar el descenso acusado en la expresion de los genes PAL e I2'H en las plantas inoculadas
con Foc-5 y M. artiellia, tanto individual como conjuntamente, el incremento de expresion de la
mayoria de los restantes genes estudiados en las plantas inoculadas con Foc-5, tanto de forma
aislada como en combinacidén con M. artiellia, y la represion de la practica totalidad de estos
genes en las plantas inoculadas con M. artiellia de la linea ICC14216K (Tabla 3.5).

En el experimento con la microdiseccion por laser, las diferencias constitutivas fueron
dificiles de determinar, al no haber amplificaciones en muchos de los genes estudiados (véase
Tabla 3.5).
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Tabla 3.5.- Perfiles de expresion de genes relacionados con la ruta fenilpropanoide en secciones de
ndédulos, cortados mediante la técnica de microdiseccion de células por laser, a los 35-40 DAz,

LCM
CA336.14.3.3.0 ICC14216K
Ref Focs- Foc5-
GenBank Gen Control Foc-5 Ma Ma Control Foc-5 Ma Ma
Fenilalanina amonio
AJ250836 liasa 1.00
AJ007449 Trans-cm_namato 4- b
monoxigenasa
AJ012690 Chalcona sintasa -0
AB024988 Chalcona isomerasa -b
Isoflavona 2’-hidroxilasa-
AJ012581 Cyp81E3 1.00
X60755 NADPH: Isoflavona »

reductasa

Probable b
AJ400859 glucosiltransferasa )
AJ249802 Cyp81D9 1.00

a | a expresion de los genes seleccionados fue cuantificada mediante RT-PCR a tiempo real y los resultados se
expresan como valores relativos al de un tratamiento tomado como referencia (expresién 1,00), que no pudo ser el
mismo en todos los casos al no haber transcritos (-) en algunos de los controles. Para una mejor visualizacién de los
resultados, se han sombreado éstos con una graduacién de colores de acuerdo con los valores relativos de
expresion. Tratamientos: Control, células parenquimaticas del cortex de raices de plantas no inoculadas; Foc-5,
células parenquimaticas del cortex de raices de plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000
clamidosporas/g suelo); Foc-5-Ma, células gigantes de nodulos de raices de plantas inoculadas con F. oxysporum f.
sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g suelo) y M. artiellia (20 huevos-J2/cm3 suelo); Ma, nodulos de raices de
plantas inoculadas con M. artiellia (20 huevos-J2/cm3 suelo). Lineas: CA336.14.3.3.0 y ICC14216K.

b:no ha presentado amplicon.

Expresion génica:

Alta, >2 _

1.51-2.00
1.01-1.51
0.51-0.99

0.01-0.50
Muy baja, 0.00

3.3.5.- NIVELES DE EXPRESION DE OTROS GENES CON POSIBLE RELACION CON
LA PATOGENESIS

Como los estudios de protedmica habian indicado que en las fases avanzadas de la
interaccion (nédulos de 35-40 DAI) se producia una acumulacién significativa de dos enzimas
tipicamente defensivas como quitinasa y catalasa, se decidio incluir en el estudio de expresion
génica la de sendos genes de garbanzo relacionados con estos enzimas. El trabajo se realiz6
con el doble objetivo de poder evidenciar, por un lado, si los cambios previamente observados

implicaban un proceso de induccion transcripcional y, por el otro, si tal proceso tenia ya lugar en
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fases mas tempranas de la interaccion (2-4 DAI), cuando los estudios de protedmica no habian
revelado la produccién de cambios en los contenidos de estas proteinas. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 3.6.

En las fases iniciales de la interaccion, a 2 DAl no se apreciaron cambios
cuantitativamente significativos de expresion de los dos genes estudiados por efecto de alguno
de los tratamientos, mientras que a 4 DAl si se registraron ciertos cambios aunque
fundamentalmente restringidos a la linea ‘CA336.14.3.0' que, en este sentido, mostr6 un
comportamiento diferencial respecto a la ICC14216K’. Asi a 4 DAI, en ‘CA336.14.3.0’ se indujo,
respecto al control a ese tiempo, la expresion del gen de la quitinasa clase | en respuesta a la
inoculacion simple con Foc-5 (3,6x) y a la doble con ambos patégenos (4,2x), y la del gen de la
catalasa en respuesta a la inoculacion con Foc-5 (2,4x), mientras que ambos genes resultaron
reprimidos en la inoculacion simple con M. artiellia (valores de 0,2x y 0,4x, respectivamente)
(Tabla 3.6-A). En contraste, la unica respuesta cuantitativamente significativa mostrada por la
linea ICC14216K fue la induccién de la catalasa en las plantas inoculadas con Foc-5 (2,1x)
(Tabla 3.6-A)

En fases avanzadas de la interaccion (35-40 DAI), los resultados de las muestras de
nddulos/raices fueron bastante discordantes, segun provinieran aquéllas de diseccion manual
(Tabla 3.6-B) o de microdiseccion por laser (Tabla 3.6-C). En el primer caso, las variaciones de
expresion génica cuantitativamente mas importantes fueron, por lo que a la linea CA336.14.3.0
se refiere, la induccion de la quitinasa de clase | en respuesta a la doble inoculacion (3,2x) y la
represion de la catalasa en las inoculaciones simples con Foc-5 (0,4x) y M. artiellia (0,4x),
mientras que, en la linea ICC14216K, la represion del gen de la quitinasa clase | en respuesta a
la inoculacién simple con M. artiellia (0,3x), fue la Unica variacion cuantitativamente significativa
experimentada por las plantas inoculadas respecto al control sin inocular (Tabla 3.6-B). Por el
contrario, ambos genes resultaron inducidos por la totalidad de los tratamientos en las muestras
microdiseccionadas de la linea CA336.14.3.0. En este caso, no se aprecid expresion de la
quitinasa clase | en el control, mostrando dicho gen altos niveles de expresion en las muestras
inoculadas con Foc-5, bien de manera individual (15,6x el nivel de expresion en el control de la
linea ICC14216K) o conjuntamente con M. artiellia (87,7x el nivel de expresion en el control de la
linea ICC14216K), y bastante mas bajos en la muestra inoculada con M. artiellia (0,5x el nivel de
expresion en el control de la linea ICC14216K), mientras que la catalasa, que si se expreso en el
control, result6 inducida en cuantia relativamente similar (rango de 3,9-5,7x) en respuesta a las
tres inoculaciones (Tabla 3.6-C). Respecto a las muestras microdiseccionadas de la linea

ICC14216K, la quitinasa clase | se indujo en respuesta a la inoculacion simple con Foc-5 (19,2x)

208



Estudio de expresion génica de las interacciones de M. artiellia y Foc-5 con garbanzo

y la doble con Foc-5 y M. artiellia (4,5x) y fue reprimida de forma completa (ausencia de
amplicon) en la inoculacion simple con M. artiellia, y la catalasa resultd inducida y reprimida,
respectivamente, en las inoculaciones simples con M. artiellia (3,6x) y con Foc-5 (0,4x) y su
expresion no se modificd de forma significativa, respecto al control, en la inoculacién doble con
ambos patdgenos (Tabla 3.6-C).

En lineas generales, la heterogeneidad de los resultados de expresion de ambos genes
(quitinasa clase | y catalasa) en las distintas muestras hace muy dificil cualquier intento de
conclusion sobre la existencia de patrones de expresion asociados a las inoculaciones y

periodos temporales estudiados.
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Tabla 3.6.- Perfiles de expresion de los genes quitinasa clase | y catalasa en muestras de raices/néddulos obtenidas: A) a los 2 y 4 DAI; B) 35-40 DAI; C) 35-40 DAI-

Microdiseccion por laser.2

210

A) 2 DAI 4 DAl
CA336.14.3.3.0 ICC14216K CA336.14.3.3.0 ICC14216K

Ref GenBank Gen Control Foc-5 Foc5-Ma Ma  Control Foc-5 Foc5-Ma Ma  Control Foc-5 Foc5-Ma Ma  Control Foc-5 Focs-Ma Ma
AJ012821  Quitinasaclasel 1,00  0.78 122 092 108 144 185 112 121 Bl 08 107
AJ131046 Catalasa 1.00 0.58 1.67 0.72 0.95 0.60 0.52 0.96 0.86 1.00 0.67 1.44 1.18 0.51
B) FASES AVANZADAS DE LA INTERACCION (35-40 DAI)

CA336.14.3.3.0 ICC14216K
Ref Foc5- Foc5-
GenBank Gen Control Foc-5 Ma Ma Control Foc-5 Ma Ma
AJ012821 Quitinasa clase | 1.00 0.74 1.22 0.58
AJ131046 Catalasa 1.00 066 |
) LCM

CA336.14.3.3.0 ICC14216K
Ref Foc5- Foc5-
GenBank Gen Control Foc-5 Ma Ma Control Foc-5 Ma Ma
AJ012821 Quitinasa clase | - <
AJ131046 Catalasa 1.00

ala expresion de los genes seleccionados fue cuantificada mediante RT-PCR a tiempo real y los resultados se expresan como valores relativos respecto a una referencia a la
que se asigna un valor unitario de expresién. Para una mejor visualizacién de los resultados, se han sombreado éstos con con una graduacion de colores de acuerdo con los
valores relativos de expresion. Tratamientos: Control, plantas no inoculadas; Foc-5, plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g suelo);
Foc-5-Ma, plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (30.000 clamidosporas/g suelo) y M. artiellia (1000 J2/planta en 2-4 DAl y 20 huevos-J2/cm? suelo en 35-40
DAl); Ma, plantas inoculadas con M. artiellia (1.000 J2/planta en 2-4 DAl'y 20 huevos-J2/cm3 suelo en 35-40 DAI). Lineas: CA336.14.3.3.0 y ICC14216K.

b Tratamientos significativos al comparar el control de la linea respecto a este tratamiento mediante el test “Wilcoxon Rang Sum”.

¢No ha presentado amplicon.

Expresién génica:: Alta, >2 _
1.51-2.00
1.01-1.51

0.51-0.99

0.01-0.50
Muy baja, 0.00
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3.4.- DISCUSION

En el presente trabajo se ha estudiado la expresion de genes relacionados principalmente
con la ruta fenilpropanoide en el patosistema F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5-garbanzo-M.
artiellia en diferentes fases de la interaccion. Asimismo, como excepcion, se ha estudiado la
expresion de dos genes presuntamente defensivos de garbanzo, por su posible relacidén con
proteinas (quitinasa y catalasa) que los estudios protedmicos previos indicaron que resultaban
modificadas por los tratamientos en fases avanzadas de la interaccion (nddulos 35-40 DAI).

El estudio ha sido abordado en dos periodos temporales diferentes, correspondientes a
fases iniciales (2 y 4 DAI) y mas avanzada (35-40 DAI) de la interaccién de la planta con los
patogenos. El periodo inicial de la interaccion comprende las etapas de penetraciéon de los
juveniles infectivos de M. artiellia a los 2 DAl y el inicio de la formacion del sitio de alimentacion a
los 4 DAI. Teniendo en cuenta los datos de la literatura al respecto, este periodo de tiempo se ha
considerado suficiente para la germinacion de las clamidosporas de F. oxysporum f. sp. ciceris,
asi como la colonizacion superficial y penetracion de la raiz por el hongo. De hecho,
experimentos con un aislado de la misma raza de Foc que la aqui utilizada (raza 5) permitieron
aislar el hongo de las raices de plantas susceptibles y resistentes de garbanzo a las 48 horas
posteriores a la inoculacion (Basallote-Ureba, 1987). Los estudios a los 35-40 DAI se
circunscribieron a los nédulos originados por la infeccion de M. artiellia, 6 muestras de raices de
edad y posicidn similar de las plantas inoculadas solamente con el hongo 6 los controles sin
inocular.

El muestreo ha estado influenciado por la dificultad de obtencion de material vegetal y de
localizacién de los patdgenos en la planta. En garbanzo, la penetracién del hongo es
principalmente a través de los cotiledones y de las zonas del hipocotilo y epicotilo subterraneo
préximas a ellos, ocurriendo en menor proporcion en zonas de la raiz principal, excepto en el
apice radical (Basallote-Ureba, 1987). Sin embargo, la zona cotiledonar preferente para el hongo
no coincide especificamente con la de penetracién de los juveniles infectivos del nematodo, ni
tampoco con la de formacion de sus sitios permanentes de alimentacién, que es la zona de
diferenciacion de los tejidos en la raiz, cerca del apice radical (Vanholme et al., 2004; Karssen y
Moens, 2006). Por este motivo, en las fases iniciales de la interaccion se estudio toda la raiz de
la plantula y no la parte mas cercana a los cotiledones.
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a) Extraccion de ARN

La extraccion de ARN total de los tejidos jovenes no presentd ningun problema, al ser
éstos, presumiblemente, tejidos muy activos y con pocas sustancias interferentes. Los diversos
kits y tipos de extraccion ensayados determinaron como mas efectivo al RNeasy Plant Mini kit,
desarrollado por Qiagen, con el cual se obtuvieron los mayores rendimientos asi como los
mejores parametros de calidad. La observacién de tres bandas de ARN puede deberse a la
extraccion, con nuestro método, de ARN ribosémico mitocondrial, ya que previamente en
extractos de ARN total de raices de garbanzo, obtenidos mediante fenol equilibrado: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1, v / v / v), sblo se habian observado dos bandas (Garcia-Limones,
2003). Esta tercera banda no estuvo influenciada por la biomasa del patégeno/s presente en
nuestro tejido, debido a que también se aprecid en proporciones similares en los tejidos control
sin inocular de todos los tratamientos a 2 y 4 DAI. La extraccion de tejidos de mayor edad (35-40
DAI) resulté siempre en menor cantidad y calidad del ARN, probablemente debido a la menor
actividad metabdlica y la superior acumulacion de compuestos interferentes, como polisacaridos
y compuestos fendlicos, en tales tejidos. La dificultad de obtencién y manipulaciéon de estas
muestras (nédulos y secciones de raices a los 35-40 DAI) nos llevo a la utilizacién de RNAlater
(Ambion) de cara a estabilizar el ARN total extraido y hacer mas comodo el proceso de
extraccion. Las diversas alternativas ensayadas para mejorar la calidad del ARN (ver materiales
y métodos, apartado 3.3.6.4) no supusieron ninguna mejora en este parametro y/o produjeron
disminuciones excesivas de ARN. Como se ha explicado en el apartado de materiales y métodos
de este capitulo, con estas muestras, dado el bajo rendimiento de ARN total obtenido, no se

pudo determinar su calidad y cantidad relativa mediante electroforesis en gel.

b) Genes estudiados

Los diferentes genes estudiados han sido elegidos teniendo en cuenta su posible funcién
defensiva y la disponibilidad de secuencias en la base de datos de garbanzo. Especial atencion
se prestd a la ruta fenilpropanoide, por ser la responsable de la biosintesis de las fitoalexinas de
garbanzo, medicarpina y maackiaina. En concreto, ocho de los diez genes de interés se
seleccionaron en relacion con dicha ruta. Es el caso de los genes PAL (AJ250836), C4H
(AJ007449), CHI (AB024988), CHS (AJ012690), I2H (AJ012581), IFR (X60755), Cyp81D9
(AJ249802) y el de la probable glucosiltransferasa (AJ400859). Funcionalmente, la implicacion

en la ruta fenilpropanoide de los seis primeros genes es clara, ya que todos ellos codifican
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enzimas que ocupan posiciones clave en dicha ruta (Fig. 3.12); la de Cyp81D9 puede justificarse
por la amplia presencia que las citocromo P450-monooxigenasas tienen en la referida ruta
fenilpropanoide, donde al menos once reacciones (entre ellas las de C4H e I12’'H) son
dependientes de este tipo de actividad (Overkamp et al., 2000), mientras que resulta méas
cuestionable en el caso de la glucosiltransferasa. Este gen se selecciond por ser el Unico
codificante de un enzima transferidor de azucares presente en la base de datos de garbanzo,
aunque no existe evidencia de su participacion en la formacion de derivados glucosilados de
fitoalexinas de cara a su almacenamiento en vacuolas. La comparacién con las secuencias
depositadas en la base de datos del NCBI dan para este gen una cierta homologia con una
“celulose synthase-like C8” (NM 1280024) de Arabidopsis thaliana (la secuencia de cobertura es
el 66% de la secuencia y la homologia en este tramo es del 76%) lo que, unido al tipo de estudio
en el que se caracteriz (desarrollo de plantulas etioladas de garbanzo), apunta a un posible
papel en la formacion de la pared celular. A pesar de esto, se considero interesante su inclusion
en nuestro estudio, dada la relevancia que los sucesos a nivel de pared celular pueden tener en
la respuesta defensiva a la Fusariosis Vascular.

Los dos genes de interés restantes, el de la quitinasa clase | (AJ012821) y la catalasa
(AJ131046), se seleccionaron por su reconocido caracter de genes relacionados con la defensa
en garbanzo frente a la Fusariosis Vascular (Cachinero et al., 2002; Garcia-Limones et al., 2002)
y haberse evidenciado, en los experimentos de protedmica a los 35-40 DAI (Capitulo Il), que los
mismos podrian estar sometidos a regulacion en nuestro sistema.

Se seleccionaron tres genes de control interno (g3pdh, ITS 1y 2 del ARNr 5,8S y B-
tubulina), que habian sido utilizados en anteriores estudios en nuestro laboratorio sobre la
interaccidn garbanzo-F. oxysporum f. sp. ciceris (Garcia-Limones, 2003; Garcia-Limones et al.,
2009). La normalizacion de las Ct se realizd mediante un indice de genes de referencia
(Vandesompele et al., 2002), que utiliza la suma geométrica de las cantidades relativas de cada
uno de ellos, lo que permite una normalizacién mas robusta entre diferentes muestras. Se
compararon los genes de referencia utilizando, para cada uno de ellos, los otros como
normalizadores, obteniéndose valores de expresion similares entre tratamientos. La utilizacion de
tres genes de referencia, en vez de uno solo, se ha efectuado en diferentes estudios (Udvardi et

al., 2008; Snowden et al., 2005; Jacobs et al., 2003), proporcionando buenos resultados.

La mayoria de las actividades relacionadas con los genes objeto de estudio en el presente
trabajo resultan reguladas en plantas por varios genes o por familias génicas, mas que por genes

unicos. Aunque la amplitud de esta multiplicidad no es bien conocida en garbanzo, se sabe por
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ejemplo la presencia de al menos cuatro CHSs en el genoma de Arabidosis y 26 en el de arroz
(Pfaff y Kahl, 2003). En el caso de garbanzo, se han descrito dos loci CHS (AJ012690, el incluido
en nuestro estudio, y AJ012822), ambos codificantes de una misma secuencia polipeptidica. Lo
anterior, relativiza cualquier conclusion que pretenda relacionar niveles de expresion de genes
individuales con la posible manifestacion de una actividad determinada sometida a regulacion

por un conjunto redundante de genes.

c) Expresion genica de la ruta fenilpropanoide

De la débil tendencia constatada, de una mayor expresion, en algunos de los genes
estudiados a los 2 DAI en la linea ICC14216K respecto a la CA336.14.3.0, tanto a un nivel
constitutivo como en la respuesta a la inoculacion con los patdgenos, no podria concluirse que
ambas lineas se diferencien en su comportamiento a este corto tiempo de interaccién. La
mayoria de las diferencias de expresion no resultaron significativas (a excepcion del gen
Cyp81D9 en ICC14216K) en los términos en que se han planteado (2x en aumentos 6 0,5x en
represiones). En el caso de la inoculacién con Foc-5, esta débil respuesta temprana podria
deberse a una relativamente lenta colonizacion de la raiz de garbanzo por el hongo, en contraste
con otros patosistemas de marchiteces vasculares, como en la resistencia de especies de
Gossypium frente a V. dahliae, (Bell, 1994) 6 de palmera datilera (Phoenix dactylifera L.) a F.
oxysporum f. sp. albedinis (EI Modafar et al., 2006), donde si se han observado respuestas
tempranas relacionadas con la activaciéon de la ruta fenilpropanoide. Tampoco la migracién
intercelular de juveniles de M. artiellia en este periodo de tiempo (2 DAI) produjo alguna
alteracion de la expresion de estos genes, observandose un resultado similar en la penetracién
de juveniles de M. incognita en soja (Edens et al., 1995). La falta de respuesta podria también en
este caso ser debida a una localizacién muy restringida de la misma a la zona preferencial de
penetracion de los nematodos noduladores, esto es el apice de la raiz. La coinfeccion de la
planta simultaneamente con ambos patdgenos podria dar lugar a una mezcla de respuestas
diferencialmente localizadas, que en general, y pese a la falta de diferencias significativas entre
tratamientos, resultdé mas similar a la respuesta a Foc-5 que a M. artiellia. Esta tendencia,
especialmente patente en la linea ICC14216K, probablemente indique una mayor superficie de
colonizacion, con lo que la respuesta al hongo predomina o resulta analiticamente mas
perceptible que la respuesta a M. artiellia.

La similitud de las respuestas a la inoculacién con Foc-5, tanto de forma individual como

conjuntamente con M. artiellia, quedd bien patente en los resultados a 4 DAI, donde pudieron

214



Estudio de expresion génica de las interacciones de M. artiellia y Foc-5 con garbanzo

apreciarse inducciones bastante consistentes de varios de los genes de la ruta fenilpropanoide
estudiados (PAL, C4H, CHS e IFR). En este caso, ambas lineas mostraron de forma acusada
dicha tendencia, siendo incluso la linea CA336.14.3.0 la que exhibié una mayor amplitud o
intensidad de respuesta (Tabla 3.3). Admitiendo que las anteriores respuestas son reacciones de
defensa de la planta inducidas por Foc-5, el similar comportamiento de ambas lineas resulta
coherente con el caracter de resistencia completa que ambas presentan frente al hongo (Castillo
et al., 2003), pudiéndose desde esta evidencia incluso postular un posible papel de la induccién
de estos genes en la reaccidn de resistencia. Por el contrario, dicha induccién parece no tener
relacion con la estabilidad de la resistencia a la fusariosis vascular tras la coinfeccién con Foc-5y
M. artiellia, lo que podria considerarse un argumento en contra de su papel en la reaccion de
resistencia. Respecto al referido papel, los escasos antecedentes bibliograficos no son nada
concluyentes. Cho y Muehlbauer (2004) encontraron que la inoculacién de garbanzo con la raza
1 de Foc inducia la expresion de los genes PAL e 12'H en el periodo de 3 a 72 horas posteriores
a la inoculacion, si bien la respuesta fue similar en los cultivares WR-315 (resistente) y JG-62
(susceptible). Por otro lado, Arfaoui et al. (2007) evidenciaron que la inoculacién de garbanzo
con la raza 0 de Foc provocaba una induccion de genes de la ruta fenilpropanoide (PAL, CHS e
IFR) que resultaba incrementada por la pre-inoculaciéon con Rhizobium y se mostraba en mayor
cuantia en una linea moderadamente resistente que en otra susceptible al patogeno.

El tratamiento con M. artiellia afectd sensiblemente a la linea CA336.14.3.0, con
disminuciones importantes de la expresion de genes involucrados especificamente en la
extension flavonoide/isoflavonoide de la ruta fenilpropanoide y por tanto en la sintesis de
fitoalexinas de garbanzo (genes CHI, 12’H, IFR y Cyp81D9), mientras que no produjo ningun
efecto en ICC14216K. El significado de esta regulacion diferencial no es claro, ya que, por un
lado, no puede relacionarse con la respuesta de tolerancia al nematodo, al ser ambas lineas
igualmente susceptibles, y, por otro, parece de dificil justificacion que lo esté con la estabilidad
de la resistencia a Foc-5 tras la doble inoculacion, aspecto este ultimo en el que el
comportamiento de ambas lineas si fue diferente (pérdida de resistencia en CA336.14.3.0 y
mantenimiento de la misma en ICC14216K). En efecto, si la represion, en este periodo temprano
de la inoculacion (4 DAI), efectuada por M. artiellia en CA336.14.3.0 pero no en ICC14216K,
condiciona la pérdida de resistencia a Foc-5, uno habria esperado encontrar esa respuesta
diferencial en las plantas de ambas lineas sometidas a la doble inoculacién, cosa que no se
produjo. Como unica posible justificacion de este ultimo hecho (y por tanto a favor del

mantenimiento de la hipdtesis), estaria la aparente predominancia en la doble inoculacién de la
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respuesta a Foc-5 sobre la de M. artiellia 6 una respuesta localizada diferencial en la raiz, como
ya se apunto al discutir los resultados a 2 DAI.

Como se ha comentado precedentemente, en garbanzo, hay multiples isoformas de los
enzimas chalcona sintasa y chalcona reductasa, las cuales pueden ser inducidas
diferencialmente en la elicitacién de cultivos celulares (Bless, 1992), como se ha observado
también en alfalfa (Gowri et al., 1991; Junghans et al., 1993). Las respuestas en algunos
enzimas podrian estar condicionadas por la isoforma afectada por cada patégeno 6 diferencias
en la induccion de actividades enzimaticas, como se ha observado en suspensiones celulares
elicitadas de tomate (Goérlach et al., 1995), alfalfa (Ni et al., 1996) ¢ garbanzo (Barz y
Mackenbrock, 1994).

En la respuesta observada anteriormente se constata la paradoja del papel del gen IFR
respecto a la inoculacién con los diferentes patégenos, en la que se detecta una induccién por
Foc-5 y en la inoculacion de ambos patdgenos, mientras que se produce una disminucion de su
expresion en la linea CA336.14.3.0 infectada por M. artiellia solamente. Una posible explicacion
para este aspecto podria ser la distinta penetracidn inicial de ambos patégenos 6 una respuesta
mas localizada en las plantas inoculadas con Ma que podria ser enmascarada por una respuesta
més contundente y generalizada de Foc-5 entre los diferentes fondos genéticos de las lineas
estudiadas. Sin embargo, la expresion del enzima IFR es incrementada levemente su expresion
a las 72 horas en plantas de alfalfa infectadas por M. incognita (Potenza et al., 2001). Los
resultados correspondientes al periodo de 35-40 DAI mostraron sensibles diferencias con los
obtenidos a 4 DAI. A grandes rasgos, las respuestas a las inoculaciones individuales, bien con
Foc-5 o con M. artiellia, se asemejaron bastante, mientras que las muestras correspondientes a
la doble inoculacion se asemejaron a los controles no inoculados (Tabla 3.4 y Fig. 3.20), siendo
en general coincidente, a grandes rasgos, el comportamiento de ambas lineas. Las anteriores
similitudes de respuestas entre tratamientos, que resulté corroborada por el analisis de éstos
mediante agrupacion jerarquica (Fig. 3.13), causan una cierta sorpresa si se tiene en cuenta la
disparidad de las muestras utilizadas en los tratamientos de respuesta similar. Asi, mientras en
los tratamientos que incluian a M. artiellia (inoculacion individual con el nematodo y conjunta con
éste y con Foc-5) se hizo una toma de muestras de nédulos (por tanto enriquecida en células
gigantes frente a las células radicales normales), en la inoculacion individual con Foc-5 y en el
control la toma de muestras sélo fue, obviamente, de tejido radical normal. Parece, pues,
evidente, que ninguna de las respuestas obtenidas a este tiempo puede asociarse de forma
especifica con el nematodo (0 con el metabolismo especial de las células gigantes) o con el

hongo, resultado éste Ultimo que contrasta con el de los estudios a periodos més cortos de la
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interaccidn (especialmente a 4 DAI). Lo que si apunta bastante analogia con los resultados de
los estudios a tiempos inferiores, es en los genes que mostraron respuesta a los tratamientos y
en la inclusion de éstos en dos grupos principales, uno sometido a regulacién positiva, que
engloba a actividades mas previas de la ruta fenilpropanoide, y otro regulado negativamente, que
engloba a actividades posteriores (Tabla 3.4 y Figs. 3.13, 3.15y 3.20).

La disminucién de la expresion génica a partir del gen CHS, como ocurre en la respuesta
de la linea CA336.14.3.0 frente a la infeccion por M. artiellia a 4 DAI, probablemente esté
mediada por los mismos mecanismos de represion de la expresion génica.

En la expresion constitutiva de los genes, PAL y C4H mostraron un nivel superior en la
linea ICC14216K respecto a la linea CA336.14.3.0, mientras que en otros genes mas cercanos a
las fitoalexinas, como 12’H y el de la glucosiltransferasa, se observd una tasa de expresion
inferior en la linea ICC14216K que en “CA336.14.3.0". La posible explicacion de estos resultados
no parece muy evidente, y probablemente sea debido a una mayor actividad metabdlica de la
linea ICC14216K en la que podria producirse una mayor cantidad de los diferentes productos
intermediarios de la ruta felnilpropanoide.

Respecto al estudio a este mismo periodo de 35-40 DAI, pero utilizando para la toma de
muestras la técnica de aislamiento de citoplasmas con microdisecion con laser, hubo una gran
diferencia de expresion entre genes y tratamientos. Los resultados obtenidos mediante esta
técnica deben de considerarse como muy preliminares, sin poderse obtener ninguna conclusién
clara de los mismos més all& de aportar alguna evidencia sobre el potencial de aplicaciéon de
dicha técnica al campo de la investigacion fitonematol6gica. La complejidad de la respuesta
probablemente haya también estado influenciada por la edad de las plantas y la manipulacién de
las muestras, ya que todo su procesamiento se realizé en la Universidad de Murdock (Australia)
durante el periodo de una estancia, con lo cual el material tuvo que soportar largos periodos de
transporte, con posibles efectos perjudiciales pese a la utilizacién de RNAlater® (Ambion) como

estabilizador frente a la degradacion de ARN.

d) Expresion génica de genes de quitinasa clase | y catalasa.

No se ha observado ninguna respuesta en la expresion génica de la quitinasa clase | a los
2 DA, registrandose solo una induccion en la linea CA336.14.3.0 en la inoculacion simple con
Foc-5 y en la doble con ambos patégenos a los 4 DAI. No obstante, la induccion de la actividad

quitinasa se ha asociado con la respuesta defensiva de garbanzo en las fases iniciales de la
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interaccion con F. oxysporum f. sp. ciceris (Cachinero et al., 2002; Saikia et al., 2005), con
maximos de actividad a 2 y 3 DAI. Sin embargo, esta respuesta es dificil enlazarla con la pérdida
de resistencia en la inoculacion doble de ambos patégenos. La fuerte disminucidn en las plantas
de CA336.14.3.0 inoculadas con M. artiellia si que podria estar asociada a una peor respuesta
defensiva a nematodos noduladores.

En periodos temporales posteriores (35-40 DAI), el aumento de la expresion se constata
en plantas inoculadas por ambos patégenos en la linea CA336.14.3.0, observandose esta
induccién en estudios con plantas de algoddn susceptibles a la Fusariosis Vascular en periodos
mas inciales de la interaccién con F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Dowd et al., 2004). Sin
embargo, estos datos son completamente diferentes de los obtenidos mediante las técnicas
protedmicas (capitulo Il), en los que se observé un incremento significativo en los niveles de
quitinasa clase | en todas las inoculaciones con patdgenos, en la linea ICC14216K, aunque en
muchos casos ambas técnicas no son coincidentes. La quitinasa basica (clase 1) en tabaco 6 en
garbanzo, presenta una actividad antifungica in vitro superior que las acidas (clase Il 6 clase Ill)
(Melchers et al., 1993; Sela-Buurlage et al., 1993; Vogelsang y Barz, 1993a, 1993b). La
respuesta diferencial de este enzima en nuestras lineas de garbanzo a la infeccion por M.
artiellia es dificil de explicar. Los resultados obtenidos en estudios de la actividad quitinasa con
otros patosistemas son bastante discordantes; asi, plantas de soja infectadas con M. incognita
experimentaron un aumento lento de esta actividad, alcanzando su maximo a los 34 DA, lo cual
se correlaciond con el incremento de algunas isoformas en raiz de quitinasas &cidas (Qiu et al.,
1997), mientras que en la interaccion de Meloidogyne marylandi Jepson y Golden, 1987 y
Festuca arundinacea Schreb. se indujo sistémicamente la actividad quitinasa en hojas, pero no
en las raices (Roberts et al., 1992). Las quitinasas han mostrado un efecto en la mortalidad de
los huevos y en una eclosién prematura in vitro (Mercer et al., 1992).

El enzima catalasa esta involucrado en la destoxificacién de H2O». Altas concentraciones
de H20, parecen favorecer el desarrollo dentro del huésped de algunos patégenos necrotrofos
(Govrin y Levine, 2000). En este caso, las EROs que se producen durante la defensa de la
planta, mas que causar dafio al patdgeno, se relacionan positivamente con la patogénesis
(Govrin y Levine, 2000; Mayer et al., 2001). En garbanzo se ha constatado una asociacion entre
la induccion temprana de la actividad catalasa y niveles de esta proteina, y la resistencia a la
Fusariosis Vascular; sin embargo, este incremento no se reflejo en el posterior estudio de
expresion génica (Garcia-Limones, 2003). El aumento de la expresion de la catalasa en la
inoculacion con Foc-5 en ambas lineas a los 4 DAI podria, con los antecedentes descritos,

relacionarse con la reaccion de resistencia que muestran estas lineas a la fusariosis vascular. La
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respuesta de la catalasa a Foc-5, en cualquier caso, parece transitoria, a juzgar por los
resultados obtenidos a periodos posteriores (35-40 DAIl), donde no mostrd una induccion
significativa (caso de ICC14216K) o incluso resultd reprimida. Por el contrario, el gen de la
catalasa no modifico significativamente su expresion en respuesta a la doble inoculacién,
mientras que en la interaccion simple con el nematodo resulté reprimido tanto a 4 DAI como a
35-40 DAl en la linea CA336.14.3.0. Este ultimo resultado parece interesante, ya que corrobora
el obtenido en los estudios de proteémica, donde una de las proteinas reguladas negativamente
en CA336.14.3.0 por efecto de la inoculacién con M. artiellia fue identificada como una catalasa.
A este respecto, se ha observado una induccion de la expresion de catalasa clase Il en nédulos
provocados por M. incognita en patata y en el resto de la planta a las seis semanas después de
la inoculacién (Niebel et al., 1995). La interaccion compatible con nematodos noduladores
muestra una induccién de EROs en la penetracion de los juveniles (12 horas después de la
inoculacion), disminuyendo su concentracion en fases posteriores (24-48 horas después de la
inoculacién), mientras que no se observa ningun incremento significativo de H20. en la
formacion del sitio de alimentacién, evadiendo el nematodo la posible respuesta defensiva de la
planta principalmente mediante una posible induccidn de la actividad NADPH peroxidasa (Melillo
et al., 2006). Nuestros datos parecen apoyar que la disminucion de los niveles de H.O, esté
modulada principalmente por NADPH peroxidasas al no aumentar el nivel de expresion de la

catalasa.

3.5.- CONCLUSIONES

Los resultados del estudio de expresion génica, aunque no han aportado evidencias
suficientemente contrastadas como para establecer hipétesis robustas sobre los posibles
mecanismos de pérdida/mantenimiento de la resistencia a la Fusariosis Vascular por la
coinfeccion con M. artiellia en las lineas estudiadas, permiten proponer las siguientes

conclusiones:

1. Respecto a la expresion de genes relacionados con la ruta fenilpropanoide, las lineas
CA336.14.3.0 e ICC14216K muestran una similar respuesta temprana, sélo manifestada a 4DAI
(no a 2DAl), a la inoculacion simple con Foc-5 y a la doble con Foc-5 y M. artiellia, pero muy
diferente a la inoculacion simple con M. artiellia. Mientras que la respuesta similar incluye varias

inducciones génicas (PAL, C4H, CHS e IFR), la respuesta diferencial se caracteriza por la
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represion de diversos genes (CHI, I2'H, IFR y Cyp81D9) en la linea CA336.14.3.0 y ausencia de
efecto en ICC14216K.

2. En periodos posteriores de la interaccion (35-40 DAI), ambas lineas responden de
manera relativamente similar a los tratamientos. Frente a la doble inoculacién, la tendencia es a
una ausencia de efecto; mientras que frente a las dos inoculaciones individuales, la tendencia es
a la induccion y represion de dos grupos de genes que, a grandes rasgos, coinciden con los
grupos de genes incluidos en la respuesta temprana comun vy diferencial descrita

precedentemente en la anterior conclusion.

3. La expresidn de los genes quitinasa clase | y la catalasa ha resultado ser muy variable
en los periodos temporales estudiados, lo que hace muy dificil cualquier intento de relacionar tal
expresion con las reacciones de susceptibilidad o resistencia a los patdgenos desarrolladas en
los distintos tratamientos.

4. El estudio con muestras obtenidas mediante microdiseccion por laser, se debe
considerar como preliminar y la respuesta encontrada como una mera indicacién del potencial de
la técnica en el ambito de la fitonematologia, con escaso valor de pronéstico, dado que los
resultados han podido verse afectados por las duras condiciones de manipulacién y transporte

hasta el lugar de procesamiento.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

En el contexto de una agricultura productiva, y a la vez sostenible, la utilizacion de los
sistemas de Control Integrado de Enfermedades incluye la aplicacion racional de productos
fitosanitarios, asi como de otras medidas culturales y genéticas que determinen condiciones
ambientales menos favorables para el desarrollo de las enfermedades.

Esta Tesis Doctoral se planted con el objetivo de determinar y analizar los posibles
mecanismos involucrados en la pérdida/mantenimiento de la resistencia a la Fusariosis Vascular
(FVG) del garbanzo por la coinfeccion de la planta con M. artiellia y F. oxysporum f.sp. ciceris. Para
ello, el estudio se planted desde la utilizacion de dos herramientas novedosas en el estudio de
interacciones planta-patdgeno: (1) andlisis protedmico diferencial entre diversas inoculaciones con
ambos patégenos separada- y conjuntamente, y (2) analisis de la expresion de genes con posible
relacion funcional con la resistencia (ruta fenilpropanoide y otros seleccionados del estudio
protedmico). Ambos estudios se desarrollaron para obtener la maxima informacion dentro de las
limitaciones del patosistema (biotrofo obligado en el caso de M. artiellia con largos periodos de
aumento de poblaciones, inoculaciones en suelo, dificultad en la obtencion de J2s, asi como de
tejido suficiente por el tamafio del ndulo producido). La integracion (combinacion) de los resultados
y conclusiones obtenidas en esta tesis doctoral puede clarificar la pérdida de resistencia frente a
otros patdgenos inducida por los nematodos noduladores en garbanzo 6 en otras especies de
plantas. La eleccion de la metodologia protedmica del estudio se debid a las ventajas que puede
presentar respecto a otras metodologias, principalmente la de poder ofrecer una vision global de las
proteinas involucradas en las interacciones. Sin embargo, esta metodologia también puede
presentar cierto tipo de limitaciones como: i) la imposibilidad de amplificacion de los niveles de
proteinas (no existe una tecnologia de amplificacion tipo PCR), esto hace que el resultado de los
andlisis sea muy dependiente de la cuantia de la respuesta y de la sensibilidad de deteccion del
sistema analitico (resolucion geles, tinciones, sensibilidad de la espectrometria de masas, etc.); ii) el
proteoma es mas complejo que el transcriptoma, varias proteinas pueden ser producidas por el
mismo gen (diferente “splicing”, modificaciones post-traduccionales, etc.); i) las grandes diferencias
de concentracion que suelen darse entre proteinas de una misma muestra; y iv) los diferentes tipos
de células en cada érgano o tejido tienen su propia “firma protedmica”. A su vez, la eleccién de la
técnica de expresion génica se hizo, mas que para acometer un segundo abordaje de tipo general,

para completar el estudio en ciertos momentos de la interaccion en los que las técnicas proteémicas
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parecian menos eficaces. Asi, los genes elegidos se determinaron bien por los resultados del
estudio protedmico anterior (quitinasa clase | y catalasa) o con el animo de desvelar la implicacion
de una ruta muy relevante desde el punto de vista de la defensa, como es en garbanzo la ruta
fenilpropanoide responsable de la biosintesis de las fitoalexinas medicarpina y maackiaina. No
existen antecedentes de estudios protedmicos en la FVG, mientras que los existentes respecto a la
expresion génica en la FVG son escasos y nada concluyentes. Cho y Muehlbauer (2004)
encontraron que la inoculacion de garbanzo con la raza 1 de Foc inducia la expresion de los genes
fenilalanina amoniaco-liasa (PAL) e isoflavona 2'-hidroxilasa (12'H) en el periodo de 3 a 72 horas
posteriores a la inoculacion, si bien la respuesta fue similar en los cultivares WR-315 (resistente) y
JG-62 (susceptible). Por otro lado, Arfaoui et al. (2007) mostraron que la inoculacion de garbanzo
con la raza 0 de Foc provocaba una induccion de genes de la ruta fenilpropanoide (PAL, chalcona
sintasa (CHS) e isoflavona reductasa (IFR)) que, ademas, resultaba incrementada por la pre-
inoculacion con Rhizobium y se mostraba en mayor cuantia en una linea moderadamente resistente
que en otra susceptible al patdgeno. Por tanto, nos parecid interesante estudiar estos genes
incluyendo la inoculacion simple con M. artiellia y la inoculacion simultanea de ambos patdgenos.

Los periodos temporales iniciales incluidos en nuestro estudio, no han sido muy informativos
respecto de la obtencion de datos que permitan resolver el/los mecanismo/s implicado/s en el
comportamiento diferencial de las dos lineas estudiadas (CA336.14.3.0 e ICC14216K, ambas
resistentes a la Fusariosis Vascular causada por la raza 5 de Foc) de, respectivamente, pérdida o
mantenimiento de la resistencia tras la inoculacién conjunta con ambos patdgenos. La respuesta
protedmica temprana ha demostrado ser muy poco sensible a este respecto; sin embargo, si aportd
informacion sobre diferencias cualitativas y cuantitativas entre las proteinas constitutivas de ambas
lineas de garbanzo. Dentro de las proteinas constitutivas diferenciales entre las dos lineas, una gran
cantidad de ellas se relacionaron funcionalmente con la defensa, siendo de expresion muy variable
desde el punto de vista temporal (4 y 8 DAI). La expresion génica en los periodos iniciales de la
interaccion ha permitido observar cierta respuesta defensiva a los 4 DAI, siendo la respuesta
diferencial especialmente interesante en la linea CA336.14.3.0, donde se produjo una disminucion
de la transcripcion de varios genes de la ruta fenilpropanoide (chalcona isomerasa (CHI), I2'H, IFR y
Cyp81D9) en plantas inoculadas con M. artiellia.

Los estudios referidos a fases mas avanzadas de la interaccion (35-40 DAI) revelaron una
mayor respuesta proteémica de la planta, lo que fundamentalmente podria justificarse en base a la
mayor extension de la interaccion desde el punto de vista temporal y de la zona de contacto de la
planta con los patdgenos. El material de estudio utilizado consisti6 en muestras de raices sin
nddulos (control y Foc-5) & muestras de nddulos (M. artiellia y Foc-5-M.artiellia). Se observaron
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diferencias en la expresion proteémica de ambas lineas en respuesta a la inoculacion con ambos
patdgenos tanto separada como conjuntamente, siendo la méas intensa la correspondiente a la
combinacion de ambos patogenos en la linea CA336.14.3.0. En este periodo temporal se observo la
expresion/represion diferencial de diversas proteinas con una posible funcién defensiva
[principalmente, quitinasa clase |, proteinas del metabolismo secundario, enzimas relacionados con
el metabolismo de las Especies Reactivas de Oxigeno (EROs), proteinas de union a nucledtidos y
una proteina R], aunque s6lo en muy pocos casos, como en el de una proteina R y una ascorbato
peroxidasa, la respuesta de ambas lineas fue comun. En este estudio, la tasa de identificacion de
proteinas ha sido escasa, habiendo probablemente influido en ello tanto la baja cantidad de proteina
aplicada a los geles como el bajo nimero de secuencias depositadas en las bases de datos, por lo
que dentro del amplio grupo de proteinas diferenciales no-identificadas se podrian encontrar
ejemplares interesantes de cara al establecimiento de posible mecanismos responsables de la
respuesta diferencial de mantenimiento / pérdida de resistencia mostrada por ambas lineas. Al
contrario de los estudios de protedmica, este periodo temporal no determiné diferencias
significativas entre lineas que pudieran relacionarse con su diferente comportamiento a la
inoculacion simultanea de ambos patdégenos. En este caso, se aprecio una respuesta general similar
entre las lineas; aunque ésta puede haber sido influenciada por el tipo de muestreo utilizado ¢ la
edad avanzada de la planta. El estudio de la expresion de genes en los citoplasmas obtenidos
mediante técnicas de microcaptura con laser se debe considerar como preliminar, pudiendo los
resultados obtenidos haber sido influenciados en cierta medida por la manipulacion de la muestra y
el transporte hasta su lugar de procesamiento (Universidad de Murdock, Australia).

Desde el punto de vista del papel del apoplasto en la resistencia a la FVG, la respuesta débil
en las lineas resistentes (‘CA336.14.3.0’ e ‘ICC14216K’) contrasta con la amplia respuesta de la
linea susceptible JG62, por lo que ésta pudiera asociarse bien con el estrés hidrico de la planta
producido por la enfermedad 6 bien con la induccion tardia de mecanismos de defensa una vez el
hongo ha penetrado en el haz vascular, ya que el aumento de los niveles de quitinasas también
pueden ser inducidas por heridas, etileno, auxinas y citoquininas (Graham y Sticklen, 1994). La
posibilidad de una respuesta mas especifica y localizada en el cilindro vascular, asi como que la
respuesta esté mas centrada en otro periodo temporal, pueden haber sido una de las causas de la
escasa respuesta en las lineas resistentes. Asi, en estudios de la Fusariosis Vascular del tomate (F.
oxysporum f. sp. lycopersici) se ha determinado que la reaccion de susceptibilidad y resistencia esta
parcialmente asociada a la interaccion con los vasos xilematicos (Rep et al., 2002). La expresion del
gen I-2, que proporciona resistencia a la raza 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici, ha sido localizada
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en el tejido parenquimatico que engloba al cilindro vascular. Con lo que, se puede especular que la
respuesta méas consistente a la fusariosis vascular esté localizada en esa region de la raiz.

Los experimentos mediante “split-root” determinaron que la resistencia no se rompe por la
presencia de algun efecto 6 sustancia translocable en la planta producido o inducido por M. artiellia,
en las condiciones y densidades de patdgeno utilizadas. Asi, en el estudio del fluido apoplastico de
estas plantas no se observé ningln componente proteico diferencial en el apoplasto de las partes
radicales separadas de la misma planta. La falta de respuesta proteica pudo ser debida a varios
efectos: i) a la elevada edad de las raices; ii) a que las moléculas implicadas en el efecto de la
pérdida de resistencia sean de naturaleza no-proteica; y/o iii) a que los mecanismos de sistemia que
puede provocar el nematodo en la raiz sean de naturaleza no-proteica y solo se transmitan en la
misma raiz, y no en toda la planta. Respecto a este Ultimo punto, se puede destacar que el hongo
no penetra las células gigantes para alcanzar el cilindro vascular, como parece deducirse del
resultado de estudios histopatologicos con cultivares de tomate, susceptible y resistente a F.
oxysporum f. sp. lycopersici, inoculados con M. javanica (Fattah y Webster, 1983). Sin embargo, las
plantas presentaron una mayor coloracién oscura y menor crecimiento en la parte radical inoculada
con Foc-5, y estos sintomas fueron superiores en las plantas inoculadas en ambas partes radicales,
aunque las diferencias solo fueron significativas en uno de los tratamientos, el de la linea
ICC14216K inoculada con ambos patdgenos. La elevada densidad de indculo (clamidosporas) del
hongo podria producir estos efectos en la parte de la raiz inoculada junto con el efecto de sumidero

del nematodo, aungue en ningin momento se perdio la resistencia a Foc-5.

En conclusion, en esta Tesis Doctoral se ha pretendido dar una posible explicacion de los
mecanismos involucrados en la pérdida/mantenimiento de la resistencia a la Fusariosis Vascular del
garbanzo por la coinfeccion de la planta por M. artiellia y F. oxysporum f.sp. ciceris. Al respecto, se
ha estudiado la inoculacion con diferentes combinaciones de los patégenos (Foc-5, M. artiellia y
Foc-5-M. artiellia) en un curso temporal de las interacciones (estados iniciales en la interaccion, 35-
40 DAI), analizando diferentes partes de sistema radical (raiz completa, nodulos, fluido apoplastico)
con el empleo de técnicas de protedmica y de expresion génica). Esta puede ser la base para
continuar con el desarrollo de nuevos trabajos de investigacion que permitan determinar los
mecanismos especificos provocados por el nematodo para romper la resistencia a la FVG. Asi como
evitar desarrollos experimentales que en nuestro caso, no han sido tan concluyentes como
esperdbamos al estudiar las dos lineas. Entre las posibles futuras vias de estudio podrian estar: i) la
introduccién de lineas susceptibles o moderadamente resistentes en los estudios, las cuales podrian

determinar otros factores expresados por la planta, para entender la pérdida de la resistencia en la
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co-infeccién por ambos patdégenos en algunas lineas ii) la aplicacion de la tecnologia de cDNA-
AFLPs, la cual se ha observado bastante satisfactoria con otras lineas de garbanzo (Nimbalkar et
al., 2006), pero con nuestro sistema de inoculaciones, iii) mejorar la técnica de microdiseccion por
laser enlazando con el punto anterior, Yy iv) obtencién de fluido xilématico 6 un muestreo mas
localizado en el cilindro vascular para estudios mediante técnicas protedmicas, el cual ha dado

buenos resultados en el patosistema tomate-F. oxysporum f. sp. lycopersici (Rep et al., 2002, 2003).

CONCLUSIONES GLOBALES DE LATESIS

Las conclusiones de esta Tesis Doctoral son las siguientes:

1) La pérdida/mantenimiento de la resistencia a la FVG por la co-infeccion de M. artiellia y Foc-5
en lineas de garbanzo resistentes al hongo puede estar condicionada (entre otros posibles
mecanismos) por una represion de genes de la ruta fenilpropanoide en fases tempranas de la

interaccion y por una expresion proteica diferencial en periodos posteriores de la interaccion.

2) Como respuestas diferenciales entre las lineas CA336.14.3.0 e ICC14216K asociables a,
respectivamente, la pérdida/mantenimiento de la resistencia a la FVG por la coinfeccion de ambos
patdgenos se puede destacar la mayor expresion proteica de la quitinasa clase | en periodos mas
avanzados de la interaccion (35-40 DAI) de la linea ICC14216K con resistencia estable a la

coinfeccién.

3) Como respuestas asociables a la reaccion de pérdida de la resistencia a la FVG se
encontraron las siguientes:

a) La linea CA336.14.3.0 presenta una fuerte disminucion de la expresion de genes
relacionados con la ruta fenilpropanoide (Chalcona isomerasa, Isoflavona 2'-hidroxilasa, Isoflavona
reductasa y Cyp81D9) en plantas inoculadas sdlo con M. artiellia a los 4 DAI.

b) Respuesta diferencial y superior en nimero de proteinas alteradas por M. artiellia en
periodos mas avanzados de la interaccion en la linea CA336.14.3.0.

¢) Disminucion de los niveles de enzimas relacionados con la ruta fenilpropanoide en la
inoculacion simple con el nematodo (chalcona isomerasa) y ambos patégenos (hidroxiisoflavona
reductasa) en la linea CA336.14.3.0.
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4) Existe una respuesta proteica diferencial entre ambas lineas de garbanzo que no se pudo
asociar al mantenimiento/pérdida de la resistencia (ej. catalasa, proteinas asociadas al
metabolismo, etc,..).

5) La expresion de la ascorbato peroxidasa estuvo asociada a la interaccion de ambos

patgenos en ambas lineas.

6) No se observo que la pérdida de resistencia esté ocasionada por algun efecto sistémico en la

planta provocado por el parasitismo del nematodo en la raiz.
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