UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES f(1,3)
GLUCANASA: PARTICIPACION EN LA RESPUESTA DE
DEFENSA VEGETAL Y EN LOS PROCESOS DE SENESCENCIA'Y
MUERTE CELULAR.

Patricia Obregén Calderén
Madrid, 1997



Trabajo realizado en la Unidad de Genética Molecular de Plantas del
C.N.B.-C.S.I.C., que Patricia Obregén Calderén, alumna de Tercer Ciclo
del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, presenta para
optar al grado de Doctor en Ciencias Biolégicas.

Madrid, Junio de 1997

Fdo. Patricia Obregén Calderdn

Conforme, la Directora de la Tesis VoBo E{ Tutor

M@ e,

Dra. C. Castresana Fernandez Dr. J. Perera Glez,



A Miguel Obregén, mi padre



AGRADECIMIENTOS

Esta trabajo ha sido realizado en el Centro de investigaciones
Biolégicas y en el Centro Nacional de Biotecnologia del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, quiero expresar mi agradecimiento por la
acogida recibida en ambos Centros.

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento a todas aquellas
personas, que de una forma u otra, han hecho posible la realizacién de esta
Tesis:

A la Dra. Carmen Castresana Fernandez, por la direccion de esta Tesis, por
haberme permitido trabajar en su laboratorio, por las valiosas ensefianzas
recibidas y por su constante dedicacién para mi formacién cientifica. Quiero
manifestarle mi gratitud y mas sincero aprecio por el 4nimo y apoyo
compartido en los momentos mas dificiles durante la realizacién de este
trabajo.

Al Dr. Julian Perera Gonzales, tutor de esta tesis, por su amabilidad e interés.
Al Dr. J. F. Rodriguez, no solo por su ayuda, para la realizacién de los
ensayos de secuenciacién, sino también por su gran calidad humana.

Al Dr. Emilio Rodriguez Cerezo por su amabilidad y su disposicién
incondicional a ayudarme.

Al Dr. Juan Antonio Garcia, sin cuya ayuda mi tesis hubiera sido en blanco y
negro.

A Tomds Cascoén, por su excelente ayuda técnica. Labor profesional, ,
incansable y ejemplar que compone el soporte de esta Tesis. A mi querido
amigo, que me alivié con su consuelo, para mantener vivos los recuerdos.
A Emi, por su gran ayuda técnica durante mi estancia en el C.LB y sus
amenas charlas.

A Angel e Inés cuyo excelente trabajo y dedicacién hicieron posible unas
magnificas fotografias.

A Ana, amiga y comparfiera desde los inicios solitarios en el CNB.

A juan Ignacio, por su amistad y los afios compartidos.

A Maite, extraordinaria profesional y a nuestras charlas cientificas sobre las
glucanasas.



A Raquel y Christian, por recordarme siempre que el tiempo no acaba con la
inocencia.

A Anabel y Guy, amigos en los momentos duros, por su incomparable
ayuda profesional y humana, que me ha permitido escribir esta Tesis.

A Elena Alonso, porque desde su forma de entender la vida supuso una
inestimable ayuda.

A Lissette, por su amistad y los buenos momentos compartidos .

A Pepe, que me descubrié los secretos del Ac. salicilico.

A Pedro, compafiero de “agobios predoctorales”, por su amistad y aliento.

A Joaquin Royo, por su labor didactica y su buen humor.

A la Dra. Isabel Garcia-Luque por sus consejos y a la Dra. Maria Teresa Serra
siempre abierta a ayudar.

Al Dr. Juan Pablo Albar, por su amistad, sus consejos y los desayunos
compartidos.

A Cristina Cordeiro y a su aire tropical.

A todos mis compaiieros durante este trabajo,Tomas, Juanjo, Carmen
Vaquero, Jumana, Jose Mari ............... por su amistad y colaboracién.

A mi madre e Ivan, por el constante animo y apoyo prestado, y por las horas
que les he robado para dedicarlas a la realizacion de esta tesis.

A mi padre, quien me ensefié que biologia es poder decir, ahora, que esté
donde esté, estd en mi.

A mi querido abuelo, que acompafié a mi padre, a pesar de la gran ilusién
que tenia por ver esta tesis y a mi abuela por ser mi sabia y excelente
consejera durante todo este trabajo.

A mi hermana, por su gran apoyo en los momentos mas dificiles de esta
tesis, a pesar de nececitarlo tanto como yo, y a Sigfredo por las largas charlas
telefénicas con su ....al final siempre te da tiempo.

A Javier, a quien jamés podré agradecer lo suficiente la ayuda y el apoyo que
me ha brindado a lo largo de esta Tesis y siempre.

A mi misma, por resistir y porque a estas alturas de la cuesta final, sigo
probando en cada renglén que esto merece la pena.



aa:
Ap:
aptdo:
ABA:
bp:
BrEt:
¢DNA:
Ci
Cm:
c.p.m.:
CTP:
dCTP:
DTT:
DNA:
DHSI:
d.p.i.:
p.a.f.
d.p.t.
EDTA:
ETE:

Geles IEF:

GUS:
h.p.i.
IPTG:
kb:
kDa:
Km:
mA:
MES:
MyM:
ng:
nm:
npt II:
nt:
PEG:
PIPES:
PMSF:
RNA:
r.p.m.:

ABREVIATURAS.

aminodcido(s)

ampicilina

apartado

dcido abcisico.

pares de bases

bromuro de etidio

DNA complementario

curio

cloranfenicol

cuentas por minuto
trifosfato de citidina
trifosfato de desoxicitidina
ditiotreitol

acido desoxiribonucleico
cepa bacteriana de E. coli.
dia(s) posteriore(s) a la inoculacion
plantas antes de florecer.
plantas después de florecer.
dcido etilen-diamino-tetra-acético
Etefdn.

Geles de isoelectroenfoque.
b-glucuronidasa

hora(s) posteriore(s) a la inoculacién
isopropil-tio-b-D-galactésido
kilobase

kilodalton

kanamicina

miliamperios
morfolin-etan-sulfonico
materiales y métodos
nanogramoq(s)

nanémetro(s)

neomicina fosfotransferasa
nucleoétido(s)
polietilenglicol

piperazina-N,N'-bis(acido 2-etanosulfonico)

fluoruro de fenilmetilsulfonilo
acido ribonucleico
revoluciones por minuto



SDS:

Sure:

Stp:

Sp:
SA:

Tris:

uUv:
JA:

dodecilsulfato de sodio.

cepa bacteriana de E. coli.
streptomocina.

spectinomicina.

icido salicilico,

tris (hidroximetil) aminometano
luz ultravioleta

acido jasmonico.



LINDICE.

I, INTRODUCCION. . ctiiiiriiicieri it resereesisrasssasasnssrnsaesssssnsaennssestassnsnns 1
I.1 INTERACCION HUESPED-PATOGENOQ......cccvtivsimvmmnrisisinnrenrisienesesmssassesssonsrenns 1
1.2 RESPUESTA DE DEFENSA.....ccoonisinimniistsis i s ssssesssssassssasasssssssessssssons 3
1.2.1 Respuesta ocal MMEdIAta. . ..u.uevreeeriinrieeniiisinerisrisssiesesssressssssssascssssrssessssonas 5
1.2.2 Respuesta de defensa 10Cal..uiiviievierivsiirersrneenisneenernrrnmreererrerrnmesessenereseannssnessesnsnns 7
1.2.3 Respuesta Sistémica adquirida......eeroveerreennrerrrrenrerseriieermersisearsereesssennenneeeesssaensees 9

1.3 ESTABLECIMIENTO DE LA RESPUESTA SISTEMICA ADQUIRIDA: Sefiales
131170] Lo 14 b LT U eSO OO PO OO RO T U U PP P RO PTPUOTOTROURPPIN 11

1.4 ESTABLECIMIENTO DE LA RESPUESTA SAR A TRAVES DE SENALES DE

TRANSDUCCION INDEPENDIENTES DEL ACIDO SALICILICO.......cccocovirveninecinnrinnns 13
I.5 FUNCION DELOS PRODUCTOS DE DEFENSA VEGETAL........cooovviiinimnernenesisnriannn, 15
L0 OBIETIVOS.....coooiiiircinriienres ot sisssssinassatsiaesnenee sasossssseesessss ssasassanastnasaessese 17

II. MATERIALES Y METODOS.

ILT ANTIBIOTICOS. ...ttt sar e e snbe e sn e sanne e e 19
I1.2 MEDIOS DE CULTIVO...iiiiiieiiiinecinrireeeeesree st eennesnssenessreas shs e ssnanensans 19
I3 MATERIAL BIOLOGICO ...ttt sttt sess s sesss s sr s s 20
I1.3.1 Huéspedes herbiceos experimentales. .. oo iriioivroireeinrriareerieirereieaereinnns 20
I1.3.2 Microorganismos experimentales........coocoovviimiiiiiiinni v e ren e 20
I1.3.2.1 Bacterias.......cccocevveerennn. OO 20
I1.3.2.2 Fagos ¥ PLASIIAOS. ...cvriiiiiiiriie st ere et s e e vescers e s ese e e s aras s erseeeseeseereneens 21
114 MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.......ccccconmrtenrennne v 22
I1.5 MANIPULACION DE LOS MICROORGANISMOS.......cooviiviieerevnnnniirr e snennens 22

[1.5.1 Obtencion de CElulas COMPEIEIMEES..cooiietiviiiiiirerieiisrrsesiesreernirerereereerrernsnneraeraens 22



11.5.2 Transformacién de células de E. COliiiirrcnreceiieeenseresneseents 22

11.5.3 Transformacién de células de A. tumefaciens...........oinnnan.. 23
[1.5.4 Inoculacion de PIANLAS........ooreviiiiennie i st e s s e an e 23
11.6 MANIPULACION DE PLANTAS ...ttt s 24
11.6.1 Esterilizacién y germinacitn de semillas.............oooooniinin.., 24
11.6.2 Transformacién de plantas de Nicotiana tabacum (SR1).............ocooiiinie 24
11.6.2.1 Transformacién de discos de hojas.........occoorimiiiininsniee e 24
11.7 PREPARACION DE ACIDOS NUCLEICOS......ccoirrieiirnncniieissenssianssnessnnssassnnanenns 25
I1.7.1 Preparacién de DNA de bacteridfagos.....oc.coivvireiririiiimoiininirmnieee s ienneeens 25
11.7.2 Purificacién de DNA de plaSmidoS...c.coevevirierereinncirninierrerrrin st snninans 26.
11.7.3 Preparacién de RNA total de Ia planta......coooiiiiiiii e 26
11.8 MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.........ciii i 27
I1.8.1 Determinacién espectrofotomeEIriCa. . ....coiiiiiiiniiiiiiiin i 27
11.8.2 Tratamiento enzimético de DNA.......oiii e, 27
I1.8.3 Técnicas electroforéticas y transferencia de dcidos nucleicos................ 27
11.8.4 Elucién de fragmentos de DNA. ..o e 28
11.8.5 Obtencidn de clones de DNA.. oo e e s et 28
11.8.6 Determinacién de la secuencia del DNA......oiiiiici e, 29
1.9 MARCAJE RADIACTIVO DE ACIDGS NUCLEICOS ... 29
I.9.1 Preparacién de sondas de DNA.....ocioen e errre s een v 29
11.9.2 Sintesis de RNA radiactivo por transcripcion "in viro™...............ceeeeen, 30
I1.10 ANALISIS DE PROTEINAS. ...ttt e see e 33
I1.10.1 Extraccién de las proteinas totales de hojas de plantas......... vt 33
11.10.2 Determinacién de la actividad de proteinas B(l,3)glucanasa................... 34

11.10.2.1 Método de Somogy y Nelson.....cocoiviiiiniiinnen, 34

11.10.2.2 Geles de TEE. ... et saser s e s rnassnne e 34

II.11 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-GLUCURONIDASA EN PLANTAS

TRANSGENICAS . ..ot e e e e aae s e 35



I1,11.2 Ensayos hiStOqQUIMICOS.....oiiiiiiiimiiiiiiniiiiiiis it 36

I1.12 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA........ccooeiviniiannnae 37

I1I. RESULTADOS.

I11.1. CARACTERIZACION DE LAS DISTINTAS ISOFORMAS DE B(1,3)GLUCANASA
EN PLANTAS DE Nicotiana Plumbaginifolia........c.ccoooeiiiiiimviiiniiininin e, 38
III.1.1 Aislamiento y caracterizaciéon de genes: Estudio comparativo de

las secuencias de las distintas isoformas y andlisis de la expresién de los

Fds LTS 1] T Lo X O U PP 38
I1I.1.2. Andlisis de la actividad de isoenzimas f(1,3)glucanasa en plantas

de Nicotiana plumbaginifoliGh...........ocovevuuiiiiimiiiiiii e ernnnan 42
[I1.2 ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DE EXPRESION CONFERIDAS POR

LOS PROMOTORES gnl Y gn3 AL GEN REPORTADOR B-GLUCURONIDASA

EN PLANTAS TRANSGENICAS DE TABACO ..ot 44
I11.2.1 Preparacién de la construccién quimera gn3/GUS/3°ocs y obtencién
de plantas tranSEETMICAS. i it et eierr ettt et e v e e bt s rr et s e e ee st et is s et ar st s e aeaabt s raneasebans 44
II1.3 CARACTERIZACION DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS TRANSFORMADAS CON
LAS CONSTRUCCIONES gnl/GUS Y gn3/GUS. ..o 47
II1.3.1 Anilisis en Plantas SANAS..ccciiiieiiiiireeesirirniaaierriertiarrrreriessemensorrieetasarrrercnsersnnes 47
111.3.2 Andlisis de la induccién de la expresién de los transgenes gnl//GUS

y gn3/GUS en respuesta a tratamientos bibticos y abiolicoS.......cccvrvvviiiviiniinnnn, 49
I11.3.3 Andlisis de la expresion de los transgenes gni/GUS y gn3/GUS en
ctapas iniciales del desarrollo de las plantas..........ccociiiiiieniiininicsni e eieen, 52
I11.3.4 Andlisis de la expresién de los transgenes gnl/GUS y gn3/GUS

durante la senescencia fOlIAr.........ocooiiiiiiiiiiii e 35
II1.3.5 Localizacién de la expresién dirigida por ¢! promotor gnl en

LEJIdOS SEIIESCENIES...uiiiiiriieriiiiie ittt e e r et e e et e bbb an e bbb s s e eas 58
II1.3.6 Analisis de la expresion de P(1,3)glucanasa durante la senescencia

VLA ottt e e r e ear et e e et e et e b r e e araneeraas 61



I11.3.7 Andlisis de la actividad dec isoenzimas B(1,3)glucanasa durante el proceso
de senescencia en plantas de N. plumbaginifoli@......c.ccoovveiiiveiiiiiiiiniiiiinn, 64

II1.4 ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA EXPRESION DE B(1,3)GLUCANASAS

POR TRATAMIENTOS ABIOTICOS......coiiiiireii e 66

111.4.1 Anailisis de la expresién dirigida por el promotorgn] en respuesia

al tratamiento con agua, Acido jasmoOnico y Acido abeiSiCO.......ooviviviiiniinninn, 67

IIT.4.2 Andlisis de la expresion de B(1,3)glucanasa en respuesta al (ratamiento
con agentes AbIOLICOS....ccioiiiiiir i e 70

TIL4.2.1 ESLES OSMOUICO.t i riiiiiieiittiiireriies st v srenre st s e sre et arnsesnr e s re s e st b e e e sreaten 70

I11.4.2.2 Estudio de la expresién de isoformas 4cidas y bésicas frente

a tratamient0s hOTMONALES........oovimiiiiiii e 72

II1.5 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA B(1,3)GLUCANASAS EN RESPUESTA A

LA INFECCION POR MICROORGANISMOS PATOGENOS.......c.ccoo e 74

III.5.1 Seleccién y caracterizacién de los sistemas huesped-patégeno

ESTUAIAGOS. oeeviiiie i e e s e et as 74

I11.5.2 Aniélisis de la expresidon del gen gnl durante ¢l establecimiento de

una interaccién del tipo incompatible en plantas de N.rabacum.........ooeveeveeenn., 77

IT1.5.3 Anidlisis de la expresién del gen gnl durante el establecimiento

de una interaccién compatible en plantas de N.2abacum......cccoiviviiniiiecriiinniiienns 81

I11.5.4 Andilisis de la respucsta de defensa en plantas Senescentes.................... 34

[I.5.5 Anailisis transcripcional de los isoformas B(1,3)glucanasa dcidos

y bésicos en respuesta a la infeccién por las bacterias P. s. pv. syringae

Y P S PV BADACT. oo ittt ettt ba st e e anete et terreee e 88

II1.5.6 Andlisis de la induccién sistémica de los genes de defensa vegetal....... 91

I1L.6 INDUCCION DE LA RESISTENCIA VEGETAL MEDIANTE ACTIVACION

DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE DEFENSA........ccoovviirerieeiineneresseereresaessense 95

ITI.6.1 Induccién de la proteccién por tratamientos con microorganismos
PALOZENOS ¥ NO PAIOZEIIOS..ieietieeeriitieerieireesrates e aresieesaesseraassnreaeteartraresessseseeernnnns 95

1I1.6.2 Estudio de la induccién de la proteccién por tratamientos abi6ticos......99



IV.

V.

VI.

DISCUSION .ottt e e rassen s ras s e sr e et e rarsans 104
CONCLUSIONES.............. Creerresrerasaatraiiraverashstenrr b e ast e rensen ey 113

BIBLIOGRAFTA.....co.oiiiiiiin i e Semmrsenas 114



INTRODUCCION



Introduccién

I. INTRODUCCION.
1.1 INTERACCION HUESPED-PATOGENO.

Las plantas constituyen el mayor y més importante grupo de
formas de vida autotréfica en la tierra. Su abundante material organico
sirve como fuente nutricional para el resto de los organismos
heterotréficos incluyendo animales, insectos, y microbios. A pesar del
largo nimero de hongos y bacterias implicadas en la deséomposicién de
la materia de plantas muertas, s6lo unos pocos de esos patdgenos
potenciales han adquirido la habilidad para colonizar plantas vivas
cambiando de su estado como organismos saprofitos a patégenos
biotréficos. Por otro lado, la mayoria de las plantas exhiben una
resistencia natural al ataque microbiano, lo que hace de la enfermedad
una excepcion. Esta es la denominada resistencia no huésped o
incompatible que es, por tanto, considerada como la consecuencia de la
inhabilidad por parte del patdégeno para reconocer e infectar a la planta
o la habilidad de una planta para activar rdpida y adecuadamente sus
mecanismos de defensa. Existe, por otro lado un nimero, aunque
relativamente bajo, de patégenos especializados capaces de parasitar o
invadir la planta huésped. Cuando esto ocurre se establece una
compatibilidad bdsica por dafio o debilitamiento de las plantas que
provoca en el huésped severos sintomas de enfermedad. Sin embargo, el
hecho de que cultivos resistentes y razas de patdgenos con una
virulencia alterada hayan coevolucionado, ha llevado al desarrollo y
establecimiento de combinaciones huésped-patdégeno en las cuales sélo
ciertos cultivos pueden ser colonizados por razas particulares del
patégeno, mientras otros conservan la resistencia. Es la denominada

l
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resistencia especifica de huésped y estd basada en el modelo propuesto
por Flor en 1946, segin el cudl la resistencia vegetal se establece a
través de la intervencién de los productos de expresidn de dos genes,
uno correpondiente al patdgeno, denominado gen de avirulencia, y otro
al huésped designado gen de resistencia. La interaccién directa o
indirecta de ambos productos génicos provoca el establecimiento de una
interaccién incompatible, mientras que la ausencia o mutacién de uno de
ellos, conlleva a la aparicién de la enfermedad vegetal.

Varios de los patosistemas que muestran este tipo de resistencia
genética, especifica de la interaccidn raza-cultivo, han sido ampliamente
estndiados y, en algunos casos, se han identificado los productos génicos
determinantes de la especificidad que desencadena el establecimiento de
un estado de resistencia (Keen, 1990; de Wit, 1992; Pryor y Ellis, 1993).
Estos estudios han permitido comprobar que trds el reconocimiento del
patdgeno, las plantas utilizan un largo arsenal de mecanismos de defensa
para su propia proteccién que, ademds, parecen ser similares a los que
intervienen en las interacciones de resistencia no huésped.

En los dltimos diez afios, numerosos genes avr procedentes de
diversos microorganismos han sido identificados y clonados (Keen, 1992;
Salmond, 1994). En algunos casos se ha determinado que poseen
actividad enzimitica y que actian sobre metabolitos especificos del
patdégeno que a su vez se convierten en moléculas inductoras (Keen,
1992). Sin embargo, a pesar del abundante nimero de genes avr
caracterizados se desconoce su forma de actvacion. Recientemente se ha
demostrado que los productos de expresion de los genes de avirulencia
AvrB y AvrBs3 son transportados desde la bacteria hasta el interior de
la célula vegetal donde interaccionan, directa o indirectamente, con el

producto del gen de resistencia correspondiente.
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Se han clonado, igualmente en los ultimos afios diversos genes de
resistencia vegetal de los que se conoce la funcién del gen de maiz Hml
cuyo producto de expresidn confiere resistencia frente al hongo patdgeno
Cochliobulus (Helminthosporium) carbonum (Johal y Brigss, 1992) El gen
Hml codifica un enzima con actividad reductasa capaz de inactivar la
toxina HC responsable del cardcter patogénico de dicho hongo. Se ha
podido determinar, ademds, la actividad quinasa del gen de tomate Pto.
que confiere resistencia frente a la bacteria Ralstonia solanacearum
(Martin y col., 1993). La funcién de los productos del resto de los genes R
identificados es atn desconocida. No obstante, los datos derivados de la
comparaciéon de la secuencia de aminodcidos determinadas sugieren que
podrian ser componentes de la ruta de transmision de sefiales que

conducen a la activacion de la reaccién de defensa vegetal.

1.2 RESPUESTA DE DEFENSA.

Los datos derivados del estudio de las interacciones planta-
patdgeno analizadas ponen de manifiesto que la resistencia vegetal,
frente a una infeccién, se induce de forma especifica en respuesta a
determinados patégenos, independientemente de que la planta sea su
huésped habitual o no. Esta especificidad contrasta, sin embargo, con la
respuesta vegetal que se desencadena durante la reaccién de resistencia
ya que, una vez recibida la sefial adecuada, la planta induce su sistema
completo de defensa que le permite combatir, temporalmente, la accién
de diferentes patdgenos.

La resistencia vegetal se establece mediante induccién de multiples
compuestos de defensa de funcion, en algunos casos, desconocida pero
cuya presencia en la planta contribuye, directa o indirectamente, a

evitar el desarrollo del patdgeno.
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La mayor parte de dichos compuestos aparecen como consecuencia
del aumento de los niveles de transcripcién de los genes
correspondientes, denominados genes de defensa vegetal, y su activacion
ocurre tanto a nivel local, alrededor de la zona de infeccién (respuesta
local), como en tejidos alejados de dicho drea (respuesta sistémica). La
respuesta local estd asociada a la aparicién de una reaccién hipersensible
en la que, con objeto con objeto de dificultar el desarrollo del patdgeno,
la planta provoca la muerte de las células vegetales que rodean los
puntos de infeccién dando lugar a la formacién de pequeilas lesiones
necroticas (Klement, Z., 1982). Los datos recientes derivados del estudio
de la reaccion hipersensible, en distintos sistemas huésped-patdgeno,
han puesto de manifiesto la complejidad de dicha respuesta que se
establece mediante la activacién de diversas rutas o cadenas de
transmision de sefiales, al menos, parcialmente independientes y la
disponilidad de las plantas mutantes en las que se inducen lesiones
hipersensibles espontineamente, en ausencia de patdégenos, ha permitido
demostrar que la induccién de esta respuesta vegetal es un proceso
activo controlado por miltipies genes de la planta., (Mehdy, 1994; Chen
y col., 1995; Tenhaken y col., 1996; Jabs y col., 1996; Dangl y col., 1996).

A diferencia de lo que ocurre en la respuesta local, la respuesta
sistémica no estd acompafiada de formacién de lesiones necréticas y
representa, por lo tanto, la situacién defensiva mds idénea ya que los
tejidos vegetales no presentan ningin dafio aparente y, sin embargo,
estin protegidos frente a posibles infecciones secundarias (Ryals y col.,
1996).

En base a los patrones de expresion temporal y espacial especificos
de cada uno de los procesos celulares que ocurren durante la activacién
de la reaccién de defensa vegetal se pueden distinguir tres niveles de

respuesta:
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A. Respuesta local inmediata
B. Respuesta de defensa local.
C. Respuesta sistémica adquirida.

Dichos niveles no constituyen procesos independientes y, ademds,
la manifestacién de su expresién puede variar de acuerdo al sistema
estudiado y a las condiciones experimentales examinadas. No obstante,

su distincién facilita la descripcidn y comprensién de este fendmeno.

I.2.1 Respuesta local inmediata.

Corresponde a la respuesta implicada en el reconocimiento y los
primeros sucesos de transduccién de sefiales que se establecen mediante
la activacién de productos preexistentes en la célula vegetal. Esta
respuesta constituye una primera linea de defensa frente al ingreso del
patégeno y contribuye, a su vez, a generar las sefiales o mensajeros
secundarios implicados en la activacion transcripcional de los genes de
defensa vegetal. El intenso estudio realizado en los dltimos afios acerca
de los procesos iniciales del reconocimiento planta-patégeno ha
permitido revelar importantes componentes sobre la percepcién vy
transduccién de seflales en la planta. Un paso importante ha sido el
aislamiento, purificacién y andlisis estructural de componentes
derivados de hongos y bacterias capaces de actuar como inductores.
Algunos de los compuestos identificados son de naturaleza proteica como
las proteinas harpin, caracterizadas en diversas bacterias fitopatdgenas,
y los inductores proteiniceos derivados de los hongos Phytophtora
megasperma y Cladosporium fulvum (revisibn Ebel y Cosio, 1994).
Igualmente se han caracterizado carbohidratos inductores, de al menos
parte de la respuesta de defensa vegetal, en diversos hongos patdgenos

y se ha identificado el heptaglucdsido B(1,3)glucano como la molécula
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implicada en dicha actividad inductora (Ebel y Cosio, 1994). En algunos
casos, se han determinado sitios de unién de alta afinidad, para varios de
los componentes inductores caracterizados, en la membrana plasmadtica
de la célula vegetal, en particular de soja, tomate y arroz aunque, por el
momento, las moleculas receptoras involucradas en dicha interaccién no
han sido identificadas (Basse y col.,, 1993; Shibuya y col.,, 1993;
Niirnberger y col., 1994).

La interaccién con los receptores celulares inicia la respuesta de defensa
vegetal que, como indicamos anteriormente, no requiere, la participacién
de productos obtenidos mediante activacion transcripcional. Asi, las
primeras respuestas asociadas a la interaccidén inductor-receptor son la
alteracion del flujo de iones a través de la membrana plasmaitica, la
fosforilacién o desfosforilacion de proteinas especificas de la célula y la
formacion de especies activas de oxigeno que tiene lugar en los primeros
2-5 minutos de respuesta y que se conoce Como Pproceso O estrés
oxidativo.

Este proceso ha sido ampliamente investigado recientemente y se
ha podido concluir su actuacién como primera linea de defensa
participando, al menos, a tres niveles diferentes
1. Debido a su efecto tOxico, las especies activas de oxigeno tendrian un
efecto antimicrobiano que podrfa, ademds, iniciar el proceso de muerte
celular caracteristico de la reacciéon hipersensible.

2. Actian como mensajeros secundarios activando la transcripcién de
genes especificos, probablemente, implicados en procesos de
detoxificacién y proteccion del dafio celular causado por dicho estrés
oxidativo en la zona de infeccién.

3. Contribuyen al fortalecimiento de la pared celular favoreciendo la

interaccién de protefnas de la pared.
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La mayor parte de los procesos descritos estdn asociados al
aumento de los niveles de i6n superéxido y de peréxido de hidrégeno

que ejercen, por tanto, un papel fundamental en la reaccién de defensa.

I.2.2 Respuesta de defensa local.

La mayoria de los procesos que constituyen la respuesta de
defensa local, se inician durante los primeros estadfos de la infeccién y,
por lo tanto, no pueden ser considerados como un proceso independiente
en si mismos. Sin embargo, a diferencia de los procesos descritos en el
apartado anterior, esta respuesta incluiria a aquellos procesos que
ocurren mas tarde en el tiempo y, que en su mayoria, se producen como
resultado de la activacidén transcripcional de numerosos genes de la
planta designados como genes de defensa vegetal.

Durante esta respuesta se produce la muerte de las células que
rodean la zona de infeccion originando la denominada reaccidn
hipersensible. Esta reaccién actia limitando la progresién del patégeno y
restringiendo la enfermedad vegetal a un pequefio foco de infeccidén. Se
ha propuesto que la muerte celular, caracteristica de la reaccidn
hipersensible, podria ser consecuencia del cambio en el flujo de iones
que se establece a través de la membrana plasmdtica dafiando su
integridad, y de la produccién de radicales y especies reactivos de
oxigeno tdxico para la célula.

Asociada a la aparicién de la reaccién hipersensible ocurren
diversos procesos bioquimicos que, en su mayoria, implican la sintesis de
nuevas proteinas como consecuencia directa de la activacidn
transcripcional de genes especificos de la planta, Entre los enzimas
identificados estdn aquellas que participan en la detoxificacién de
radicales y especies activas de oxigeno como las superéxido dismutasas,

7
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catalasas, ascorbato peroxidasas, glutation sintetasas etc. Ademds, se
encuentran los enzimas que participan en el metabolismo de los
fenilpropanoides, como la fenilalanina amonio-Liasa (PAL) y la 4-
cumarato -CoA ligasa (4CL), asi como los enzimas implicados en la
sintesis de fitoalexinas que constituyen metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana y para las que se ha demostrado su capacidad
para inhibir el crecimiento de diversos patdégenos en ensayos in vitro,
pudiendose comprobar, ademds, en algunos casos, que su expresién
constitutiva en plantas transgénicas, contribuye a reducir el dafio
provocado por una infeccién (Bowles, 1990; Dixon y Harrison, 1990; Cutt
y Klessig, 1992; Collinge y col., 1994)

Existe un tercer grupo de genes que codifica para proteinas con actividad
antimicrobiana. En algunos casos, como para los enzimas B(13)glucanasa
y quitinasa, se les ha podido asignar una actividad enzimitica concreta,
sin embargo, en la mayoria de los casos se desconoce su modo de accidn.
La expresién constitutiva, en plantas transgénicas, de algunos de dichos
genes ha permitido aumentar el nivel de resistencia de la planta frente a
la infeccidn por determinados patdgenos.

Se puede distinguir un cuarto grupo de proteinas para las que si se
ha encontrado una actividad enzimdtica pero a las que no se les asigna
una actividad antimicrobiana directa. Un ejemplo lo constituyen los
enzimas lipoxigenasas y peroxidasas implicadas en la sintesis de
metabolitos que participan como mensajeros intracelulares secundarios
y como metabolitos relacionados con la modificacién y fortalecimiento de
la pared celular. En relacién a este proceso se han caracterizado 2 grupos
de proteinas designadas en base a su composicién de aminodcidos, como
proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGP) y proteinas ricas en glicina

(GRP), a las que se les ha asignado una funcidén estructural relacionada
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con la modificacién de la pared de la célula vegetal que ocurre durante

la respuesta de defensa.

1.2.3 Respuesta sistémica adquirida.

Ademds de la respuesta de defensa local que se induce en la zona
de infeccién, existe, una segunda respuesta, denominada respuesta
sistémica o resistencia sistémica adquirida (SAR) que se induce en
tejidos alejados de este drea y que protege a la planta frente a
infecciones secundarias provocadas por distintos microorganismos. La
respuesta de defensa sistémica fue descrita, inicialmente, por Frank Ross
en 1961, cuando demostré que los sintomas producidos en plantas de
tabaco por el virus TMV, se amortiguaban, significativamente, cuando se
inoculaban en plantas que habfan sido sometidas a una infeccién
anterior., Esta resistencia era efectiva, no solo, frente a TMV, sino
también, frente a ofros virus y ciertas bacterias patdgenas,

A partir de esta fecha, el fendmeno descrito ha sido identificado en
diversas especies vegetales y el espectro de resistencia obtenido ha sido
ampliado, no sélo a virus y bacterias, sino a ofros microorganismos
patégenos (Kic, 1982).

El estudio bioquimico de Ila respuesta vegetal en el que se manifiesta la
respuesta sistémica permitié6 observar la presencia de abundantes
proteinas que habian sido, previamente, relacionadas con la respuesta de
defensa local (Van Lon y Antoniw, 1982). Posteriormente, se
identificaron distintos c-DNAs cuya expresién se induce en tejidos no
infectados de plantas inoculadas con diversos patégenos. Asi, usando el
sistema planta-patégeno constituido por tabaco-TMV, se describieron
nueve familias de genes designados colectivamente como “genes SAR”
cuya expresion en el tejido sistémico estaba temporalmente asociada a la
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manifestacion del fendémeno de resistencia sistémica adquirida (Ward vy
col.,, 1991).

De nuevo la caracterizacién de los genes identificados reveld su
participacién en la respuesta de defensa local, aunque la cinética de
inducciéon de dichos genes variaba en los dos tipos de respuesta
examinada. Se ha demostrado que aigunas de las proteinas acumuladas
en el tejido sistémico tienen actividad antimicrobiana in vitro y que,
ademds, su expresion constitutiva, en plantas transgénicas, permite
aumentar los niveles de resistencia de la planta frente a la infeccién por
diversos patdgenos (Broglie y col., 1991; Cohen y col., 1992; Alexander y
col., 1993). Ambos resultados suguieren que dichas proteinas juegan, por
tanto, un papel directo en el mantenimiento del estado de resistencia.
No todos los productos que participan en la respuesta local se inducen,
sin embargo, en el tejido sistémico.

En este sentido la diferencia mds notable entre ambas respuestas
consiste en que la respuesta sistémica nunca estd acompafiada de la
formacién de lesiones necréticas.

En relacion directa con este hecho, se ha demostrado que la
produccién de especies derivadas de oxigeno y en particular de perdxido
de hidrégeno en la hoja sistémica es pricticamente indetectable, y que ,
por lo tanto, en este sentido contribuye, de forma indirecta, a resaltar la
participacion del estrés oxidativo y del peréxido de hidrégeno, en la
formacién de lesiones hipersensibles que Ilimitan Ia infeccién del

patégeno.
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1.3 ESTABLECIMIENTO DE LA RESPUESTA SISTEMICA
ADQUIRIDA: Senales implicadas.

La activacién de la respuesta sistémica en tejidos alejados de la
zona de infeccién implica, necesariamente, la existencia de seflales
celulares que, produciendose en las células que participan en la
respuesta local, se transporten, probablemente a través del tejido
vascular, hasta otros tejidos de la planta para activar en ellos la
respuesta de defensa. Se han realizado numerosos trabajos dirigidos a
identificar una molécula sefial que se mueva a través de la planta
activando la resistencia, sin embargo, dicha molécula no ha sido
identificada hasta el momento. Se ha propuesta que el &dcido salicilico
podria ser la molécula implicada en la activacién de esta respuesta. La
concentracion de este compuesto aumenta en la hoja coincidiendo con la
induccidon de la respuesta de defensa local e igualmente, aumenta en el
tejido sistémico precediendo a la induccién de la expresion de los genes
de defensa vegetal (Enyedi y col.,, 1992; Malamy y col.,, 1990; Metraux y
col., 1990; Rasmussen y col., 1993).

Existen en la actualidad, numerosos datos que confirman la
participacion del 4cido salicilico en la activaciéon de la respuesta de
defensa vegetal tanto local como sistémica, sin embargo, las evidencias
son contradictorias en cuanto a su participacién como molécula sefial
sistémica, y de forma casi general se advierte que de hecho el 4cido
salicilico no actia como tal. Esta idea estd fundamentalmente basada en
dos trabajos; en el primero de ellos se analizé la interaccién entre la
planta de pepino y la bacteria P. s. pv. syringae y en él se demostré que
si trds su inoculacién con la bacteria se cortaba de la planta la hoja
infectada antes de que produjera el aumento en la concentracién de
dcido salicilico, se segufa observando respuesta sistémica, por lo que la
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molécula seiial tendrfa que haberse sintetizado y liberado al tejido
vascular antes de cortar la hoja y no podria ser el dcido salicilico.

En el segundo trabajo se analiza la induccién de la respuesta
sistémica en la planta transgénica de tabaco que sobreexpresan el gen de
la salicilato hidroxilasa (nahG) aislado de la bacteria Pseudomona putida
(Gaffrey y col.,, 1993). Este enzima cataliza la conversién del acido
salicilico (SA) a catecol, y por lo tanto reduce la concentracién de écido
salicilico activo.

Las plantas transgénicas NahG no acumulan dcido salicilico en
respuesta a una infeccién y no pueden desarrollar una respuesta
sistémica adquirida.

La realizacién de injertos entre plantas NahG y plantas control no
transformadas permiti6 demostrar que cuando se utilizan las plantas
NahG como portainjerto, se sigue induciendo respuesta sistémica en la
parte superior del injerto correspondiente a una planta control sin
transformar, atun a pesar de que el dcido salicilico producido en el
portainjerto se convierta en catecol, compuesto que no induce la
expresion de los genes de defensa vegetal.

El mecanismo de accién del SA como intermediario de la activacion
de la expresion génica es desconocido. El grupo de Klessig vy
colaboradores identificé una proteina a la que se une el SA, al igual que
otros compuestos andlogos a este, y que result¢ ser un enzima cuya
actividad catalitica correspondia a la de una catalasa. Los resultados
obtenidos por este grupo proponia que la interaccién con el A4cido
salicflico provocarfa la inactivacién del enzima originando un aumento en
la concentracién del peréxido de hidrégeno sobre el que actia,
normalmente, el enzima y que actuaria, a la vez, como mensajero
secundario en la induccién de la expresion de los genes SAR (Chen y col.,
1993).

12
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Existen, sin embargo, datos contradictorios que cuestionan la
hip6tesis propuesta por este grupo ya que el aumento en la
concentracién de peréxido de hidrégeno en la respuesta local es anterior
a la acumulaciéon de salicilico, y, ademds, en la respuesta sistémica se
produce un aumento del contenido en SA del tejido afectado, pero que
no estd acompafiado de un aumento significativo en peréxido de

hidrégeno (Bi y col.,, 1995; Nerenschwander y col., 19935).

1.4 ESTABLECIMIENTO DE LA RESPUESTA SAR A TRAVES DE
SENALES DE TRANSDUCCION INDEPENDIENTES DEL ACIDO
SALICILICO.

Segin se describid en el apartado anterior existen numerosas
evidencias que demuestran la participacién del d4cido salicilico como
sefial endégena implicada en la activacién de la respuesta de defensa
vegetal.

Ademds de este compuesto, la hormona etileno ha sido propuesta
como una de las sefiales involucradas en la activacidén de esta respuesta.
La implicacién del etileno se basa en que la produccién de esta hormona
aumenta en respuesta a la infeccion por un patdégeno (Ross y Williamson,
1957; Mauch y col., 1984; Boller, 1995) y en que la aplicacién exdgena de
etileno induce enzimas relacionadas con la defensa como son las
B(1,3)glucanasa y quitinasas (Boller y col., 1993; Mauch y Stachelim,
1989) y enzimas implicadas en la sintesis de fitoalexinas (Ecker y Davis,
1987). No obstante, es posible que la produccién de etileno sea un
sintoma mds que una sefial ya que la infeccién de una planta junto con
un inhibidor de la sintesis de etileno sigue produciendo la induccidén de
B(1,3)glucanasa y quitinasa (Boller y col., 1993). A favor de esta idea, los
resultados obtenidos por Lawton y col, 1995 indican que la produccién
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de etileno no es necesaria para la induccién de la respuesta sistémica
adquirida ya que es posible establecer una respuesta SAR en plantas
mutantes de Arabidopsis th. incapaz de responder al efecto del etileno.

La participacién del 4cido jasménico como sefial celular ha estado
relacionada fundamentalmente, con la respuesta de la planta frente al
dafio mecdnico. Al igual que en la respuesta de defensa frente a la
infeccién por microorganismos patdgenos, la respuesta frente al dafio
mecdnico, se produce tanto a nivel local como sistémico y se establece
mediante activacién transcripcional de multiples genes de la planta.

En los dltimos afios se ha podido demostrar, ademds, Ia
participacién del 4cido jasmoénico, en la respuesta de defensa vegetal.
Asi, la concentracién de d4cido jasménico aumenta en hojas inoculadas
con distintos patdégenos e, igualmente, se ha comprobado que el
tratamiento de cultivos celulares, con moléculas de naturaleza fungica,
inductores de los genes de defensa de la planta, induce la biosintesis del
dcido jasmonico.

La aplicacién exégena de 4cido jasmoénico cauwsa la induccién de
diferentes proteinas relacionadas con la defensa de las plantas, tales
como tioninas (Anderson y col,, 1992; Epple y col, 1995), enzimas
implicados en la sintesis de fitoalexinas (Gundlanch y col., 1992; Muller y
col.,, 1993) y defensinas (Brockaert y col., 1995). En este dltimo caso se
ha podido demostrar que la induccién del gen pDEF1.2 que codifica para
una defensina de Arabidopsis, se induce, local y sistemicamente en
respuesta a la infeccidn con el hongo patdégeno Alternaria brassicola y
que dicha induccién no estd mediada por el 4cido salicilico o por sefiales
de transduccién componentes de la ruta de respuesta del salicilico, sino
que requiere componentes funcionales de las rutas de respuesta en las
que participan el 4acido jasmoénico y el etileno. Finalmente, el hecho de

que la expresién constitutiva de defensinas o tioninas en plantas
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transgénicas, ambas inducibles por d4cido jasménico, provogue una
disminucién significativa de la suceptibilidad a la infeccién por diversos
patégenos (Teheras y col., 1995) (Carmona y col.,, 1992) permite
establecer una clara correlaciéon entre la respuesta de defensa vegetal y

el 4cido jasmdnico.

I.5 FUNCION DE LOS PRODUCTOS DE DEFENSA VEGETAL.

En base a los datos expuestos, es posible concluir que la respuesta
de defensa vegetal es un proceso complejo que afecta a muiiltiples genes
de la planta alterando su expresidon. La identificacion de nuevos genes
progresa, ademds, a medida que se desarrollan técnicas mds sensibles de
analisis y se identifican plantas mutantes alteradas en su expresion, por
lo que el ndimero de genes implicados en la respuesta de defensa ha
aumentado significativamente en los ultimos afios.

Es sin embargo mds complejo determinar la funcién que los
productos de defensa vegetal realizan durante el proceso de infeccion.

Esta complejidad se debe a las caracteristicas intrinsecas del
proceso de defensa que por un lado es redundante, tanto en cuanto al
nimero de genes que participan en la proteccién, como en cuanto al
hecho de que en muchos casos los genes indentificados forman parte de
familias multigénicas. Existe, ademds, una segunda complicacién
derivada del hecho de que muchos de los productos caracterizados
participan en otros procesos del desarrollo celular y se inducen en
tejidos especificos de la planta sin ninguna relacién aparente con un
proceso infectivo. Un ejemplo significativo de esta situacién lo
representa la familia de enzimas [((1,3)glucanasa, objeto de este trabajo,

para las que se ha determinado su actividad anti fungica in vitro (Keen y
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Yoshikawa, 1983), pero para las que no se ha determinado su funci6n in
vive en relacién con la reaccién de defensa vegetal.

Los enzimas B(I,3)glucanasa se han identificado en numerosas
especies vegetales, pero ha sido en tabaco en donde se han examinado
en mds detalle. Estdn codificados por una familia multigénica que
codifican distintos isoenzimas que se localizan en compartimentos
celulares como vacuolas apopldsto y pared celular (Van den Bulcke y
col., 1989: de Carvalho y col., 1992; Kombrink y col.,, 1983).
Independientemente, de su localizacién celular, los enzimas vacuolares,
generalmente bdsicos, y los extracelulares, 4cidos en su mayoria, se
inducen en respuesta a la infeccién por microorganismos patégenos,
aunque por el momento se desconoce si las isoformas que ocupan
distintos compartimentos celulares realizan la misma funcién o si existe
alguna diferencia significativa entre ellos. Los enzimas B(1,3)glucanasa
se inducen en la planta en respuesta a la infeccidén por hongos patégenos,
pero también se inducen en respuesta a otro tipo de patdgenos que no
contienen PB(1,3)glucanasa en su superficie como son las bacterias y los
virus. Igualmente, los enzimas B(1,3)glucanasa se inducen en respuesta a
otros tipos de estrés como un dafic mecdnico, altas temperaturas, ozono,
reguladores del crecimiento etc. (Cutt y Klessig, 1992; Schroudner y col,,
1992)

Estas observaciones han sugerido que las B(1,3)glucanasa podrian
tener otra funcién o funciones en la reaccién de defensa diferente a su
potencial actividad antifiingica.

Se ha propuesto que, ademds de su participacién en la respuesta de
la planta frente a una infeccién, los enzimas P(1,3)glucanasa pueden
intervenir en otros procesos del desarrollo vegetal. Esta funcién se

propone en base a que se han detectado isoenzimas [((1,3)glucanasa en
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tejidos especificos de plantas sanas como son raices, estilo, anteras y
semillas, en donde participaran en procesos intrinsecos a estos tejidos

(Neale y col., 1990; Castresana 1990). En concreto se ha comprobado que
el isoenzima identificado en las anteras, designado callasa, estd implicado

en el proceso de maduracién del polen (Worral y col.,, 1992).

I.6 OBJETIVOS.

El objetivo de este trabajo consiste en profundizar en el estudio de
la interaccién huéped-patégeno y examinar la participacién de los genes
de defensa vegetal, en concreto, de la familia de genes que codifican los
enzimas hidroiiticos B(1,3)glucanasa, en la proteccién de la planta frente
a la infeccién por microorganismos patogenos.

Para ello, seleccionamos como plantas huésped las especies
vegetales Nicotiana plumbaginifolia y Nicotiana tabacum, en las que
estudiamos la presencia de los enzimas mencionados tanto en plantas
sanas en distintas etapas de desarrollo, como en plantas sometidas a
distintos tratamientos relacionados con la reacciéon de defensa vegetal.
Igualmente, examinamos la respuesta de la planta frente a la infecci6n
con las bacterias Pseudomonas syringae pv. syringae y Pseudomona
syringae pv. tabaci que establecen wuna interaccién incompatible vy
compatible respectivamente, al infectar plantas de tabaco.

En todos los casos examinados se analizé, ademds, la participacién
de otros genes de defensa vegetal, descritos como marcadores especificos
de los distintos procesos celulares caracterizados en la respuesta de
defensa vegetal.

Finalmente, el desarrollo de nuestro estudio nos ha conducido

a examinar la participaciéon de los enzimas B(1,3)glucanasa en diversos
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procesos del desarrollo vegetal relacionados con el proceso de

senescencia y muerte celular,
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II. MATERIALES Y METODOS.

II.1 ANTIBIOTICOS.
Los antibiéticos ampicilina, kanamicina, streptomicina,
spectinomicina y cefotaxima fueron disueltos en agua, a diferencia de la
rifampicina que fue disuelta en DMSO, y filtrados para su esterilizacidn.

Su conservacion se realizé a -20°C.

I1.2 MEDIOS DE CULTIVO.

_Medio Luria-Bertani o LB:1% de bacto tripona, 0.5% de extracto bacto
levadura, 1% de NaCl; Ajustar el pH a 7 con NaOH.,

_Medio King’s B: 2% de Proteosa peptona 3,2% glicerol87%. Autoclavar y
afiadir K2HPO4 6.5 Mm, SO4Mg.7H20 6 mM estériles.

_Medio SOB: 2% de Triptona, 0.5% de extracto de levadura, 0.05% de
CINa, Kcl 250mM pH 7.

_Medio SOC: Medio SOB con glucosa 20 mM.

_Medio NZ: 0, 5% de extracto de levadura, 1% de casaminoicidos, 0,5% de
CINa, 0.2% de MgS04.7H2G. Ajustar el pH a 7.5 con NaOH.

_Top agarosa: Medio NZ con 0.7% de agarosa.

_Medio MS: 0.2% de mezcla de sales para plantas MS, 1% de sacarosa,
vitaminas B5 (Myoinositol 5%, 4cido nicotinico y piridoxina-HCl 0,01%,

Timina-HCl 0,1%), Ajustar pH a 5.6 con KOH. Autoclavar.
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11.3 MATERIAL BIOLOGICO.

11.3.1 Huéspedes herbaceos experimentales.

Para la transformacién genética de los genes quiméricos con la
regién promotora de B(l,3)-glucanasas y la regién codificadora del gen
bacteriano p-glucuronidasa se empled Nicotiana tabacum. En los ensayos
de infectividad como huésped de lesiones locales y para la propagacidn
de la infeccion bacteriana se empled Nicotiana tabacum, ademds de
Nicotiana plumbaginifolia.

Las semillas de las plantas no transformadas se germinaron en
tierra esteril con diferentes grados de descomposicién de distintas
turberas (Subtrat Typl,BRILL).

Las semillas de las plantas transgénicas se germinaron in vitro en
medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con 1% de sacarosa y 100 mg/ml
de kanamicina.Las plantulas se transfirieron a tierra al alcanzar un
tamafio de apréximadamente 2-3 ¢m y se mantuvieron en invernadero
con humedad relativa del 70% y un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas

de obscuridad.

I1.3.2 Microorganismos experimentales.

I1.3.2.1 Bacterias.

Las cepas Dh3a y Sure de Escherichia coli se han empleado para la
propagacién y purificacién de pldsmidos.

La estirpe K803 se empleé para la infeccién con derivados del
bacteriéfago A.

La cepa C58Cl.de Agrobacterium tumefaciens se empled para la
transformacion de las plantas.
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tres cepas diferentes fueron empleadas para la infeccién de plantas de N.
tabacum:

_Pseudomonas syringae pv. syringae 5085, que establecen una
interaccién del tipo incompatible en ambos huéspedes herbéceos.
_Pseudomonas syringae pv. tabaci 5393, empleada para el
establecimiento de wuna interaccién del tipo compatible en ambos
huéspedes herbaceos.

_Erwinia amylovora 6089 como inductor de la respuesta hipersensible.
_Erwinia amylovora PMV 6023 (mutante hrp que no induce la reaccién

hipersensible)

I11.3.2.2 Fagos y Plasmidos.

El fago Charon 35 fue utilizado para la construccién de la genoteca
gendémica de N. plumbaginifolia. Su genotipo es mostrado a continuacién:
IsbhIl1? lac5 srl lacZ srll3 DwL113 KH54 ninS5 shndlIll6® srll5e,

Los plasmidos PT3T7, PUCL9 y pBluescript fueron utilizados para el
clonaje y mantenimiento de los fragmentos de DNA.

El plismido pGUS1 se utilizé como vector para la preparacién de
construcciones de transformacién de planta.

Como vector de expresién en plantas se utilizé el plasmido pGSV4.
Empleamos los pliasmidos PT3T7 y pBluescript que contienen los
promotores de la RNA polymerasa de los fagos T3 y T7 para clonar las

secuencias utilizadas para transcribir in vitro.
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11.4 MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.

Escherichia coli se cultivé a 37°C en medio LB. Para cultivos en medio
sélido, agar 15g/l.

Los cultivos de A. tumefaciens 'y las cepas bacterianas infectivas se
realizaron a 28°C en medio LB y en medio King’s B respectivamente.
Para conservar las cepas originales y los transformantes de Escherichia
coli 0 A. tumefaciens asi como las bacterias patdgenas durante periodos
cortos de tiempo se mantuvieron a 4°C en una placa de medio sélido con
el antibiético apropiado.La conservacion por largos periodos de tiempo
se realizé resuspendiendo las células en una solucién de glicerol al 15% vy

manteniendolos a -70°C.

I1.5 MANIPULACION DE LOS MICROORGANISMOS.

I1.5.1 Obtencién de células competentes.

La obtencion de cé€lulas competentes DH5a y SURE de E. coli se

realizé6 por tratamiento con CaCl2 siguiendo el método descrito en

Maniatis,

I1.5.2 Transformacién de células de E. coli.

Para la transfeccion con DNA de derivados del bacteriéfago 1
y para transformaciones con DNA de plismidos que no requerian alta
eficiencia, se emplearon células competentes de E. coli, DH5a o Sure,
preparadas por el método citado anteriormente. Para transformaciones
de alta eficiencia, sobre todo cuando se empleaban fragmentos ligados in

vitro, el DNA se introdujo en células de E.coli DHS5a por electroporacién,
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siguiendo los protocolos descritos en el manual de instrucciones del

aparato Electro cell manipulator 600 de BTX.

11.5.3 Transformacion de células de A. tumefaciens.

Los plismidos que portaban el T-DNA (DNA transformante) que se
pretendia transferir a la planta se purificaron a partir de las células de E.
coli (DHS5a) en las que se habian multiplicado, y se introdujeron en
células de A. tumefaciens competentes, siguiendo el método descrito por
Hofgen y Willmitzer, 1988, que portaban el plismido auxiliar que
sumunistra las funciones vir. Tras 5 minutos en hielo, 5 minutos en N2
liquido y 5 minutos a 37°C se incubaron las células de A. tumefaciens
potencialmente transformadas a 28 2C durante una hora para
posteriormente ser plaqueadas en medio LB con rifampicina,
spectinomicina y streptomicina como antibiéticos de seleccién. Las placas
deben ser incubadas durante dos dias a 28 °?C para permitir el
crecimiento de las colonias resistentes cuya transformacién se wverificd

mediante minipreparacién de plasmido.

IL.5.4 Inoculacién de plantas.

ILa inoculacién de las plantas N.plumbaginifolia y de plantas
transgénicas N. rabacum se realizé de forma mecdnica, por inyeccidn,
utilizando jeringuillas de 1ml y agujas 30G1/2 0,3 x13 estériles de
Becton Dikinson. Como fuente de indculo se utilizaron las cepas
bacterianas infectivas, detalladas en el apartado de microorganismos

experimentales
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Las inoculaciones fueron preparadas en agua destilada estéril a la
dilucién microbiana adecuada a partir de cultivos crecidos a 28°C,

durante toda la noche, de placas frescas con las cepas seleccionadas.

1.6 MANIPULACION DE PLANTAS.

11.6.1 Esterilizacién y germinacién de semillas.

Las semillas procedentes de plantas transgénicas se esterilizaron
durante 20 minutos en lejia comercial diluida al 10% seguido de 4
lavados con agua destilada estéril. Posteriormente estas semillas se
sembraron en placas de medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con 50

mg/ml de kanamicina como antibiético de seleccidn.

I1.6.2 Transformaciéon de plantas de Nicotiana tabacum (SR1).

11.6.2.1 Trasformaciéon de discos de hoja.

El protocolo de transformacién de discos de hojas, estd basado en el
descrito por Horsch y col. (1985) con algunas pequefias modificaciones,
El tejido mas facil de utilizar es el que procede de plantas crecidas in
vitro debido a la innecesaria esterilizacién. Sin embargo, las plantas
crecidas en el invernadero pueden tener una frecuencia de
transformacién mds alta. Por esta razén, se recolectaron hojas sanas, sin
dafios, de plantas jovenes crecidas en el invernadero y se esterilizaron
en una soluciéon de lejia comercial al 10% durante 10-15 minutos con
agitacion suave, lavandose a continuacion 4 veces con agua esteril.

Se cortaron discos de hojas, utilizando un taladrador para papel,
con el fin de producir heridas en los bordes, y se incubaron durante 60
minutos en 15 ml de un cultivo de A.tumafaciens preparado a partir de
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la cepa transformada con el plismido de interés. A continuacién, los
discos se secaron ligeramente para eliminar el exceso de liquido y se
colocaron con el haz hacia abajo en medio MS teniendo 1lmg/ml de BAP,
0.1 mg/ml de NAA y 2% de sacarosa, solidificado con agar al 0.6% (medio
de regeneracién). Se incubaron, los discos, durante 2-3 dias y
posteriormente tras limpiar ligeramente los explante sobre papal estéril,
se transfirieron a placas con medio de regeneracién en presencia
de100mg/m! de kanamicina y 250 mg/ml de cefotaxima y se incubaron
a 25°C transfiriéndose a medio de seleccion fresco cada dos semanas.

Al cabo de 2-4 semanas empiezan a aparecer brotes qgue una vez
alcanzado un tamafio apropiado, 0.5-1 cm, los brotes eran excindidos vy
transferidos a medio MS con 2% de sacarosa pero sin hormonas para
permitir la formacién de raices (medio de enraizamiento). Segin fueron
enraizando las pldntulas, se transfirieron a tiestos con tierra estéril
tapados con plastico durante unos dias.

Finalmente y tras este periodo de aclimatacién, las plantas

crecieron en invernadero hasta su utilizacid.

I11.7 PREPARACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

I1.7.1 Preparaciéon de DNA de bacteriéfagos.

Utilizando una libreria gendémica de N.plumbaginifolia se procedid
al aislamiento de fagos de interés, segin protocolo descrito en Maniatis,
infectando células K803 de E. coli. Como sondas se utilizé el cion
correspondiente a una PB(1,3)-glucanasa édcida de N. tabacum de 0.6kb
denominada 163 ( cedida por el Prf. J.Bol, Universidad Leiden, Holanda),

un cDNA correspondiente a una glucanasa acida de N. plumbaginifolia,
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aislado y clonado en el pldsmido pUCI8 en nuestro laboratorio, y el clon
denominado CI-125 correspondiente a la PR-2 4cida de tabaco.

La técnica de hibridacién de placas in situ se llevé a cabo segin el
protocolo habitual descrito en el Maniatis y se plaquearon 180.000
bacteriéfagos apréximadamente.

La minipreparacién y purificacién a gran escala de DNA de los
fagos seleccionados se realizé también con la cepa bacteriana K803
infectada con dichos fagos basandonos en los protocolos descritos en

Maniatis.

I1.7.2 Purificacion de DNA de plasmidos.

Para la purificacion de DNA de plismidos a partir de cultivos
bacterianos utilizamos el kit de la casa comercial QUIAGEN, *“Plasmid
Midi Kit". Para preparaciones a pequefia escala, "miniprep”, se siguié el

método de la lisis alcalina (Sambrook y col. 1989).

I1.7.3 Preparacion de RNA total de la planta.

La preparacion de RNA total de plantas se realizé siguiendo el
protocolo (Jonathan Jones, 1985) en el que se utiliza LiAc, para la
eliminacién de DNA y RNA de bajo peso molecular. Ademds fue utilizado
el método descrito por Logemann y col.(1987). Tras la extraccién del
RNA se determindé su concentracién (260nm) y se alicuoté para su

conservacion en agua esteril, tratada con DEPC, a -80°C.
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1.8 MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

11.8.1 Determinacién espectrofotométrica.

Las concentraciones de los dcidos nucleicos se calcularon tras la
determinacién del espectro de absorcién utilizdndose valores de E260,
0.1%=25 para RNA monocatenario (Kaper y Geelen, 1971) y E260
0.1%=21 para DNA (Billeter col. 1966).

11.8.2 Tratamiento enzimatico del DNA.

La manipulacion enzimdtica del DNA con enzimas de restriccién u
otros enzimas modificadoras se hizo atendiendo a las especificaciones del
proveedor del enzima y segdn protocolos ya establecidos (Sambrook vy

col., 1989).

I1.8.3 Técnicas electroforéticas y transferencia de A4cidos

nucleicos.

La resolucién de fragmentos de DNA mediante la técnica de
electroforesis fue realizada en geles horizontales de 0.8%-1% de agarosa
cuando el tamafio de los fragmentos era superior a 500 pb, y en geles
verticales de poliacrilamida al 6%-9% para fragmentos de DNA de menor
a lkb, empleando como tampon de electroforesis 0.5 x TBE. Terminada la
electroforesis el DNA se visualizaba bajo luz UV mediante tincién con
BrEt (Sambrook y col.,1989). La deteccién de fragmentos especificos de
DNA por hibridaciones tipo Southern se realizé mediante la transferencia

a membranas de nylon Hybond-N, Amersham.
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El RNA se separ6 mediante electroforesis en geles horizontales de
agarosa al 1.5% en presencia de formaldehido/formamida después de ser
calentado a 55°C (Sambrook y col. 1989) y empleando como tampon 1 x
MOPS. Se transfirié por capilaridad (Ausubel y col. 1987) también a
membranas de nylon Hybon-N (Amersham), siguiendo las instrucciones
de la firma comercial.

Finalmente los dcidos nucleicos se fijaron a la membrana por

exposicién bajo luz UV durante 5 minutos.

[1.8.4 Eluciéon de fragmentos de DNA,

Los fragmentos de DNA eran cortados una vez identificados de
geles de agarosa, para su posterior eluciéon a través de filtros de 0.22
mm tipo GVWP (Millipore) y tampén de elucién (0.5 M Tris 7.5 y 0.1%
SDS) segin el método de Zhy y col., 1985.

I1.8.5 Obtencion de clones de DNA.

Después del aislamiento de los fagos seleccionados a partir de la
libreria gendmica de N. plumbaginifolia, y del anilisis de restriccién e
identificacién de los fragmentos de DNA de interés, se procedié a la
obtencién de clones de dichos fragmentos insertdndolos en vectores
pT3T7 y pBluescript para la determinaciéon de las secuencias. El vector
pT3T7 fue utilizado para el clonaje del fragmento de 4 kb que incluye el
gen de una f3(1,3)-glucanasa dcida (gnJ), mientras que el fragmento de
3.5 KB correspondiente al segundo gen &4cido (gn4) se insertd en el vector
pBluescript, stendo digeridos ambos vectores con el enzima de

restriccion Eco RI. Dicho enzima fue seleccionado también para Ila
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liberacién de los fragmentos, mencionados, contenidos en los fagos
seleccionados.

A partir de estos clones, se realizaron, utilizando los vectores
descritos, los subclones adecuados para favorecer su caracterizacién y

secuenciacion.
I11.6 Determinaciéon de la secuencia del DNA.

Realizamos la secuenciacién del DNA sobre moldes de doble cadena
de pldsmidos recombinantes de pT3T7, pUCIY y pBluescript utilizando el
método de terminacién de cadena de DNA ( Sanger y col, 1977) con
reactivos adquiridos de la casa comercial Pharmacia e incluyendo en la
reaccién el nucleétidlo dCTP marcado radiactivamente con 328§ |
(Amersham). Los cebadores universales de pT3T7 en el sentido directo e
inverso asi como los primers T3 y T7 fueron adquiridos de la firma
comercial Promega y utilizados a una concentracién de 10ng/ml.

Igualmente se procedié a utilizar diversos oligonucleétidos para
completar y. confirmar las secuencias de interés. Las reacciones se
resolvieron en geles verticales del 5% 6 7% de poliacrilamida, urea 8 M.

Una vez terminada la electroforesis los geles se transfirieron a
papel Whatman 3MM vy se secaron a vacio. El resultado de la reaccién se

registré en peliculas de autorradiografia Kodak X-OMAT S.
I1.9 MARCAJE RADIACTIVO DE ACIDOS NUCLEICOS.
I1.9.1 Preparacion de sondas de DNA.
Las sondas de DNA radiactivo empleadas en los ensayos de

Southern se sintetizaron utilizando el kit para el marcaje de DNA por el
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método de "Ramdom Primer" signiendo las recomendaciones de la casa
comercial (Boehringer Mannheim) y utilizando [a—32P] CTP. Los
nucledtidos no incorporados se separaron con el pasé de la mezcla de
reaccién por una columna con resina Sephadex G-50 en el tampén TE.
Finalmente se calenté la sonda a 95°C antes de aiadir a la mezcla de
hibridacién para conseguir su desnaturalizacién. La temperatura en el
periodo de prehibridacion e hibridacién fue de 65°C y los lavados de los
filtros, una vez finalizada la hibridacion, se hicieron con una solucién de
2x SSC dos veces de 15 minutos cada una, y una solucién de 2x SSC con

SDS al 0.1% 30 minutos, también, a 65°C.
I11.9.2 Sintesis de RNA radiactivo por transcripcién in vitro.

Las sondas de RNA radiactivo utilizadas en los ensayos tipo
Northern se sintetizaron por transcripcién in vitro en presencia de [ a-
32pP] CTP usando el kit de transcripcién de RNA de Ia firma Stratagene y
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Los pliasmidos
recombinantes seleccionados para el marcaje radiactivo se detallan a
continuacién:

El plasmido pT3T7 contiene las secuencias promotoras de
transcripcion T3 y T7 separadas por un sitio de clonaje miltiple
derivado del pUC19. En un sitio Hind III fue clonado un fragmento de
0.6 Kb correspondiente a la zona codificadora de la glucanasa dcida gnJ,
por lo que se seleccioné para el andlisis de la expresién de dicho gen.
Este fragmento fue, posteriormente, aislado por digestién con el enzima
de restriccion Hind III. Una vez digerido el pT3T7 recombinante con el
enzima BstE Il se procedié a la transcripcién de dicho fragmento

utilizando la T3 RNA polimerasas.
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El plasmido pBluescript, al igual que el pT3T7 posee un sitio de
policlonaje flanqueado por las regiones promotoras T3 y T7. Un
fragmento de 0.9 kb que contiene parte de la regién cedificadora del gen
gnd fue subclonado en un sitio Eco RI de dicho vector. El fragmento fue
aislado después de la digestién del clon completo del gen con el mismo
enzima. El plismido recombinante fue digerido con el enzima de

restriccién Xba [ y transcrito con la T7 RNA polimerasa.

El plismido pGN2 es un derivado del pGEM2 que contiene un
fragmento del c-DNA correspondiente a la region codificadora del gen
bisico de glucanasa gn/ (Castresana y col., 1990). Este fragmento fue
digerido con SStl y Pstl aislado y posteriormente clonado en dicho
vector, tratado con los mismos enzimas de restriccion. ElI pGN2 contiene
las secuencias promotoras Sp6 y T7. Una vez digerido con el enzima Eco
RI se utilizé6 la T7 RNA polimerasa para la transcripcién y el posterior

anilisis de la expresién del gen citado.

El pT3T7 fue digerido con ¢l enzima de restriccion Hind II donde
fue clonado un fragmento de DNA de aproximadamente 1Kb procedente
del gen glucanasa bésico, designado gn2. La sonda de hibridacién
utilizada para determinar la expresion del gen glucanasa bdsico gn2 se
preparé6 mediante clonaje, en el sitio HindIl del vector pT3T7, de un
fragmento Ahalll de aproximadamente 1 Kb, procedente de dicho gen
(gn2). Este fragmento contiene la regién codificadora correspondiente al
segundo exén y mas de 100 nucledtidos de la secuencia del intrén. El
plasmido obtenido se denomindé pGN6 y fue tratado con el enzima Eco RI
para la posterior transcripciéon con la T3 RNA polimerasa.

Los clones utilizados para preparar las sondas de hibridacién
correspondientes a los genes PR-1 y PR-2 fueron cedidas por ¢l Dr. J.
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Ryals y en ambos casos representan los c-DNAs completos y clonados
respectivamente en el vector pbluescript.

El clon correspondiente al gen Pinll de tabaco se prepard
utilizando un fragmento de DNA obtenido mediante digestién con los
enzimas de restriccion Ndel y Nsil del correspondiente c-DNA. Los
extremos de dicho fragmento de, aproximadamente 400 pb, se
rellenaron con Klenow, y el fragmento aislado de un gel de agarosa se
inserté en el sitio Eco RI del vector pBluescirpt.El plismido obtenido se
originé con el enzima para su posterior transcripcién con la T7 DNA
polimerasa.

la fijacion del RNA a las membranas se realizé por exposicién al
crosslinker ultravioleta durante 2 minutos, Los filtros fueron
prehibridados durante dos horas como minimo en una solucién que
contenia 5x SSC, 50% de formamida, 5x Denhart’s, 0.5% SDS y DNA
de esperma de salmén 20 mg/ml.

Las condiciones de temperatura durante la prehibridacién asi como
en la hibridacidn variaron dependiendo de la sonda y del RNA utilizado.
Los fragmentos enddgenos para la planta portadora del RNA a analizar
fueron hibridados a 682C, gnl, gn2 y CH2 de N. plumbaginifolia, mientras
los genes ajenos,aislados de tabaco como PR-1, PR-2 eran hibridados a
652C. El mismo criterio se siguié cuando se utilizaban RNAs extraidos de
N. tabaco. Para el gen gnl y CH2 se establecié una temperatura de 65°C
y para PR-1 y PR-2 68°C. Cuando era el gen gn2 utilizado, la hibridacién
se hizo a 682C debido a su alta homologia de secuencia (95%) con
isoformas intracelulares de N.tabaco.

El gen de inhibidor de proteasas de tabaco Pin II fue analizado
utilizando unas condiciones de temperatura de 68°C, para el RNA de
ambos huéspedes herbdceos, debido a la aparicién frecuente de
hibridaciones inespecificas
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Los lavados se hicieron primero con una solucién que contenia 5x
SSC y 0.1 % de SDS en dos periodos de tiempo de 15 minutos cada uno,
Un segundo lavado era hecho con una solucidén de 2x SSC y 0.1% de SDS
una vez durante 30 minutos. Cuando fue necesario se utilizaron
condiciones de mayor astringencia bajando la concentracion hasta el
1x SSC. Las condiciones de temperatura en los lavados eran las mismas

que las utilizadas durante la hibridacion.

I1.10 ANALISIS DE PROTEINAS.

11,10.1 Extracciéon de las proteinas totales de hojas de plantas.

Se procedié en primer lugar, a la extraccién de proteinas a partir
de tejido congelado con N2 liquido, y en un tampon de extraccién de
Acetato sddico 0.5 M pH 5.2 conteniendo 2-mercaptoetanol 15 mM como
estabilizante de las proteinas. Una vez filtrado a través de Miracloth
(Calbichem) y centrifugado al4000 r.p.m., se dializé en acetato sédico 10
mM pH 5.2 durante toda la noche a 4°C. Finalmente las muestras fueron
centrifugadas a 5000 r.p.m. para eliminar el precipitado y leer Ia
absorcién a 520 nm, utilizando el reactivo para ensayos de proteina de
Bio-Rad como es indicado por la casa comercial. Este ensayo
colorimétrico estd basado en el procedimiento descrito por Bradford, M.,
(1976), y consiste en el cambio de color del tinte azul Coomasie G-250 en
respuesta a diferentes concentraciones de proteinas como resultado de la
unién de la tincién a aminodcidos basicos principalmente.

Posteriormente se procedidé a la determinacién de la actividad

glucanasa por los métodos que se describen a continuacién:
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11.10.2 Determinacién de la actividad de proteinas

B(1,3)glucanasa.
11.10.2.1 Método de Somogy y Nelson.

Este método se basa en la oxidacion de sustancias reductoras
mediante compuestos orgdnicos cipricos en solucién alcalina.
Las sustancias reductoras son oxidadas por el SO4Cu (reactivo de
Somogy), el cudl se reduce a ¢6xido de cobre, rojo, que reacciona con el
reactivo de Nelson, formando un complejo de color azul. La intensidad de
color depende de la cantidad de cobre reducido, o lo que es lo mismo, de
la cantidad de substancias reductoras existentes.

En este ensayo se usaron 10 mg de extacto proteico que se
incubaron durante 1 hora con laminarina [2mg/ml] (Sigma), utilizada
como substrato y después del tratamiento con los dos reactivos descritos,

se midieron las muestras, espectrofotométricamente a 520 nm.

11.10.2.2 Geles de IEF.

Ademds del método anteriormente citado se procedié a la
realizacién de ensayos de actividad B(1,3)glucanasa en geles de IEF
(Anpholine PAGplate, Ph 3.5-9.5, Pharmacia). Para ello fueron utilizados
10-15 mg de extracto de proteina resuspendidos en 10 ml de agua
destilada que se resolvieron en geles de IEF a 40 mAmp. Finalizada la
electroforésis y después de un lavado de 5 minutos en agua y 5 minutos
en acetato sédico 50 mM pH 5.2, se procedié a la incubacidén del gel en
una solucién de laminarina al 0.5% en acetato sédico 50 mM pH 5.2
durante 1 hora a 37%C. Pasado este tiempo se lavé el gel dos veces con
agna y se cubrié con 200 ml de NaOH 1M/0.3g TPT (2,3,5-trifenil

tetrazolium chloride. Sigma). Después de incubar 2-3 minutos en el
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microondas, con agitacién cada 30 segundos, podian observarse las
manchas correspondientes a los diferentes isoenzimas, con actividad
glucanasa, pertenecientes al rango de pH seleccionado. Por dltimo el gel

era fijado en dcido acético 7.5%.

11.11 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-GLUCURONIDASA
EN PLANTAS TRANSGENICAS.

II.11.1 Anadalisis fluorimétricos.

La cuantificacion de la actividad B-glucuronidasa (GUS) fue medida
por fluorescencia siguiendo el método descrito por Richard A. Jefferson,
1987; Jefferson y col. ,1991. El substrato utilizado para este ensayo es el
4-Metilumbeliferil-f-D-glucurénido (MUG).

Se partié de 100-200 mg de tejido congelado para la extraccidén de
proteinas con el buffer de extraccién que contiene 50 mM NaPO4 (pH
7.0}, 10mM EDTA (pH 8.0), 0.1% Tritén X-100 ylOmM beta-
Mercaptoetanol. Después de medir la concentracién de proteina a 595
nm, utilizando el reactivo Bio-rad, se procedié a iniciar la reaccién
mezclando un volumen de muestra correspondiente a una O.D.595nm=3
con 60 ml del tampon de extraccion y 60 ml de 1x MUG e que se incubd
a 37°C. Se tomaron aliquotas de 20 ml y se afiadieron a un eppendorf
con 1000 ml de NapCO3 para parar la reaccién después de 15 minutos y
30 minutos. Finalmente se midié la absorbancia en el fluorimetro a 447

nm.
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I1.11.2 Ensayos histoquimicos.

Para la localizacién histoquimica de la actividad B-glucuronidasa
(jefferson y col.,, 1986, 1987) se corté el tejido en fragmentos pequefios
que abarcaran la regién a analizar y se incubaron, durante toda la noche
a 37°C y en oscuridad, en una mezcla que contenia 100mM Tris pH 7, 50
mM NaCl, 2 mM de Ferrocianuro Potidsico y 2 mM del icido 5-Bromo 4-
Chloro-3-Indol §-D-glucurénico como substrato (X-Gluc.). Como resultado
de la hidrdlisis del X-Gluc por la B-Glucuronidasa aparece el
dicloro-dibromoindigo (ClBr-indigo), producto coloreado que permite
precisar la localizacién de la actividad enzimdtica. Posteriormente se lavé
manteniendo las muestras 10 minutos en agua con el fin de parar la
reaccién y se fijaron como minimo 6 horas en glutaraldehydo 1%, Tris
100mM pH 7. Una vez concluida la fijacién se realizaron 3 lavados con
agua y se procedié a la eliminacidon de la pigmentacién endégena
(Clorofila u otros pigmentos) del tejido a través de la inclusién sucesiva
de las muestras en etanol del 30%, 50%, 70%, 90% y 100% durante lhora
para cada dilucién. Las muestras con alta pigmentacién, como el caso de
hojas jovenes, se mantuvieron en etanol 70%, periodos de tiempo
superiores a una hora, dependiendo del tejido. Las muestras fueron
rehidratadas invirtiendo el tratamiento de la serie del etanol. Finalmente
s¢ mantuvieron en agua destilada esteril a 4°C,

Para el ensayo histolégico de tejidos florales se le afadié a la
mezcla de reaccidon B -Mercaptoetanol 14 mM para evitar la rdpida

oxidacién de los pigmentos localizados en estos tejidos.
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I1.12 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA.

Para realizar este ensayo, se escindieron discos de tejido a partir
de diferentes dreas de las hojas a examinar, los cuales son
homogenizados en 1 ml. de acetona al 80%. Los extractos obtenidos eran
diluidos 10 veces en acetona al 100%, para posteriormente, hacer una
medicién de absorvancia a A645 y A663. Las concentraciones de

clorofila a y b eran calculadas por la equacidén de Hill y col., 1985:

Cl a (mg/ml)
Cl b (mg/ml)

it

12.5 Age3 - 2.55 Ag45
18.29 Ag45 - 4.85 Ag63
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11I. RESULTADOS

II11.1 CARACTERIZACION DE LAS DISTINTAS ISOFORMAS DE
(1,3)GLUCANASAS EN PLANTAS DE  |Nicotiana

plumbaginifolia.

IT1.1.1 Aislamiento y caracterizacion de genes: Estudio
comparativo de las secuencias de las distintas isoformas y

analisis de la expresion de los genes aislados.

Con objeto de determinar la participacién de los enzimas
B(1,3)glucanasa en los mecanismos de defensa vegetal, y examinar la
contribucién de distintos isoenzimas, 4acidos y bdsicos, en dicha
respuesta, hemos procedido al aislamiento y caracterizacién de los genes
correspondientes a los isoenzimas dcidos a partir de una biblioteca
gendémica de N. plumbaginifolia . Utilizando como sonda de hibridacién
un ¢-DNA parcial correspondiente a una isoforma dcida de tabaco y a la
que se denominé 163 (cedida por el Prf. J. Bol de la Universidad de
Leiden, en Holanda), se identificaron varios fagos positivos que, trds su
purificacién, fueron sometidos a un andlisis de restriccién y posterior
Southern blot con el fin de seleccionar los fagos de interés. De estos
estudios, dos supuestos genes B(1,3)glucanasa designados, gn3 y gn4,
eran identificados en un fragmento de DNA de 4Kb y 3.5Kb,
respectivamente correspondientes a dos fagos independientes. Dichos
fragmentos se subclonaron en los vectores pT3T7 y pbluescript
origindndose 2 clones designados pT3T7/gn3 y pbluescript/gnd, que
posteriormente fueron analizados en detalle para determinar sus

caracteristicas moleculares y de expresién.
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Las secuencias parciales deducidas para los genes gn3 y gnd,
fueron comparadas con las correspondientes secuencias de amino 4cidos
de las diferentes isoformas intracelulares y extracelulares, previamente
caracterizadas en plantas de Nicotiana tabacum (Linthorst H.J. y col.,
1990). El producto del gen gn3 mostraba un 60% de identidad de
secuencia con la isoforma dcida, gI9 (Linthorst H.J. y col,, 1990), y un
49%, aproximadamente, con dos isoformas bdsicas caracterizadas en
tabaco, ademds, el andlisis de la secuencia aminoacidica de este gen
revelaba un pl de 4.85. La secuencia del segundo clon, gn4, mostraba un
97% de identidad con una isoforma extracelular de tabaco especifica de
estilo, denominada sp4l (Ori N. y col.,1990). El analisis de secuencia de
este gen mostraba, respectivamente, un 80% y un 49% de homologia con
las secuencias correspondientes a las de los isoenzimas 4dcidos y bdsicos
inducibles en hojas.

Las caracteristicas de expresién de los genes aislados se
examinaron, inicialmente, en hojas de plantas sanas no tratadas, asi
como en respuesta a la infeccién con la bacteria Pseudomonas syringae
pv. syringae que establece una interaccién del tipo incompatible con N.
plumbaginifolia, resultando en la manifestacién de wuna respuesta
hipersensible con la subsiguiente induccién de la reaccién de defensa
vegetal. La densidad de inéculo utilizada fue de 108ufc/ml y los tiempos
examinados fueron un dia y cuatro dfas después de la infeccion en
relaciéon con la aparicién y establecimiento de los sintomas. Igualmente,
se examindé el nivel de expresién de los genes estudiados en respuesta a
la inoculacién con agua utilizada como control. En base a la identidad
determinada entre la secuencia correspondiente al gen gnd y la
glucanasa especifica de estilo, sp4l de N. tabacum, se examiné el nivel
de expresion, de los genes estudiados, en Organos florales. Para este

estudio se utilizaron flores jovenes totalmente desarrolladas.
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Figura 1.  Andlisis de la expresion correspondiente a los genes
p-1,3-glucanasa gnl, gn?, gn3 y gn4 en plantas de N. plumbaginifolia.
A, Muestras de RNA extraido de hojas sanas no tratadas (camil ),

y de hojas infectadas 24 horas (1d) y 4 dias (4d) con la bacteria

F. s. pv. syringae.

B. Muestras de RNA extraido de distintos 6rganos florales:

Petalos (Pet.), sépalos (Sep.), Owvarios (Ov.), estio (Est.)

y anteras (Ant.).

Los niveles de expresién de los genes gn/! y gn2 de N,
plumbaginifolia, correspondientes a dos isoenzimas bdsicos, fueron
igualmente examinados en los tejidos v (ratamientos descritos. Mediante
andlisis de Northern blots, figura 1, se observé que los RNAs derivados
de los genes gnl y gn2, no eran detectados en hojas de plantas control,
acumulandose en respuesta a la infeccién a las 24h y alcanzando el
miximo nivel a los 4 dias de dicho (tratamiento. Los mensajeros
correspondientes a los genes gnl v gand presentaban niveles
constitutivos tanto en las hojas de plantas no tratadas como en las
infectadas con la bacteria sin apreciarse, por tanto, ninguna modificacién
en los niveles de RNA acumulados en la planta en respuesta a la
infeccion, Tgualmente, no se observé induccidon de la expresion de
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ninguno de los genes examinados en respuesta al tratamiento con agua
(datos no mostrados). Los andlisis de expresién génica en los Organos
florales examinados revelaron que los niveles correspondientes al gen
gn3 eran similares en todos los organos florales, y que dichos niveles
eran, ademds, similares a los detectados en las hojas de la planta. A
diferencia de estos resultados, la expresién del gen gn4 se detectaba
exclusivamente en los RNAs extraidos del estilo siendo los niveles
alcanzados significativamente superiores a los detectados en las hojas de
la planta.

Finalmente, no se detectd RNAs en ninguno de los 6rganos florales
cuando se examiné la expresién correspondiente a los genes gnl y gn2.

Las caracteristicas de expresién determinadas para los genes gn3 y
gn4, junto con el andlisis de sus secuencias parciales revelaban, que la

proteina codificada por el gen gn3 no correspondia a ninguna de las
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Figura 2. Secuencia de nucledtidos y de aminoécidos deducida del gen gn3 de
Nicotiana plumbaginifolia. Los nucledtidos estan numerados a partir del ATG de
iniciacidn, designando la adenina correspondiente como nucladtido +1.
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isoenzimas f(1,3)giucanasa previamente caracterizadas, pero si a una
nueva isoforma 4cida mientras que el gen gn4d representaba,
probablemente, al homdlogo de sp4l (caracterizada en N. tabacum) en la
especie N. plumbaginifolia. En base a estos resultados, se determiné la
secuencia completa del gen gn3, incluyendo sus regiones 5 y 37 asi como
su regién promotora que se utilizy, para preparar una construccion
quimera, gn3/GUS (detallada en el apartado IIL.2.1), con el fin de
proceder al estudio detallado de las caracteristicas de expresién dirigidas
por el promotor gn3 en plantas transformadas con dicha construccién. La

secuencia completa del gen gn3 se muestra en la figura 2.

II1.1.2 Anadlisis de lIa actividad de isoenzimas ($(1,3)glucanasa

en plantas de Nicotiana plumbaginifolia.

Con objeto de completar la caracterizacién de los isoenzimas
B(1,3)glucanasa y determinar su posible induccién durante la respuesta
de defensa vegetal, se realizaron ensayos de actividad enzimdtica sobre
geles de IEF de extractos proteicos obtenidos a partir de hojas sanas asi
como de hojas inoculadas con la bacteria P. s. pv. syringae. Igualmente,
s¢ examinaron los isoenzimas presentes en los distintos 6rganos florales
de la planta. Estos andlisis permitieron detectar niveles basales de dos
isoenzimas, 4cida (pl 6, aproximadamente) y bédsica (pl aproximado de
8) respectivamente, en los extractos de hojas sanas no tratadas. Los
niveles de ambos isoenzimas aumentan significativamente en las
muestras preparadas a partir de hojas inoculadas, alcanzando el maximo
nivel de acumulacién a los 8 dias de infeccion. Durante este proceso es
posible detectar ademds, la presencia de otras dos isoenzimas, dcida (pl
inferior a 4) y bésica (pl aproximado a 9) respectivamente, especificas
de este tratamiento, (figura 3 A).
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Figura 3. Actividad B-1,3-glucanasa sobre geles de isoelectroenfoque
de extractos proteicos de plantas de N. plumbaginifolia.

A : Extracto de hojas sanas (C) y hojas infectadas con P. s. pv. syringae
1, 4 y 8 dias después de la infeccién.

B: Extracto de érganos florales; estambres (Est.), sépalos (Sep.),
pétalos (Pet.), ovarios (Ovr.) y anteras (Ant.)

El andlisis de los Organos florales revelé la presencia de un nuevo

isoenzima especifico del estilo (pl aproximado a 7) que probablemente

corresponde a la glucanasa codificada por los genes sp4l y gnd antes

descritos, y que también fue localizada en el tejido de ovario y anteras y

detectada muy debilmente en los pétalos. En los sépalos se detecté una

proteina con un punto isoeléctrico inferior (pl aproximado a 6) y un

patrén de migracién diferente al mostrado por la estilar, aunque similar

a uno de los isoenzimas 4cidos de hoja, (figura 3 B).
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III.2 ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DE EXPRESION
CONFERIDAS POR LOS PROMOTORES gnl Y gn3 AL GEN
REPORTADOR B-GLUCURONIDASA EN PLANTAS TRANSGENICAS

DE TABACO.

II1.2.1 Preparacién de la construccién quimera gn3/GUS/ocs

obtencién de plantas transgénicas.

Con objeto de facilitar la caracterizacion del gen B(1,3)glucanasa
gn3, se procedié a la obtencion de plantas transgénicas en las que Ia
expresion del gen bacteriano f-glucuronidasa estaba dirigida por las
secuencias reguladoras del promotor gn3. La determinacién de la
actividad GUS, asi como su localizacién celular mediante ensayos
histoquimicos, permite caracterizar en detalle las propiedades
reguladoras conferidas por dicho promotor. Para e¢llo, se procedid al
aislamiento de las secuencias reguladoras del gen gn3, presentes en un
fragmento de DNA de 1.19 Kb que se extiende desde los nucledtidos -58
hasta el nucledtido -1198 en direccidon 5° con respecto al sitio ATG de
iniciacidn de la traduccién. Segin estd representado en la figura 4, dicho
fragmento se obtuvo a partir del plasmido pT3T7/gn3 (3.5 kb) mediante
digestiéon con los enzimas de restricciéon Scal (-1198) y HindIIl (-58) vy,
trds reparar los extremos con el fragmento klenow de la DNA polimerasa
de E.coli, se purificé mediante elucién de un gel de agarosa. El fragmento
obtenido, se insert6 en el vector pGUS! que contiene la secuencia
correspondiente a la regidn codificadora del gen GUS unida a la secuencia
terminadora 3’ocs. Para la insercién del gen gn3, el vector pGUSI se
digirié con el enzima Ncol, localizado en el ATG de iniciacién del gen GUS
y se sometié a tratamiento con el enzima klenow seguido de la

desfosforilacion con el enzima CIP (fosfatasa alcalina). La verificacion del
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clonaje descrito se determiné mediante andlisis de restricciéon y
secuenciacién, utilizando como control el plismido pGUS1 libre de
inserto.

Para la transformacién de plantas, se ha empleado un sistema
binario consistente en un vector de clonacién pGSV4, capaz de replicarse
tanto en E. coli como en A. tumefaciens y un plismido auxiliar pGV2260.
pGSV4 tiene una regién de clonacién, con multiples sitios de restriccion
tinicos para el clonaje de las secuencias deseadas, y el gen de la
neomicina fosfotransferasa II (NPT II) cuya expresion, dirigida por el
promotor pnos del gen de la nopalina sintetasa permite a las células
vegetales crecer en presencia de kanamicina y seleccionar las plantas
transformadas. El sitio de clonacion y las secuencias del vector pGSV4
descritas (gen NPTII) se encuentran flanqueados por las repeticiones
directas de 25 pb caracterizadas en el plasmido Ti de A. tumefaciens
esenciales para la transferencia e integracion del DNA de interés en el
genoma de la planta. El pldsmido auxiliar pGV2260 es aportado por la
cepa de A. tumefaciens y posee la regiébn vir o regién de virulencia que
aporta en “trans” las funciones necesarias para permitir la transferencia
e integraciéon del DNA de interés en el genoma vegetal.

Utilizando el sistema descrito, se procedid a insertar la construccidn
gn3/GUS/ocs en el vector pGSV4. El fragmento de DNA conteniendo
dicha construccién se aislé mediante digestion con los enzimas HindIli y
Xbal del plasmido pGUSI que lo portaba (figura 4) y se insertd en el
vector pGSV4 digerido con los mismos enzimas. La insercién de la
construccién gn3/GUS/ocs en pGSV4 se verificé mediante andlisis de
restriccién. El pldsmido obtenido se denominé gn3/GUS-pGSV4 y se
utilizé para transformar células de A. tumefaciens, siendo verificada
dicha transformacién mediante minipreparacién de plidsmido seguido de
andlisis de restriccion.
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figura 4. El fragmento de 4 kb que contenia el gen gn3 correspondiente a una glucanasa acida fue
subclonado en el vector pT3T7 digerido con el enzima de restriccidén Eco R, Un fragmento de 1,19kb
DNA gue se extiende desde & sitio ATG del gen gn3 hasta el nucledtido -1198 en la regidn 5' fue
fusionado a la regién codificadora del gen marcador GUS. La construccidén quimera gn3/GUS aislada
fue Insertada en e vector pGSV4 y el plasmido recombinante gn3d/GUS-pGSV4 transferido a

A. tumefaciens e introducido en células de tabaco. Las secuencias de gn3 son representadas de la
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Posteriormente, se efectué la transformacién de plantas de N.
tabacum (SR1) mediante la incubacién de discos de hojas con células de
A.tumefaciens que portaban el pldsmido gn3/GUS-pGSV4. Se
regeneraron, en presencia de kanamicina, varias plantas transgénicas de
las que 7 de ellas se seleccionaron y analizaron en mds detalle, Las
plantas transgénicas originales y los descendientes de la autofecundacion
de éstas 7 plantas fueron analizadas para verificar la expresién que

mostraba la construccién quimera gn3/GUS/ocs.

111.3 CARACTERIZACION DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS
TRANSFORMADAS CON LAS CONSTRUCCIONES grl1/GUS Y
gn3/GUS.

La disponibilidad de plantas transgénicas transformadas con una
costruccion quimera gnl/GUS/ocs, preparadas con anterioridad a este
trabajo, nos permitié analizar la expresién dirigida por promotores

correspondientes a los dos tipos B(1,3)glucanasa de interés, gnl y gn3,
en las plantas transgénicas correspondientes.

II1.3.1 Analisis en plantas sanas.

Como un primer paso para investigar el posible papel de los
productos proteicos de los genes aislados, asi como en un intento de
localizar la expresiéon del gen gn3 en otras partes de la planta, caso
observado con el gen gn4, se procedidé a analizar los niveles de expresion
GUS conferida por ambos promotores gnl y gn3, en hojas de plantas
transgénicas sanas. Para ello se eligieron plantas jovenes de
aproximadamente 7-8 semanas de desarrollo, sin haber florecido pero
con evidentes diferencias en el grado de desarrollo entre las distintas

hojas desde las basales hasta las apicales. Se realizé una extraccidn
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proteica a partir de cada una de las hojas de las plantas analizadas y,
posteriormente, se rtealizd un ensayo f[luorimétrico de actividad p-
glucuronidasa (Jefferson y col., 1987)

Como se muestra en la figura 5, los niveles de actividad GUS, en las
plantas transgénicas gnl//GUS, mostraban un gradiente decreciente
desde las hojas mds bajas de la planta hasta las mas altas. En las hojas
mds bajas los niveles detectados eran hasta 15 veces superiores a los
encontrados en las hojas apicales de la planta, donde casi no se detectaba
expresion. Por otro lado, los resultados observados para la expresion del
gen GUS dirigida por el promotor gn3, indicaron la presencia de niveles
basales similares en todas las hojas examinadas. Estos niveles eran,
ademis, similares a los detectados en las hojas mas altas de las plantas

transgénicas enl/GUS,
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Figura 5. Deteccién de la actividad p-1,3-glucanasa bajo el control del promotor gnl,
barras negras, y del promoter gn3, barras rojas, en hojas de plantas sanas sin tratar.
1 a localizacién de las hojas en la planta se representan numerandolas desde el 1, que
corresponde 2 la hoja més baia, hasta el 11 que corresponde a la hoja mas alta.

Para completar estos resultados se procedio a la realizacion de un
ensayo histoquimico utilizande pequefios fragmentes de  las mismas
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hojas de donde se habian obtenido las muestras para el andlisis citado
anteriormente. En el caso de las plantas transformadas con la
construccion gnl/GUS se observé una clara, aunque ligera, tincién por
todo el tejido analizado en las hojas mds bajas de la planta (1* y 2°
hojas), mientras que no se detectaba coloracién azul en el resto de las
hojas analizadas. El tejido analizado histoquimicamente no mostraba
tincion en ninguna de las hojas de las plantas gn3/GUS (datos no
mostrados).

Estos resultados indicaban que la expresién GUS conferida por el
promotor de la isoforma bdsica gn/ podria estar implicada en procesos
de desarrollo y madurez foliar, mientras que el gemn dcido, gn3
caracterizado no participaria en dichos procesos, al menos, en ¢l estado

de desarrollo de las plantas analizadas.

II1.3.2 Analisis de la induccién de la expresiéon de los
transgenes gnl/GUS y gn3/GUS en respuesta a tratamientos
bidticos y abidticos.

En base a los resultados obtenidos anteriormente, se procedidé a
analizar la expresion GUS, dirigida por los promotores gnl y gn3, en
respuesta al tratamiento con distintos agentes inductores relacionados
con la respuesta de defensa vegetal. De esta manera se podria evaluar Ia
posible induccién de la expresién dirigida por dichas secuencias
reguladoras, y seleccionar los tratamientos mis adecvuados para el
estudio posterior de la expresién de éstas isoformas, B(1,3)glucanasa,
dcida y bdsica, asi como la de otros genes relacionados con la respuesta
de defensa vegetal.

Como agentes bidticos se utilizaron Ias cepas bacterianas
Pseudomonas syringae pv. syringae y Erwinia amylovora inductoras de

la reaccién hipersensible en plantas de N. tabacum. A diferencia de estas,
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la cepa bacteriana Pseudomonas syringae pv. tabaci se seleccioné como
microorganismo patégeno de tabaco, para examinar la induccion de
actividad GUS durante el establecimiento de una interaccién huesped-
patégeno compatible que promueve la infeccién sistémica de la planta.
fgualmente, se evaludé la induccion de la expresion GUS en respuesta a la
inoculacién con la proteina Harpin de E. amylovora inductora de una
reaccién necrdtica similar a la reaccidén hipersensible cuando se inocula
en los espacios intercelulares de la hoja. Ademds, se utilizd una cepa
mutante de Erwinia amylovora incapaz de inducir la HR, con el fin de
analizar la induccién de ambos promotores en ausencia de lesiones
necréticas. Del mismo modo se ensayaron agentes abidticos como el 4dcido
salicflico y el etefén a una concentracién de lmM en cada caso. Como
control de los tratamientos ensayados se analizaron plantas no tratadas e
inoculadas con agua.

Para realizar este estudio se seleccionaron plantas independientes
de 7-8 semanas de cada una de las lineas transgénicas, gnl/GUS vy
gn3/GUS, y se determiné la actividad GUS 48 horas después de la
inoculacion con cada uno de los tratamientos estudiados.

Como se muestra en la figura 6, los datos obtenidos revelan que
bajo la regulaciéon del promotor del gen gnl, se produce un aumento
significativo en los niveles de actividad GUS en respuesta a los
tratamientos con etefén y a la inoculacién con las bacterias seleccionadas
y la proteina Harpin. Hay un nivel de induccidén similar entre los
tratamientos con etefén y la bacteria P. siryngae pv. siryngae, mientras
que el mdximo nivel de induccién se alcanzdé con la bacteria patégena P.
5. pv.tabaci. El tratamiento con la proteina harpin provoca una induccién
similar a la obtenida con la bacteria portadora del gen ArpN, E.
amylovora, sin embargo la induccién mostrada por el tratamiento con la

bacteria mutante hrp- era ligeramente superior a los dos casos
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antertormente citados. Los miveles observados con el acido salicilico eran
ligeramente inferiores a los obtenidos mediante inoculacién con etefon.
Los niveles de actividad GUS alcanzados tras la inoculacion con agua eran
stimilares a los determinados en plantas transgénicas no sometidas a

ningin tratamicnto,
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Figura 6. Deteccion de la actividad GUS en plantas transgénicas
gn1/GUS (barras negras) v gn3/GUS (barras rojas), analizada 48 horas después
de la aplicacion de los siguientes tratamientos bidticos vy abiticos: agua, etefon,
acido salicilico y la proteina harpin, P. 5, pv. synngae, P. 5. pv. tabaci,

E. amylovora y el mutante Hrp de E. anwiovora. El control representa los niveles
detectadosenplantasno tratadas.

Los valores gue se presentan comrespanden a fa media de los datos obtenidos en,

al menas, tres exparmentos indepandientes.

El andlisis de las plantas transformadas con la construccidn
gn3/GUS indicé que la actividad GUS detectada era idéntica a la
observada en las hojas de plantas sanas y que por tanto, la expresién
dirigida por el promotor gn3 no se induce en respuesta a ninguno de los
tratamientos examinados.
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IT1.3.3 Anidlisis de la expresién de los transgenes gnI/GUS y

gn3/GUS en etapas iniciales del desarrollo de las plantas.

Debido a la ausencia de actividad GUS en el tejido foliar de plantas
gn3/GUS jévenes, asi como en respuesta a los distintos tratamientos
evaluados, se procedid a examinar dicha actividad en otras etapas del
desarrollo y en distintos Organos y tejidos vegetales. Se comenzd
analizando la actividad GUS en semillas en formacién procedentes de
frutos que se encontraban en diferentes etapas de maduracién (de 4 a
15 dias después de la floracién) tanto en plantas gn3/GUS como en
plantas gnl/GUS. Posteriormente, con objeto de realizar un anédlisis
histolégico durante la germinacién, se sembraron semillas de ambas
plantas transgénicas en placas con medio de crecimiento MS 0,5 en
presencia de kanamicina, como se detalla en Matariales y Métodos. La
manifestacién de la actividad GUS se evalud cada dia hasta la formacidn
completa de la plantula.

Como se muestra en la figura 7 se detectd actividad GUS en el
interior de las semillas gnl/GUS durante su fase de formacién y
maduracién. Igualmente, se detectaba dicha actividad en la zona de
eclosién de la radicula, durante la germinacién, mientras que una vez
concluida la etapa germinativa la coloracion azul se localizaba en la
region radicular de la nueva plantula.

Por el contrario, no se detectd actividad GUS durante el proceso de
formacion de las semillas gn3/GUS, sin embargo, como se muestra en la
figura 8, dicha actividad se localizaba en la zona de eclosién de la
radicula y en la regién de desarrollo de los cotiledones, en donde se
mantuvo una vez finalizada la etapa germinativa. Igualmente, se detecté
actividad GUS en el tejido vascular de pldntulas de 1-2 semanas de
desarrollo.
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Figura 7. Deteccidbn de actividad GUS en semillas de plantas gnl/GUS
durante las etapas de formacion, maduracion y germinacion.
A. semillas de plantas contral sin transformar,

B. semillas de plantas gnl/GUS en fase de crecimiento y maduracion.

C. semillas de plantas gni1/GUS en fase de germinacion.
D. seccion transverssl de tsllo de plantas gn1/GUS.
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Figura 8. Deteccion espacial de actividad GLIS en plantas gn3/CUS
durante |as  etapss  iniciales de su  desarrollo.

A y B. Semilas en fase de germinacian.

C. Plantulas transuénicas gn3/GUS.

D. Seccion transversal de talle de plantas de 7-8 semanas de desarrollo,
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Para definir el patrén de expresién del gen gn3 y continuar la
caracterizacién del gen gnl, se examinaron secciones transversales del
tallo de plantas adultas (7-8 semanas). En ambas plantas transgénicas, la
actividad GUS se localizaba en las células del floema, siendo de interés
destacar que, en plantas gn//GUS, los niveles mds altos de actividad
correspondian a la zona de absicién de las hojas. Ademds, dicha

expresion se extendian a células adyacentes del tejido floematico.

111.3.4 Analisis de la expresiéon de los transgenes gnl/GUS

gn3/GUS durante la senescencia foliar.

En contraste a la induccién de los enzimas con actividad
B(1,3)glucanasa durante el proceso de patogénesis, la existencia de
isoenzimas en tejidos de flores (figuras 1 y 2) y de manera especifica en
otros tejidos de plantas sanas (figuras 7 y 8) podria sugerir su
implicacién en otras funciones importantes de los procesos fisiolégicos
asociados al desarrollo de la planta. Por otro lado, los resultados
obtenidos en hojas de plantas sanas gnl//GUS indicaban la asociacién
entre la proteina GN1 y el envejecimiento foliar, por lo que decidimos
estudiar la posible implicacién de estos enzimas en el proceso de
senescencia vegetal, Para ello se procedié al andlisis fluorimétrico de
actividad GUS en distintas etapas de crecimiento y maduracién de
plantas transgénicas, gni/GUS y gn3/GUS. Se seleccionaron cinco etapas
diferentes del desarrollo representadas por plantas jévenes sin florecer
(5 semanas), plantas con botones florales (7-8 semanas) y plantas a los 3
dias, 6 dias y 12 dias post-floracién. A los 6 dias después de florecer
podian observarse sintomas de clordsis en las hojas mdas bajas de las

plantas. El andlisis se realizé en las primera, segunda, cuarta y sexta
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hojas desde la base al dpice de cada planta seleccionada. Los resultados
mostrados en la figura 9A, revelan un ligero aumento de los niveles de
expresion gnl/Gus en las hojas mads bajas (1* y 2%) de las plantas con
botones florales, aumentando significativamente en estas y de forma
gradual, en el resto de las hojas analizadas entre los tres y seis dias de la
floracién. A los 6 dias post-floracién se detectaron los niveles méximos
de actividad. Los resultados correspondientes a los doce dias post-
floracién indican una disminucién, hasta la desaparicién en el caso de las
hojas mds bajas, de los niveles de actividad GUS.

En las plantas gn3/GUS examinadas, no se detectd ningin aumento
de actividad GUS siendo los niveles de expresién observados similares en
todos los casos examinados (datos no mostrados).

Un signo marcadamente visible de la senescencia es la pérdida
gradval de clorofila y consecuente amarilleamiento de la hoja que es
detectado, inicialmente, en las hojas mds bajas de la planta. Por
consiguiente, era de interés conocer el contenido de clorofila,
paralelamente, a los niveles de actividad GUS detectados en las plantas
gnl/GUS. El nivel de clorofila fue analizado, como se indica en el
apartado de Materiales y Métodos, en las mismas hojas seleccionadas
para el ensayo anterior. Los resultados mostrados en la figura 9B indican
que, en todos los estadios examinados, el contenido en clorofila es
siempre inferior en las hojas mdis bajas de la planta aumentando
gradualmente hacia la parte apical donde las hojas mds joévenes
muestran siempre los maximos valores. El contenido en clorofila de cada
una de las hojas disminuye, ademds, de forma progresiva a medida que
avanza el desarrollo de la planta experimentando una brusca
disminucién a los 6 dias post-floracién. Las plantas examinadas 12 dias

después de florecer revelaban una disminucién ain mdés acusada de
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Figura 9,
A. Analisis fluorimétrico de la actividad GUS en hojas de plantas transgénicas gn7/GUS
B. Determinacion del contenido en clorofila en hojas de plantas transgénicas gn1/GUS.
Las plantas han sido examinadas en distintos estados de desarrollo: A, plantas jévenes
de 5 semanas, B, plantas con botones florales (de 7 a 8 semanas): C, D vy E plantas a
los 3, 6 y 12 dias post-floracion respectivamenta. Las hojas se numeran en arden
creciente comenzando con las hojas en la base de |z planta.
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éstos niveles en las hojas mds altas de la planta, mientras que en las
hojas mas bajas, no fue posible detectar contenido en clorofila.

La disminucién en ¢l contenido de este pigmento coincide
claramente con el aumento de los niveles de actividad GUS, reforzando
nuestra observacién anterior que permite establecer una asociacién
entre esta isoforma y los procesos de envejecimiento foliar. Debido a la
falta de induccién de la actividad GUS en las plantas transgénicas
gn3/GUS no es posible establecer una relacién entre el gen gn3 y la

senescencia de la planta.

II1.3.5 Localizacion de la expresion dirigida por el promotor

gnl en tejidos senescentes.

En base a los resultados obtenidos anteriormente, y con objeto de
completar el estudio de la posible implicacién de los isoenzimas
B(1,3)glucanasa en procesos senescentes, analizamos a nivel histoquimico
otros tejidos y oérganos de plantas transgénicas gnl/GUS y gn3/GUS
durante la senescencia de la planta. Se llevaron a cabo ensayos en
pétalos, sépalos, carpelo y anteras de flores antes de su apertura, flores
totalmente abiertas y flores con sintomas evidentes de envejecimiento.
Los resultados mostrados en la figura 10 revelan claros niveles de
induccion en los pétalos senescentes, sélo, en las plantas gnl/GUS (figura
10B). Ademds, en los sépalos no se observé ningin aumento de la
expresién conferida por el promotor gnl hasta el total crecimiento del
fruto, lo que provocaba un aparente desgarro de este tejido en puntos
especificos. La actividad GUS estaba estrictamente localizada en dichos
puntos y avanzaba a medida que el desgarro iba progresando (figura
10E y 10F). En las plantas gn3/GUS no se detecté actividad en ninguno

de los érganos florales analizados.

58



Resultados

e

Figura 10
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Se procedid, igualmente, a la realizacién de un ensayo histoquimico
en secciones transversales del tallo de plantas senescentes de 11-12
semanas de desarrollo aproximadamente. Los cortes se obtuvieron de la
parte basal, media y apical del tallo. En las secciones basales analizadas,
se detectaron niveles muy altos de expresién gnl/Gus en el tejido
vascular floematico del tallo y, sobre todo, de la zona de abcision de las
hojas que se extendia al resto de las células adyacentes. En el caso de las
plantas gn3/GUS se observaron niveles de expresiéon en el floema
idénticos a los observados en plantas jévenes, (datos no mostrados). Al
igual que los resultados observados en las hojas, existe un gradiente
decreciente de la actividad GUS dirigida por el promotor gnl en el tallo
de las plantas analizadas que es, por tanto, inferior en la parte apical de
la planta. En ningin caso se detecté actividad GUS en las células
correspondientes al xilema.

El xilema es un tejido complejo cuyas células maduras, aunque
funcionales, estan constituidas solamente de pared celular debido a la
degeneracion de su protoplasma. Esto nos sugirié examinar este tejido
vascular en un estadio adn no diferenciado de manera que se pudiera
completar este estudio con el andlisis de ambos sistemas de transporte
vegetal. Se procedid, entonces, al andlisis histoquimico de secciones
transversales del tallo de pldantulas de 1-2 semanas de desarrollo y de
secciones basales del tallo de plantas gnl/GUS jévenes (7-8 semanas),
donde el tejido xilematico estaba ya diferenciado. En la figura 10C, se
observa la localizacién de la actividad GUS en el protoxilema,
correspondiente a los primeros vasos xilematicos formados. Es conocido
que con el crecimiento del tallo el protoxylema se diferencia y madura
elongando activamente y experimentando una situacién de estrés que

conduce a la degeneracién del contenido celular Io que pone de
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manifiesto la asociacién de las B(1,3)glucanasa bdsicas con un nuevo

proceso relacionado con el estrés y muerte celular.

I11.3.6 Analisis de la expresiéon de pB(1,3)glucanasa durante la

senescencia vegetal.

Los datos mostrados hasta el momento revelan que la expresién
conferida al gen GUS por el promotor gnl, se induce durante la
senescencia de la planta.

Con objeto de examinar este proceso en mds detalle y comprobar si
afecta, de forma similar, a otras isoformas B(1,3)glucanasa, asi como a
otros genes relacionados con la reacciéon de defensa vegetal se extrajo
RNA a partir de 0,5 gramos de tejido del cotiledon y de las 1%, 2% 4% y
6* hoja de plantas de N.plumbaginifolia antes de la floracién y de
plantas 3 dias, 6 dias, 9 dias y 12 dias después de haber florecido. Las
hojas se numeran a partir de la base de la planta al igual que en
experimentos anteriores. A los nueve dias post-floracién, con frutos en
proceso de maduracidén, eran visibles sintomas de amarillamiento en las
hojas mds bajas de la planta.

El andlisis de los transcritos por ensayos tipo Northern (figura 11),
usando sondas radiactivas correspondientes a los genes gn/ y gn2, para
el estudio de las isoformas bdsicas permitié6 detectar una clara
hibridacidn, con la movilidad electroforética esperada para dichos genes,
en las muestras correspondientes a los seis dias post-floracién. Esta
induccidn pudo ser observada hasta los nueve dias post-floracién donde
los niveles descienden, siendo indetectables en las muestras de RNA
preparadas a partir de plantas a los doce dias post-floracion.

Se ha descrito que los enzimas con actividad chitinasa se inducen

coordinadamente con las glucanasas. La utilizacién de una chitinasa
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bisica como ribosonda mostré un patrén de induccidn idéntico al de las
glucanasas gn/ y gn2 analizadas, confirmando que efectivamente el
control de la expresién de estas dos familias de genes estd
estrechamente regulada.

El andlisis de los transcritos derivados de los genes gn3 y gn4
revelé que, al igual que habia sido caracterizado en plantas jovenes,
existe un nivel basal de expresién constitutiva que no se ve alterado
durante el proceso de senescencia.

Con objeto de analizar la implicaciéon de otras proteinas PR en el
envejecimiento foliar se wutilizaron clones aislados de N.tabacum
correspondientes a los genes de la PR-2, glucanasa dcida (Kauffman y
col.,1987), vy PR-lIa (Cornelissen, 1986) una de las proteinas PRs mads
abundantes descritas en relacién a la infeccién por el virus TMV, y a la
que no se ha asociado ninguna actividad enzimdética. Este dltimo gen se
induce tanto local como sistémicamente y es utilizado con frecuencia
como marcador molecular de la reaccion de defensa vegetal. Segin se
observa en la figura 11, la expresién del gen PR-2 se induce durante la
senescencia vegetal en las plantas examinadas 9 dias después de la
floracién. Esta expresién ocurre, ademds, de forma similar en todas las
hojas examinadas. A diferencia de estos resultados, no se detectaron los
transcritos correspondientes al gen PR-/ en ninguno de los tejidos
analizados.

Finaimente, este estudio se completdé mediante andlisis de Ia
expresion de los genes Pin Iy Cu/ZnSOD que codifican, respectivamente,
un inhibidor de proteinasa y el enzima superdéxido dismutasa
dependiente de cobre y zinc. La expresién del gen Pin Il estd asociada al
dafio mecdnico o herida vegetal (Huub J. M. Linthorst,1995), mientras

que la del gen Cu/ZnSOD estd relacionada con el estrés oxidativo. De
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acuerdo a los datos obtenidos no se observd la induccidén de la expresion
de ninguno de los 2 genes descritos.

Las mismas sondas fueron utilizadas para el andlisis de la
expresion de estos genes en pétalos y ovarios de flores jévenes vy
senescentes, distingiendose claramente altos niveles de expresiéon de los
transcritos correspondientes al gn/, gn2 y ch-2 en las muestras
extraidas de los pétalos senescentes, pero no en las de los pétalos de
flores jévenes. No fué detectada induccién en el tejido de ovarios de
ninguno de los dos estados de desarrollo floral examinados. La induccidn
de la expresién del gen gn4 era ligeramente detectada en las muestras
correspondientes al tejido de ovario de flores jovenes. No se detectd
expresién en las muestras de RNA correspondientes al tejido de ovario y
pétalos tanto de flores jovenes como senescentes con ninguna de las

otras sondas utilizadas, (PR-I, PR-2, SOD y Pin II).

IT1.3.7 Anadlisis de la actividad de isoenzimas p(1,3)glucanasa

durante el proceso de senescencia en plantas de N .

plumbaginifolia.

Con objeto de completar el estudio referente a la presencia de los
enzimas P(1,3)glucanasa durante el envejecimiento vegetal, se determiné
la actividad de dichos enzimas en plantas de N. plumbaginifolia,
examinando tres estados de desarrollo que, como en casos anteriores,
correspondian a plantas jovenes sin flores (5 semanas), plantas 6 dias
después de florecer y plantas con sintomas visibles de clorosis y frutos
desarrollados (aproximadamente 20 dias después de la floracién). Este
dltimo tiempo fue prolongado, respecto a ocasiones anteriores, con la
intencién de estudiar la permanencia de éstos enzimas durante dicho

proceso. Para llevar a cabo este ensayo se hizo una
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Figura 12. Andlisis de la actividad B-1,3-glucanasa en plantas de

M. plumbaginifalia.

A. Ensayo de actividad sobre geles de isoelectroenfoque (IEF).

B. Niveles de actividad enzimitica cuantificados por = método de
Somogy y Nelson. Las muestras de proteinas fueron extraidas a partir de
los cotiledones (C) y las 1%, 2% 4" y 6° hojas de plantas jovenes antes
de florecer (p.a.f.) y plantas 6 (6 d. p. f.) ¥ 20 dlas (20 d. p. f.)
después de florecer.

Resullados
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extraccién de proteinas a partir de un gramo de tejido procedente del
cotiledén, 12 hoja, 2* hoja, 4* hoja y 6® hoja de plantas crecidas hasta
alcanzar cada uno de los estados establecidos y, se examiné la actividad
glucanasa en geles de IEF (Ampholine PAGplate, Ph 3.5-9,5. Pharmacia).
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 12A, en la que se
observa un aumento significativo de la actividad glucanasa
correspondiente tanto a las isoformas bdsicas como a las dcidas en las
plantas que habian florecido. La induccién de dichos enzimas, aunque
mayor en las hojas mdés bajas, era detectada en todas las hojas
examinadas. En el caso de las plantas examinadas 20 dias después de la
floracién, los resultados diferian del estado anterior con respecto a las
isoformas basicas gue aunque eran ain observadas, experimentaban una
disminucién en sus niveles. Al contrario, para las isoformas 4cidas la
acumulacién era mayor.

En la figura 12B se muestran los niveles de actividad enzimdtica
determinada por el método de Somogy (1952) y Nelson (1957). La
cinética de acumulacidén determinada revela que los niveles mdximos de
actividad corresponden, igualmente, a las muestras preparadas a partir
de las plantas 6 dias después de la floracién. Estos resultados permiten
confirmar que ambos tipos de isoformas, dcidas y bdésicas, se inducen a
partir de la floracién y durante el envejecimiento vegetal aunque con

una cinética de acumulacién diferente,

I11.4 ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA EXPRESION DE j(1,3)
GLUCANASAS POR TRATAMIENTOS ABIOTICOS.

Los resultados descritos hasta el momento permiten demostrar la

participacién de los enzimas B(l,3)glucanasa en diversos procesos del
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desarrollo de la planta y en procesos relacionados con la infeccién por
microorganismos patdgenos.

La participacidén de los enzimas B(1,3)glucanasa en dichos procesos
asi como la de otros genes relacionados con la defensa vegetal, se
examind en mds detalle mediante andlisis de los niveles de expresion de
los genes de interés en respuesta a tratamientos hormonales
relacionados con los procesos de senescencia y patogénesis. Asi, se
examind la expresidn génica en respuesta a los siguientes tratamientos:
dcido abcisico (ABA), hormona implicada en los procesos de senescencia
(Thomas H. y col.,1980), estrés osmoético y desecacidn; 4cido jasmoénico,
implicado en la reparacion del dafio mecdnico y herida; y etefén, que
tras su aplicacidon se descompone en la planta liberando etileno, la
hormona implicada, entre otros procesos del desarrollo vegetal, en
senescencia y abcisidon. Ademds, se incluydé el tratamiento con dcido
salicilico identificado por su participacién como mensajero celular

secundario en la activacién de la reaccién de defensa vegetal.

I11.4.1 Anadlisis de la expresiéon dirigida por el promeotor gnl
en respuesta al tratamiento con agua, Adcido jasmoénico y é&cido

abcisico.

Dado que, generalmente, el protocolo establecido para los
tratamientos de ABA y JA se realiza mediante flotacién del tejido
examinado, mientras que el resto de los tratamientos descritos, asi como
la inoculacién bacteriana, se lleva a cabo por inyeccién, examinamos,
como paso previo para definir nuestras condiciones experimentales, la
actividad GUS dirigida por el promotor gnl en las plantas transgénicas

gnl/GUS tratadas mediante flotacién e inyeccién con los dos compuestos
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descritos. Como control se¢ evalud el nivel de actividad GUS frente al
tralamiento con agua realizado, igualmente, mediante flotacién e
inyeccidn. El andlisis de tejidos de hojas no tratadas se utilizé para

determinar el nivel basal de actividad GUS.
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Figura 13. Analisis fluorimétrico de |z activadad GUS en plantas transgénicas
gn1/GUS 48 horas después del tratamiento con agua, acide abcisico 100 um v acido
Jasmaénice 30 pm. Les tratamientos se realizaron mediante inyeccion en los espacios
intercelulares de Ia hoja, o mediante flotacion de discos de hojas an las soluciones
descritas.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 13 en la que se
observa que la inyeccidon con ABA o JA provoca una induccién de
aproximadamente cinco veces en los niveles de actividad GUS, mientras
que el tratamiento con agua muestra niveles de actividad similares a los
detectados en el tejido sin tratar. La flotacion de discos de hoja en agua
durante el tiempo de experimentacion (48 horas) provoco, sin embargo,
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una fuerte induccién en los niveles de actividad GUS siendo soélo
superado este valor en la muestra sometida a flotacién en presencia de
ABA. La induccién detectada con el dcido jasménico fue 16 veces inferior
a la alcanzada con el ABA y con el agua. Los resultados obtenidos indican
que los dos compuestos examinados, 4cido abcisico y 4cido jasmoénico,
provocan la induccién del promotor gnl, y que dicha induccién se
conseguia, aunque a distinto nivel, con los dos sistemas de aplicacidn,
flotacién e inyeccidn, examinados.

Es dificil adjudicar sin embargo, la induccién de la actividad GUS
evaluada en los tratamientos realizados por flotacién, a los compuestos
dcido jasmoénico y 4cido abceisico ya que la flotacién en agua de los discos
de hojas gnl/GUS provoca un aumento practicamente idéntico al
obtenido en presencia de ABA. Estos resultados se examinaron en mads
detalle analizando los niveles de actividad GUS a distintos tiempos de
tratamiento, observandose, figura 14, que la induccién por flotacidon en
agua y ABA se inicia a las 24 horas y alcanza su nivel méximo a los 4 y 2
dias respectivamente. A diferencia de la induccién por agua, la actividad
GUS evaluada en respuesta al tratamiento con ABA desciende hasta los
niveles basales a los 4 dias de tratamiento coincidiendo con la aparicién
de sintomas cloréticos inducidos, especificamente, en respuesta a este
tratamiento. La induccién observada en respuesta al tratamiento con
icido jasmoénico se inicia a las 48 horas y se mantiene, al menos, hasta
los 6 dias examinados. Es importante resaltar que, los maximos valores
de actividad GUS detectados corresponden al tratamiento de flotacién en
agua por lo que, en base a estos resultados, es posible concluir que la
expresién dirigida por el promotor grnl se modifica de forma
significativa en respuesta a la alteraciéon del equilibrio osmético celular.

Del mismo modo se examino la expresién GUS dirigida por el
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Figura 14. Andlisis fluorimétrico de la activadad GUS dirigida por el
promotor gnl tras la flotacion de discos de hojas de plantas gn7/GUS en
agua, acido abcisico 100 pum y &cido jasmoénico 50 pm

promotor gn3 cuyos resultados mostraban los niveles constitutivos
observados en experimentos anteriores sin  experimentar
aparentemente, ninguna modificacidén, indicando que la regulacion de
dicho gen no se encuentra bajo el efecto de ninguno de los tratamientos

examinados, al menos en esas condiciones.

I11.4.2 Andlisis de la expresién de p(1,3)glucanasa en

respuesta al tratamiento con agentes abiéticos.
II11.4.2.1 Estrés osmético.

El estudio realizado se examiné en mds detalle mediante andlisis
del nivel de expresién de diversos genes relacionados con la defensa
vegetal en respuesta a los tratamientos de flotaciéon examinados. Se
extrajo RNA a distintos tiempos y se determiné la presencia de los
transcritos de interés mediante andlisis tipo Northern (figura 15).
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plantas gn1/GUS sometidos a flotacidn en agua, acido abcisico 100um vy 4cido jasmonico 50 pm.
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De acuerdo a los datos obtenidos en el ensayo fluorimétrico, el
nivel del mensajero gn2 se induce a las 8 horas de flotacion en agua
alcanzando mdximos niveles entre los 2 y los 4 dias de tratamiento,
mientras que con la aplicacién de ABA la induccién era menor y se
detectaba s6lo en las muestras de RNA correspondientes a las 24 y 48
horas. Durante el tratamiento con JA, se observaba un primer pico de
induccién del gen gn2 a las 8 horas seguido de un segundo pico de
induccién a las 48 horas de tratamiento. El nivel y la cinética de
acumulacién de los transcritos derivados del gen ch2 era similar a la
descrita para el gen gnZ.

Igualmente, los tratamientos analizados inducen la expresion del
gen Pin I, observdndose de nuevo los mdximos niveles en el
tratamiento de flotacién con agua. Un patrén de expresién similar al
detectado para el gen Pin Il se encontré cuando se empled el gen
Cu,Zn/SOD como sonda de hibridacién siendo, aunque, significativamente
mis bajos los niveles de induccién alcanzados (dato no mostrado).

Finalmente, no se detectdé la acumulacién de los transcritos
correspondientes a los genes PR-2 y PR-1 en ninguno de los tratamientos

examinados.

111.4.2.2 Estudio de la expresiéon de isoformas acidas y basicas

frente a tratamientos hormonales.

Se examind la activacién transcripcional de diversos genes
relacionados con la defensa vegetal en respuesta a los tratamientos con
ABA y JA, en este caso realizados mediante inyeccidon, y se compard con
la respuesta a los tratamientos con SA y etefén realizados también por

inyeccién. En este caso, se procedié a la extraccion del RNA total de las
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hojas a las 16, 24 y 48 horas después de la aplicacion de cada

tratamicnto.

Agua JA ABA SA ETE

16 24 48 16 24 48 16 24 48 16 24 48 16 24 48

Horas Horas Horas Horas Horas

Figura 16. Andlisis de |a expresion de genes relacionados con la defensa wvegetal
en hojas de plantas transgénicas de gnl/GLS Inoculadas mediante inyeccidn con
agua, acido jasmonico 50 wm (JA&), &cido abcisico 100 pm (ABA), acido salicllico
1mM (SA) y etefan 1mM (ETE).

Los resultados obtenidos en este estudio, mostrados en la figura
16, permiten concluir gue el gen gn2 se induce en respucsta a los cualro
tratamientos examinados correspondiendo el nivel midximo de
acumulacion al tiempo de 24 horas y prolongdndose en el caso del etefén
hasta, al menos, las 48 horas. Al igual que los resullados descritos para
el gen gn2, la expresion del gen PR-2 se induce en todos los tratamientos
examinados. No obstante los niveles alcanzados son significativamente
mds bajos y la mdxima acumulacién se detecté a las 48 horas de
tratamiento. La expresién del gen PR-I se induce, exclusivamente, en

respuesta a los tratamientos con SA y ctefén, detectindose la presencia
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de los transcritos correspondientes en todos los tiempos analizados. Un
patrén de expresién similar al descrito para el gen PR-1 se encontrd
cuando se examind la respuesta del gen Pin [II, aunque los niveles de
RNA inducidos mediante tratamientos con SA decaen a las 48 horas de
tratamiento, No se detectd ninguna sefial de hibridacién cuando se utilizd

una sonda derivada del gen Cu,Zn/SOD.

III.5 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS ENZIMAS
B(1,3) GLUCANASA EN RESPUESTA A LA INFECCION POR

MICROORGANISMOS PATOGENOS.

I11.5.1 Seleccién y caracterizacién de los sistemas huésped

patégeno estudiados.

Con objeto de examinar la participacién de los enzimas
B(1,3)glucanasa en la respuesta de defensa vegetal, asi como la de otros
genes de la planta involucrados en este proceso se seleccionaron dos
cepas bacterianas Pseudomonas syringae pv. syringae y Pseudomonas
syringae pv. tabaci que establecen una interaccién del tipo incompatible
y compatible, respectivamente, en plantas de tabaco.

Para disponer de un sistema planta patégeno adecuado, ademds de
seleccionar los microorganismos cuya interaccién se desea examinar, hay
que determinar, experimentalmente, la densidad de inéculo empleada.

Las condiciones experimentales mds adecuadas para desarrollar
este estudio se seleccionaron evaluando la aparicién y evolucién de
sintomas, por inspeccién visual diaria, aparecidos en las hojas de Ia
planta inoculada con distintas dosis de inéculo, Se eligieron tres dosis de
inéculo diferentes de 108 ufc/ml, 107 ufc/ml y 106 ufc/ml. La dosis mas

alta de inéculo (108 ufe/ml) no permitia diferenciar significativamente,
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de forma visual, la respuesta vegetal frente a las dos bacterias, durante
los primeros dias de la infeccién. La inoculacion con la bacteria P. s. pv.
tabaci provocaba, a esa concentracién, una lesién aparentemente similar
a la lesion hipersensible. Posteriormente, la infeccion progresaba con la
formacién de zonas cloréticas, que se extendian desde las zonas de
infeccién, ocupando una amplia superficie de la hoja. A diferencia de lo
que ocurre con esta bacteria, la infeccién provocada por la bacteria P. s.
pv. syringae no permitia observar, en ningin caso, la formacién de zonas
cloréticas alrededor de la zona hipersensible para ninguna de las dosis
de inéculo utilizadas, estando los sintomas en la hoja estrictamente
limitados a la zona de inoculacidén inicial.

Con la dosis de inéculo més baja, de 100 ufc/ml, se apreciaba una
disminucién y retraso en la aparicién y desarrollo de los sintomas en
respuesta a la infeccién con ambas bacterias. Esta dosis tampoco
permitia una distincién clara de los dos tratamientos durante los
primeros etapas de infeccion.

A diferencia de los resultados descritos, la dosis de indculo de 107
ufc/ml permitia distinguir con claridad la respuesta vegetal durante el
establecimiento de ambas interacciones huésped-patégeno. En las figuras
17 y18 se presenta la nomenclatura utilizada para designar los sintomas
que aparecen durante el establecimiento de Ias dos interacciones
huésped-patégeno examinadas, as{ como la fotografia de los estadios
sintomatoldgicos mas significativos para cada una de ellas. En el caso de
la bacteria P. s. pv. syrigae se observaba la evolucion tipica de una lesién
hipersensible. A las 24 horas de la infeccién era posible observar el
comienzo de la manifestacién de una lesién necrética que quedaba
claramente establecida y limitada al é4rea inoculada a los 4 dias post-
infeccién. A partir de este momento la lesiéon hipersensible - variaba sélo
en el grado de deshidratacién y necrosis del tejido infectado.
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D.p.i. 1 2 4 8 1.2 16
P.s.syringae|+/- + ++ +++ | ++++ | 4
P.s.tabacci | 0 0 1 2 3 4

Figura 17.

Nomenclatura utilizada para definir la sintomatologia observada
durante el establecimiento de las interacciones planta-patdégenc
incompatible (p. s. pv. syringae) y  compatible (P. s. pv. tabaci)
examinadas

+/-, area infiltrada visible, aungue no necrbtica; +, area infiltrada visible can
necrosis suave, ++, necrosis definida; +++, necrosis intensa; ++++, necrosis
Intensa con maximo nivel de deshidratacion,

0, no sintomas; 1, clordsis suave; 2, lesiones necroticas aisladas rodeadas de
areas clordticas; 3, intensas areas necroticas rodeadas de clordsis: 4, necrosis
rodeadasde extensasareascloroticas.,

Figura 18. Evolucion de los fenotipos resistente (arriba) y suceptible (abajo) de

plantas de N.tabacurn inoculadas con las bacteria P, 5. pv. syringae (arriba) y P. s.

pv. tabaci (abajo), respectivamente, Los sintomas representadas corresponden a los
siguientes tiempos post-inoculacién: A, 24h; B, 2 dias; C, 4 dias; D, 8 dias;

E, 4 dias; F, B dias; G, 12 dias y H, 16 dias.
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En el caso de la bacteria patégena P. s. pv. tabaci se apreciaba el
establecimiento y evolucién de una infeccién que progresaba desde el
area inicialmente inoculada. La apariciéon de los sintomas, en este caso,
también difiere temporalmente de la interaccién incompatible
anteriormente mencionada. Sélo a los 3-4 dias después de la inoculacidén
comenzaban a detectarse los primeros sintomas de la enfermedad
consistente en un ligero amarilleamiento del drea infiltrada seguido de la
formacién de lesiones necréticas de pequefio tamaiio. Ambos sintomas
avanzaban, progresivamente, ocupando todo el 4rea inoculada entre los
4 y 8 dias post-infeccién., Eventualmente, a los 8 dias podian ser
observados los primeros indicios de la progresién de la infeccién por la
aparicién de bordes cloréticos alrededor del drea inicialmente infectada,
que progresan paulatinamente hasta los 16 dias analizados donde podia

observarse un evidente avance del dafio tisular.

II[.5.2 Analisis de la expresiéon dirigida por el promotor gnl
durante el establecimiento de una interaccién del tipo

incompatible en plantas de N.tabacum.

Anteriormente a este trabajo, la induccién de la expresién del gen
gni habia sido observada a las 24 y 48 horas post-inoculacidn,
identificdndose que dicha expresién ocurria preferentemente, en las
células que ocupan los bordes de la lesién hipersensible. Con el fin de
extender estos andlisis se procedié a examinar dicha expresién durante
la formacion y aparicion de la lesién, y a determinar el tiempo minimo
necesario para gque tenga lugar la induccién del gen mencionado. Para
ello, se determind la actividad GUS en plantas transgénicas gnl//GUS

inoculadas con la bacteria necrotizante P. syringae pv.syringae y se
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realizé un andlisis, a nivel histoquimico, de la expresién dirigida por el
promotor gnl a distintos tiempos post-inoculacidn.

Las infecciones se realizaban en pequefios sectores de una de las
dos mitades de cada hoja ensayada. Como controles se analizaban
secciones de tejido sin tratar de la mitad de la hoja opuesta a la
infectada. Todas las plantas fueron inoculadas en la cuarta hoja. Se
cortaron las secciones de tejido fresco que abarcaban el drea inoculada vy,
posteriormente, fueron incubadas con el substrato cromogénico X-Gluc
(5-bromo-4-cloro-3 indol-beta-D-acido glucurénico cyclohexylamonium
salt) segun se describe en el apartado de Materiales y Métodos. Los
resultados de este andlisis se muestran en la figura 19. Las secciones
analizadas 12 horas después de la inoculacién revelaban la presencia de
niveles bajos de actividad, que aumentaba a las 24 horas, ocupando en
ambos tiempos todo el drea infectada. A partir de las 48 horas, y hasta
los cuatro dias post-infeccion, se observé una disminucién paulatina en
la actividad GUS correspondiente al interior de la zona inoculada
comenzando a desaparecer la coloracién azul por la zona central de dicho
drea. A los cuatro y ocho dias post-inoculacién, cuando los sintomas
externos caracteristicos de la lesién hipersensible estaban claramente
establecidos, la actividad GUS se localizé casi exclusivamente en las
células que bordean la zona necrética. Este patrén de expresidon se
mantiene, igualmente, en las muestras analizadas a los 12 dias post-
inoculacién, cuando la lesién hipersensiblie mostraba sintomas patentes
de deshidratacion y muerte celular. Desde este momento y hasta los
dieciseis dias post-inoculacién se observaba una evidente disminucién
de la actividad hasta su total desaparicidn.

De forma paralela se realizé un andlisis fluorimétrico para

cuantificar la actividad observada durante la interaccién examinada,
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Figura 19. Analisis histoquimico de actividad GUS en plantas transgénicas
gn1/GUS inoculadas con la bacteria P, 5. pv, syringae. La localizacion de actividad
GUS se realizé a las 24 horas (A); 2 dias (B); 4 dias(C); B dias (D); 12 dias
(E) ¥ 16 dias (F) post-inoculacion.
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cuyos datos se muestran en la figura 20. Desde las 24 horas fue posible
detectar claros niveles de induccidén que aumentaban, progresivamente,
hasta los 8 dias post-inoculacién, tiempo al que se observd el midximo
nivel de actividad GUS. A los 12 dias y hasta los 16 dias la actividad
evaluada disminuye equipardndose a la detectada a las 24 horas de
infeccion.

En ningun caso se deteetd actividad GUS en los lragmentos de hojas
procedentes de plantas no tratadas que fueron examinados y utilizados

como control.
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Figura 20, Analisis fluorimétrico de la actividad GUS en plantas transgénicas
gn1/GUS inoculadas con Iz bacteriz P, 5. pv. syringae (barras azules), y en tejido
sano sin inocular (barras rojas)

80



Resultados

Estos resultados indican que la induccién de la expresion gnl/Gus
precede a la aparicién de los sintomas y desaparece con ¢l completo
colapso celular del érea infectada, lo que permite establecer una
correlacién directa entre la induccién de la expresién del gen gn/ y la
programacién del proceso de muerte celular caracteristico de la reaccién
hipersensible.

I11.5.3 Anadlisis de la expresion dirigida por el promotor gnl
durante el establecimiento de wuna interaccién compatible en

plantas de N.tabacum.

El estudio de la interaccién compatible se llevé a cabo
paralelamente al descrito anteriormente, por lo que Ios tiempos
seleccionados y las condiciones de incubacién de los microorganismos
utilizados foeron los mismos que aquellos establecidos para el estudio
anterior.

El andilisis histoquimico de actividad GUS permitid6 observar una
ligera coloracién azul, a las 24 horas post-inoculacion que se distribuia
homogenea y paulatinamente dentro del drea inoculada. La actividad
detectada aumentaba progresivamente, tanto en intensidad como con
respecto al drea afectada, durante la infeccién pudiendose observar, a los
8 dias post-infeccién, la expansiéon de la zona tefiida fuera del drea
inoculada. A este tiempo, se podia apreciar el inicio del avance de los
sintomas cloréticos en el tejido adyacente al infectado inicialmente,
coincidiendo este 4drea con la localizacion de la actividad GUS. Entre los
12 y 16 dfas post-infeccion, la actividad GUS se detectaba fuera del drea
afectada, induciendose en todo el tejido foliar afectado por el daifio
tisular que acompaifia al avance de la infeccidén, figura 21. A su vez, la

actividad desaparece del drea inicial inoculada en donde se manifiesta
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Figura 21. Analisis histoguimico de actividad GUS en plantas transgénicas gn1/GUS
inoculadas con la bacteria P, s. pv. tabaci. La determinacion de la actividad GLIS se
realizd a las 24 h (A), 2 dias (B), 4 dias (C), 8 dias (D), 12 dias (E) y 16 dias (F)
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una intensa necrdsis y , por tanto, deshidratacion y muerte del tejido

alcctado.
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Figura 22. Andlisis fluorimétrico de fa actiidad GUS en plantas transgenicas
gn1/GUS inoculadas con la bacteria P. s. pv. tabaci (barras azules) ¥ en tejido sano
sin inocular (barras rojas).

La actividad GUS por ensayo fluorimérico fue medida también en
este experimento. Como se muestra en la figura 22, no se detectaba un
aumento significativo de actividad hasta los 2 dias post-inoculacién, al
igual qgue lo observado en el examen histolégico. Estos niveles se
mantenian practicamente iguales hasta los cuatro dias post-infeccién
aumentando, significativamente, a los ocho dias de infeccién donde se
detectvo el miximo wvalor de actividad. Dichos valores experimentaban,
s6lo, un ligero descenso a los 12 y 16 dias debido, probablemente, a la
induccion de la actividad en el lejido infectado durante el avance de la

enfermedad.
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En la mitad de la hoja utilizada como control, no se observaban
sintomas, y tampoco se detectd induccién en la actividad GUS, para
ninguno de los ensayos realizados.

El hecho de que la actividad GUS se induzca en esie tipo de
interaccién indica, que la induccién del promotor gn/ no es exclusiva del
establecimiento de una interaccién incompatible. Estos resultados ponen
de manifiesto, ademds, que durante una interaccién compatible, la
expresién dirigida por dicho promotor no se restringe al drea inoculada,
cé6mo en el caso de un lesién hipersensible, si no que se localiza en todas
aquellas regiones infectadas que muestran sintomas o que los

desarrollardn posteriormente.

111.5.4 Ansalisis de 1la respuesta de defensa en plantas

senescentes.

Para investigar si el aumento de actividad basal f§(1,3)glucanasa
detectado en las hojas de plantas sanas después de la floracién, modifica
de alguna manera, el establecimiento de la interaccién huesped-
patégeno, se procedié a inocular las cepas bacterianas, P. s. pv. syringae
y P. s. pv. tabaci, en plantas gn!/GUS durante el inicio de la senescencia,
aproximadamente 6 dias después de la floracion. Las plantas
seleccionadas presentaban ligeras variaciones de desarrollo, pero en
todos los casos, las tres hojas mds bajas presentaban sintomas claros de
amarilleamiento.

Se utilizé la dosis de inoculo de 107ufc/ml  establecida
anteriormente para nuestros estudios y se evalu¢ mediante inspeccidn
visual diara la aparici6n y evolucién de los sintomas,

A las 24h de Ia inoculacién con la bacteia P. s. pv. syringae podian
distinguirse, en las tres hojas mds bajas de la planta lesiones
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hipersensibles totalmente desarrolladas, a diferencia de lo que ocurre en
las hojas apicales para las que, a ese tiempo, empiezan a vislumbrarse
los primeros sintomas de infeccion. En estas hojas (apicales), la infeccion
progresa formando una clara reaccion hipersensible cuyo, desarrollo se
adelanta ligeramente al observado anteriormente en las hojas de plantas
jévenes. El daiio observado es, sin embargo, mayor en las hojas basales
de la planta en la que las lesiones exhibian un dafio tisular mayor que el
contemplado normalmente, mostrando, a los 6 dias post-infeccién, el
drea inoculada totalmente deteriorada aunque siempre limitada al drea
infectada inicialmente.

La respuesta a la infeccion con la bacteria P. s. pv. tabaci se
desarrollaba de forma similar a la descrita para la bacteria incompatible
de manera que en las hojas basales de la planta se producia una rdpida
necrdsis del d4rea inoculada que posteriormente, entre los 5 y 6 dias
post-infeccién sobrepasaba dicho drea produciendose una clorosis muy
intensa sobre la ya existente.

Se procedi6, entonces, a realizar el estudio histoquimico que se
muestra en las figuras 23a y 23b. Al igual que para el primer ensayo, se
utilizaron plantas ya florecidas y con caracteristicas senescentes
similares a las descritas anteriormente. Como control se utilizaron
plantas jévenes (de 5 semanas) donde la evolucién de la reaccién
hipersensible era conocida. Los ensayos se llevaron a cabo a un dia, tres
dias y seis dias después de la inoculacién con la dosis bacteriana
establecida (107 ufc/ml). Las hojas analizadas fueron las dos primeras
hojas mas bajas, como senescentes, y la octava hoja, como hoja joven
totalmente expandida. Se inoculé una mitad de la hoja utilizando la otra
mitad como control de los niveles basales de actividad GUS. Desde las 24
horas, se observaban en las hojas basales de la planta inoculada con la
bacteria P. s. pv. syringae, lesiones hipersensibles claramente definidas,
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P. 5. syringae P. s. tabaci

Control +/ - + ++ 0 0 1
g +/- + —_ 0 0 1
2* H | [0 3 4
10 H |+ ) O 3 1
1 3 6 1 3 6

Figura 23a.

Nomenclatura utilizada para definir la  sintomatologia observada  durante

el establecimiente de las interacciones planta-patdgeno incompatible

(P. 5 pv. syringae) y compatible (P. s. pv. tabac) en [a senescencia,

1.3 v 6 rpresentan los dias examinados.

+/-, area infiltrada visible, aunque no necrotica; +, drea infiltrada visible con
necrosis suave, ++, necrosis definida; +++, necrosis intensa: ++++, necrosis
intensa con maxime nivel de deshidratacian,

0, no sintornas; 1, clordsis suave; 2, lesiones necréticas aisladas rodeadas de
areas cloroticas; 3, intensas areas necréticas rodeadas de clordsis; 4, necrosis
rodeadas de extensas areas cloroticas.

Figura 23b. Deteccion histoquimica de la actividad GUS en la 1* y 2* hojas
de plantas senescentes después de la infeccion con P. s pv. syringae 24h (A)

y 6d (B) y con P. 5. pv. tabaci 48h (C) v 6d (D).
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detectdndose altos niveles de actividad GUS por todo el tejido analizado
excepto en la zona inoculada. Este patrén de expresion contrasta con 1o
que ocurre en plantas jovenes a este tiempo de infeccién, en donde la
actividad GUS se localiza en el interior del drea infectada. Los fragmentos
sin inocular, utilizados como control de estas hojas senescentes,
presentaban altos niveles constitutivos de actividad GUS. En ocasiones
era posible detectar un incremento en la actividad GUS, mds intenso que
¢l nivel basal constitutivo, en las células que rodean la zona
hpersensible. Este patrén de expresién se observaba con mds frecuencia
cuando el andlisis se realizaba a la 12 horas post- infeccién.

El estudio de la interaccién compatible permitia observar la
formacién de lesiones necréticas en las hojas basales de la planta a las
48 horas de la infeccién. A este tiempo, al igual que a tiempos
posteriores, no se observaba actividad GUS en las células
correspondiente al drea inoculada, pero si en el resto del tejido
examinado, cuya coloracién azul se intensificaba a tiempos posteriores
de infeccién. Solo en infecciones examinadas a las 12 horas post-
inoculacién se podia distinguir una debil coloracién azul dentro del drea
inoculada y que, probablemente, representa la disminucién de la
coloracién basal determinada en las hojas senescentes no tratadas.

La octava hoja verde, de plantas senescentes, al igual que las hojas
de plantas control de 5 semanas, mostraban un patrén sintomitico y de
expresion GUS igual al descrito anteriormente en las infecciones en
plantas jdévenes,

Con muestras obtenidas de las mismas hojas que para el ensayo
histolégico, se realizd un ensayo fluorimétrico de la actividad GUS que
revelaba la presencia de altos niveles de expresion en las hojas bajas, de

plantas senescentes no tratadas.
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Los resultados muestran que en las hojas senescentes donde los
niveles de expresién del gnl son mdas altos que en una hoja superior
verde, la aparicién y establecimiento de los sintomas es mds rdpido, y
que a pesar de haber unos niveles de expresién GUS altos se sigue
observando la induccidon de dicha expresion frente a una infeccidn.

Ademds durante una interaccién compatible la invasion del tejido
adyacente no infectado y el dafio provocado por esta infeccién es mds

rapido en estas hojas.

I11.5.5 Analisis transcripcional de las isoformas

B(1,3)glucanasa 4cidos y bdsicos en respuesta a la infeccién

por las bacterias P. s. pv, syringae y P. s. pv. tabaci,

Para detectar los productos de transcripciéon de los diferentes
genes de P(1,3)glucanasa de interés, se realizé un ensayo tipo Northern
utilizando RNA total extraido de hojas infectadas con la bacteria P. s. pv.
syringae en un caso, y con la bacteria P. s. pv. tabaci en otro. Una vez
fraccionado por electroforesis y transferido a una membrana de nylon se
hibridé con sondas radiactivas de los clones de glucanasas aislados. Los
tiempos examinados fueron los mismos utilizados para los andlisis
histoquimicos y fluorimétricos descritos en los apartados anteriores,
IL.5.2 y IIL5.3.

L.a inoculacién de los microorganismos se hizo por inyeccién,
utilizando en todos los casos ensayados, plantas de 6 semanas
aproximadamente, donde se llevé a cabo el estudio de la induccién de la
expresiéon a nivel local. Para el andlisis de la respuesta sistémica, se
utilizé la mitad de hoja opuesta a la infectada (SAR1) y la hoja superior a
esta (SAR2) de los cudles, igualmente, se extrajo RNA a los tiempos
indicados. Como controles se¢ extrajo RNA partir de plantas sanas no
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tratadas. Las sondas radiactivas especificas para cada gen, se
sintetizaron por transcripcién in vitro en presencia de laP32] CTP, segin
se describe en Materiales y Métodos. Una banda correspondiente al
tamafio esperado para el gen gn2 se detectd a nivel local en ambas
infecciones, figura 24. Una debil induccién de la expresion gn2 era
visible a las 12 horas post-infeccion, aumentando gradualmente para
alcanzar su mdximo nivel entre los 2 y 4 dias post-inoculacién. El patrén
de induccién era similar en ambas interacciones aungue la expresién del
gen gnZ2 se prolongaba al menos 4 dias mdas, en la interaccién
incompatible, siendo claramente visible hasta los 12 dias desde el inicio
de la infeccion. Un patrén similar se obtuvo al analizar la expresion de la
chitinasa bdsica (Ch2), prolongindose, ademds, la induccién de este gen
hasta los 16 dias post-infeccidon en la interaccién incompatible.

Para analizar Ia expresion de las glucanasas dcidos se utilizé como
sonda la correspondiente a la PR-Z de tabaco, seleccionada en ensayos
anteriores. Igualmente se realizaron hibridaciones sobre la misma
membrana con €l clon de la PR-la. Los resultados obtenidos sefialaban
que aunque el perfil de expresién era similar para los dos genes
examinados, sus mensajeros no se acumulan de forma idéntica. Mientras
el clon de la PR-1, mostraba durante la interaccién incompatible, una
induccién progresiva y creciente desde las 24 horas hasta los 16 dias, en
la hibridacién con el clon de la PR-2 se observaba una ligera induccién a
las 12 y 24 horas que disminuia, casi por completo hasta los 8 dias post-
infeccién volviendo a detectarse a los 12 y 16 dias donde los niveles de
acumulaciéon de los correspondientes mensajeros, eran superiores a los
observados inicialmente.

La induccién de la expresion de los genes PR-I1 y PR-2, en
respuesta a la inoculacién con la bacteria compatible, se detectaba
inicialmente a los 2 dfas post-infeccidén, alcanzando mdédximos niveles
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entre los 4 y 8 dias disminuyendo, posteriormente, en las muestras de

RNA extraidas a los 12 y 16 dias post-inoculacién.

Horas Dias Horas Dias
12 1 2 4 8 12 16 12 1 2 4 8 12 16
L
n?| Ge@= o000
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Figura 24. Andfisis de ia expresion de genes relacionados con [a defensa
vegetal, a nivel local, durante la interaccién huesped-patdgenc en plantas
de N. tabacum. La extraccibn de RNA se realizd a los tiempos indicados
después de la inoculacibn con P. s. pv. syringae (derecha) y P. s. pv. tabaci
{(izquierda).

Como marcador de 1a respuesta al dafio mecdnico se examiné la

induccion de la expresiéon del gen del inhibidor de proteasas de tabaco,

Pin II. La

hibridacién con la sonda derivada de dicho gen demostraba

que, al igual que lo que ocurre con los genes descritos anteriormente, la

expresion del gen Pin II se induce en respuesta a la infeccién por las dos
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bacterias examinadas. Sin embargo, la activacion de este gen era mds
rapida en la interaccién incompatible, en la que, ademds, se prolongaba
hasta los 16 dias post-infeccién.

Finalmente, se analizd la expresidén del gen Cu,Zn/SOD (citosdlica) de
la superéxido dismutasa, examinada como marcador del estrés oxidativo
que ocurre en la célula vegetal durante una infeccién. El patrén de
expresion detectado para dicho gen es similar al descrito anteriormente
para el gen Pin II

Como conclusién mas relevante del estudio realizado cabe resaltar
que, en ningdn caso, la induccion de la expresidén de los genes analizados
ocurre exclusivamente en alguna de las dos interacciones, sin embargo,
la activacién génica es, generalmente, mds rdpida y prolongada en la

interaccién incompatible,

IFI.5.6 Analisis de la induccién sistémica de los genes de

defensa vegetal.

El andlisis de la induccién de los enzimas $(1,3)glucanasa durante
la respuesta sistémica adquirida (SAR) y, de su implicacién en la defensa
vegetal generalizada en tejidos no infectados, se llevé a cabo con el
estudio de la expresién de los mismos clones seleccionados para el
ensayo de la respuesta local, en ambas infecciones. En los resultados
obtenidos a nivel de SARL (figura 25) y SAR2 (figura 26) se puede
observar que la expresion de los genes correspondientes a las distintas
proteinas PR examinadas, gn2, ch2, PR-2 y PR-la se induce

sistémicamente en los dos tipos de tejidos, SAR 1 y SAR 2.
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Horas Dias Horas Dias
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Figura 25. Analisis de la expresion de genes relacionados con la defensa
vegetal, a nivel SAR1, durante la interaccidn huesped-patégeno en plantas

de N. tabacum. La extraccién de RNA se realize a los tiempos indicados

después de la inoculacién con E. s pv. syringae (derecha) y P. s. pv. tabaci
fizquierda}.
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De nuevo los patrones de expresién de los genes bdsicos, gn2 y chZ,
presentan cinéticas paralelas entre si, aunque, en ambos tejidos, la
induccién del gen ch2 es significativamente menor que la correpondiente
al gen gn2. La induccién de la expresién de ambos genes, en los tejidos
sistémicos, es menor que la que se alcanza en la zona de inoculacidn
(respuesta local), aunque, la acumulacién de transcritos derivados de los
genes gn2 y ch2 se mantiene hasta los 16 dias en el tejido sistémico SAR
1 mientras que, en la respuesta local, no se detectan dichos RNAs a los
12 y 16 dias de la infeccidn. El andlisis de la expresién del gen PR-Ia en
el tejido sistémico SAR1 indica, que la induccién de este gen es mds
intensa y mas rapida que la induccidén caracterizada en la respuesta
local. Este resultado difiere del resto de los genes examinados en los que,
la induccién en los tejidos sistémicos, estd siempre retrasasda con
respecto al tiempo de induccioén correspondiente a la respuesta local.

Los resultados obtenidos con los genes PR-2 y PR-Ia mostraban
también cinéticas de induccién muy similares que difieren
significativamente de las descritas para los isoenzimas bdsicos. Estos
resultados indicaban que mientras que la expresiébn de ambos genes se
inducia a las 12 horas en las muestras SARI, no era posible detectar
dicha expresion hasta los 8 dias a nivel SAR2. Ademds, fue posible
comprobar que si en las muestras SAR1 la activacién de la expresién es
mis intensa en [a interaccion incompatible, a nivel SAR2 Io es en la
interaccidon compatible.

La acumulacién de los mensajeros correspondientes a los genes Pin Il y
Cu,Zn/SOD no fue detectada en ninguno de los dos niveles sistémicos
analizados.

Finalmente, el estudio que se llevé a cabo en las plantas control no
tratadas revelaba la ausencia de expresiéon de los transcritos analizados
en los tres niveles, local, SAR1 y SAR2 examinados en este experimento.
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Horas Dias Horas Dias
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Figura 26. Andlisis de la expresion de genes relacionados con la defensa
vegetal, a nivel SARZ, durante la interaccién huesped-patdgeno en plantas

de N. tabacum. la extraccion de RNA se realizé a los tiempos indicados

después de la
(izquierda).

inoculacion con P. s. pv. syringae {derecha) y P. s. pv. tabaci
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I11.6 INDUCCION DE LA RESISTENCIA VEGETAL MEDIANTE
ACTIVACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE DEFENSA.

De acuerdo a los resultados descritos en el apartado anterior, la
expresion de los genes PR analizados se induce local y sistémicamente
durante el establecimiento de los dos tipos de interacciones, compatible
¢ incompatible examinados. Igualmente, hemos podido comprobar, que
la expresion de dichos genes se induce en respuesta a diversos
tratamientos abidticos. En base a estos resultados, hemos procedido a
examinar si la induccién génica detectada en respuesta a ambos tipos de
tratamientos (biéticos y abioéticos) y, por tanto, la consecuente
produccién de las proteinas codificadas modifica la respuesta de la
planta en el establecimiento de una nueva interaccién huésped-

patégeno.

IT1.6.1 Induccién de la proteccién por tratamientos con

microorganismos patégenos y no patégenos del huésped.

Se procedid a inocular plantas de N. rabacum con P.s. pv. syringae
y con la bacteria P. s. pv. tabaci en la mitad de una hoja como en ensayos
anteriores. A los ocho y dieciseis dias post-inoculacién cuatro de las
plantas inoculadas con Ia bacteria incompatible, eran infectadas por
segunda vez con cada una de las dos cepas microbianas ensayadas
(cuatro plantas con la bacteria P. s. pv. syringae y cuatro con P. 5. pv.
tabaci ).

El estudio se realizé sobre la hoja superior a la infectada, descrita
anteriormente como SARZ2. Del mismo modo, se procedié a inocular
plantas tratadas inicialmente con la bacteria P.s. pv.tabaci, con las dos

bacterias objeto de estudio. Los tratamientos de las dos bacterias se
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hicieron siempre al mismo tiempo para asegurarnos de que utilizabamos
las mismas condiciones y el mismo inéculo en cada caso. Como control
negativo se inocularon con agua plantas que serian sometidas,
igualmente, a infecciones secundarias con ambas bacterias patdgenas.
Como en ensayos anteriores el alcance de las infecciones se evalud
mediante inspeccidén visual diaria de las plantas.

Los tiempos de 8 y 16 dias, seleccionados para hacer la inoculacién
con el microorganismo desafiante, se eligieron en base al patrén de
induccién sistémica obtenido para los genes examinados. Asi, mientras la
acumulacién de los mensajeros correspondientes a los isoenzimas
bdsicos, gn2 y ch2, en el tejido sistémico, ocurre entre 1 y 8 dias post-
infeccién, la induccién de los isoenzimas A4cidos, PR-1 y PR-2, se inicia a
los 8 dias y se mantiene, al menos, hasta los 16 dias después de la
inoculacion.

Los resultados obtenidos de los ensayos realizados a los 8 dias
post-infeccion, se reflejan en la figura 27, donde se representa de
acuerdo a la nomenclatura descrita en la figura 12, los sintomas que
aparecen en respuesta a la segunda inoculacién bacteriana. La respuesta
de la planta a la infeccién con la bacteria P. s. pv. syringae, 8 y 16 dias
después de una infeccidén inicial con la misma bacteria, es similar a la
obtenida en plantas control no sometidas a ningdn tratamiento. Se
observa, sin embargo, un adelanto de aproximadamente 24 horas en la
aparicion y formacién de la reaccién hipersensible que ocurre,
igualmente, al inocular con la bacteria P. s. pv. syringae en plantas
preinoculadas durante 8 dias con la bacteria P. s. pv. tabaci.

Es de interés destacar, que la sintomatologia desarrollada en
respuesta a la inoculacion con la bacteria P. s. pv. tabaci, en plantas
preinoculadas con cualquiera de las dos cepas examinadas, varia,
significativamente, con respecto al desarrollo normal de la infeccién de
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lo

Sin preinécu

A

Prein6culo

B

Preinoculo

D.p.i. 1 2 4 8 i2 16
P.s.syringae| +/- | + ++ | | A |
P.s.tabacci 0 0 1 2 3 4

D.p.i. 1 2 8 12 16 20
P.s.syringae| 4 | Ft | | A |
P.s.tabacci 0 2 FIESFIRN I FI— ERP

D.p.i. 1 2 8 12 16 20
P.s.syringae| <+ +++ | +4+4++ | ++++ | | S
P.s.tabacci + +++ ++4++ +4+++ ++4+ 4

Nomenclatura utilizada para definir la sintomatologia observada durante el
establecimiento de las interacciones planta-patégeno incompatible

(p. 5. pv. syringae) y compatible (P. s. pv. tabaci) examinadas :

+/-, area infiltrada visible, aunque no necrética; +, area infiltrada visible con
necrosis suave; ++, necrosis definida; +++, necrosis intensa; ++++, necrosis

intensa con maximo nivel de deshidratacion.

0, no sintomas; 1, clorésis suave; 2, lesiones necréticas aisladas rodeadas de
&reas cloréticas; 3, intensas dreas necréticas rodeadas de clorésis; 4, necrosis

rodeadas de extensas areas clordticas.

Las (+) representan lesiones muy similares a las hipersensibles.

Figura 27. Representacién sintomatica de la sintomatologia desarroliada en respuesta
a la infeccion con P. s. pv. syringae y P. s. pv. tabaci en plantas preinoculadas 8 dias
antes con las bacterias descritas:
P. s. pv. syringae, preindbculo A y P. s. pv. tabaci, preinéculo B.
El significado preciso de la nomenclatura utilizada se describe en la figural7 con
excepcion de los simbolos representados en letra azul que comresponden la la formacion
de un area necrotica similar a una reaccién hipersensible, pero rodeada de un halo
clorético.
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dicha bacteria en plantas control no sometidas a ningin tratamiento, Asf,
en ambos casos, se produce una clara aceleracidn en la aparicién de
sintomas que ocupan, ademds, todo ¢l drea inoculada a Liempos
tempranos de infeccion, concretamente a las 24 horas en plantas
preinoculadas  con P, 5. pv. fabaci y a las 48 horas en plantas
preinoculadas con P.os. pv. syringae. En claro contraste a estos resultados,
la necrosis completa del drea inoculada con la bacteria P. 5. pv. tabaci en

plantas control se desarrolla a los ¥ dias post-infeccion.

Prein6culo B

P. 5. pv. syringae P. 5. pv. tabaci

Figura 28.  Analisis de la sintomatologia en respuesta 2 la infeccion con P. s. pv.
syringae (A} v P. s. pv. tabaci (B), en plantas preincculadas con la bacteria P, s, o,
tabaci.

Como se muestra en la figura 28, las lesiones necrdticas producidas
por P. 5. pv. tabaci en los experimentos de reinoculacidon, muestran
inicialmente un aspecto similar a las lesiones caracteristicas de la
reaccién hipersensible, evolucionando posteriormente de forma
diferente mediante formacién de un drea de clordsis alrededor de la

zona necrotica, La clorosis observada progresa con mayor lentitud que
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en las plantas no pretratadas, y de hecho se encuentra restringida a la
zona que rodea la necrosis, al menos hasta los 20 dias de infeccion para
las plantas preinoculadas con P. s. pv. syringae. No ocurre asi en el caso
de plantas preinoculadas con P. s. pv. tabaci, en donde la evolucién de la
clorosis estd limitada hasta aproximadamente los primeros 16 dias de
infeccién para posteriormente, a los 20 dias de infeccién, avanzar sobre

el drea adyacente a este drea.

I11.6.2 Estudio de la induccién de protecciéon por tratamientos

abiodticos.

Segin se comprobdé a lo largo de este trabajo, la expresién de los
genes relacionados con la defensa vegetal se induce, no s6lo en respuesta
a la infeccién por un microorganismo patdgeno, sino también mediante
tratamientos con diversos compuestos celulares implicados en la
activacién de su expresién. Ademds, los compuestos examinados (SA,
ETE, ABA y JA) no afectan por igual a los genes caracterizados, sino que
actian de forma especifica sobre determinados de ellos.

En base a estos resultados, se procedié a examinar si el
pretratamiento de la planta con los inductores caracterizados, modificaba
de alguna manera su interaccién con las bacterias patdgenas P. s. pv.
syringae 'y P. 5. pv. tabaci. Para ello, se someti6 a las plantas a
tratamientos con los cuatro agentes inductores examinados y se
inocularon, posteriormente, a los dos y cuatro dias de dicho tratamiento,
la hoja tratada y la hoja sana superior con ambas bacterias. Como control
negativo se¢ inocularon con agua dos plantas que serfan sometidas,
igualmente, a ambas infecciones patégenas. El alcance de las infecciones

se evalué mediante inspeccién visual diaria de las plantas, figura 29.
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Ademds se hizo un andlisis comparativo de los sintomas utilizando
plantas infectadas no pretratadas.

La Inoculacién con P. s. pv. syringae, en plantas pretratadas con
ABA, JA, y SA no produce ningin sintoma visible en las primeras 48h de
infeccién, a diferencia de lo que ocurre en las plantas control no tratadas,
en las que a las 48h de infeccién se distingue claramente la formacién de

una lesién hipersensible débil.

0 N c N N/7C N N/7C N N N

Figura 29. Analisis a nivel local (L} y a nivel sistémico (S), barras coloreadas
de la manifestacién y reduccién de sintomas durante la infeccidon con P. s. pv.
syningae, en plantas de tabaco pretratadas 48 horas antes con SA, ETE, JA, ABA.
Sélo en el caso del tratamiento con SA se detectd una reduccidn practicamente
total de la manifestadon de la reaccidon hipersensible, La nomendatura utilizada
en este ensayo es :(0), ausencia de sintomas; (C), dordsis; (N/C), dordsis y
necrdsis y (N), reacdédn tipica hipersensible.

El pretratamiento con etefén, también produce un retraso en la
aparicién de sintomas, aunque 48h después de la inoculacién con P. 5. pv.
syringae es posible distinguir un ligero amarillamiento en la zona
infectada. En las plantas inoculadas inicialmente con agua, el
establecimiento de una reaccién hipersensible, era indistinguible de la

sintomatologia mostrada por plantas sanas no pretratadas.
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A partir de los 3 dias, las plantas que habian sido pretratadas con
ABA y JA empezaban a mostrar dentro del d4rea inoculada, zonas
necréticas y cloréticas cuya severidad era ligeramente superior para las
plantas pretratadas con JA. A este tiempo (7 dias post-infeccién) todavia
no se observaba ninguna sintomatolégia en respuesta a la infeccidén en
las hojas pretratadas con SA, siendo solo entre los 9 y 12 dias post-
infeccién cuando se podia observar un ligero amarilleamiento, limitado
al interior del 4rea inoculada con la bacteria, en aproximadamente el
40% de las zonas inoculadas.

Al igual que los resultados descritos en el pretratamiento con SA y
posterior inoculacién con P. s. pv. syringae, el tratamiento con etefén
produce una clara reduccién del dafio celular inducido por la bacteria, de
manera que no se observa formacién de zonas necréticas a niguno de los
tiempos examinados y solo se observa el amarillamiento de la zona
infectada por la bacteria.

En todos los casos examinados, la inoculaciéon con la bacteria P. s.
pv. syringae en las hojas inmediatamente superiores a las hojas
pretratadas con los distintos compuestos descritos (ABA, JA, SA, y
Etefon) provoca la formacién de una reaccién hipersensible tipica que,
aparentemente, no difiere de la observada en una planta control sin
pretratar.

Un perfil sintomitico diferente al descrito con la bacteria P. 5. pv
syringae se observé con la infeccién compatible para la que, a los dos
dias de pretratamiento con los compuestos ABA, JA, y ETE, no se
observaba ningidn signo de proteccidon aparente. No ocurria asi, sin
embargo, con el tratamiento con SA, para el que se podia observar los
mismos niveles de proteccidn frente a la infeccién con P. s. pv. tabaci que

los descritos anteriormente para P. s. pv. syringae con las dos bacterias.
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Cuando la inoculacién bacteriana se realizaba a los 4 dias del
pretratamiento, se observaba, para los cuatro compuestos analizados, un
retraso en la aparicién de sintomas de hasta 5-7 dias post-infeccion. Este
retraso se prolongaba hasta 15 dias, aproximadamente, en el tratamiento
con etefén, resultando, de nuevo, en una proteccion total cuando el

pretratamiento habia sido realizado con SA (figura 30).

0 N c 0 N/C N N/C N N N

Figura 30. Andlisis a nivel local {L} y a nivel sistémico (S), barras coloreadas
de la manifestacidn de sintomas en plantas de tabaco en respuesta a la infeccién
con P. s. pv. syringae 4 dias después de la inoculacion con addo salicilico (SA),
etefén (ETE), &cido jasmoénico(JA) y addo abdsico (ABA). La nomenclatura
utilizada para este experimento es la siguiente: (0), ausencia de sintomas; (C),
clordsis y (N/C), sintomas dorésis y necrosis, y (N) para la reaccidn tipica
hipersensible. En el caso del tratamiento con acido jasmoénico las lesiones
necrdticas predominaban sobre la clordsis casi un 20% mas que cuando se
utilizaba ABA como tratamiento.

Es interesante rtesaltar que, a diferencia del resto de los
tratamientos examinados, el pretratamiento con etefén confiere
proteccién sistémica frente a la infeccion con las dos cepas bacterianas
analizadas,

Tanto con las bacterias P. s. pv. syringae como con las patdégenas, P.
s, pv. tabaci, a nivel local, se apreciaba un retraso en la aparicién de
sintomas de hasta 5-7 dias en las hojas locales de plantas pretratadas

102



Resultados

durante cuatro dias con ABA y JA, estableciendose parcialmente las
lesiones a lo largo de los 20-25 dias analizados. El tratamiento con ETE o
SA era capaz de inducir la proteccién frente a ambas infecciones,
resultando en una resistencia total cuando la planta habia sido petratada
con el SA. Una clara diferencia a nivel sistémico fue detectada en este
segundo experimento, asi en plantas inoculadas inicialmente con SA se
observaba una ténue manifestacion de resistencia cuando se infectaban
con las bacterias incompatibles, sin embargo sdlo se detectaba una
proteccién total cuando la primera inoculacién habia sido realizada con
ETE.

Es de interés destacar que las plantas infectadas con la bacteria
compatible mostraban una udnica y total proteccién cuando habian sido

inoculadas anteriormente con ETE.
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IV DISCUSION.

Este trabajo se ha realizado con el fin de profundizar en el estudio
de las mecanismos moleculares que controlan el establecimiento de una
interaccién huésped patoégena e investigar la funcién de los isoenzimas

B(1,3)glucanasa en dicha interaccién, asi como en otros procesos de

desarrollo de la planta

El gen B(1,3)glucanasa, gn3, aislado de N. plumbaginifolia, fue
examinado tanto a nivel molecular como funcional. La estuctura de dicho
gen se determiné y las caracteristicas de expresion se analizaron en
plantas sanas y en respuesta a varios tratamientos de estrés.

El andlisis comparativo de su secuencia con las correspondiente a
otras isoformas [((1,3)glucacanasa intracelulares y extracelulares aisladas
de N. tabacum (Von de Bulcler y col., 1989, Linthorst H.J y col., 1990) y
de N. plumbaginifolia (Castresana y col., 1990) revelé que la proteina
codificada por el gn3 no correspondia a ninguna de las isoformas
previamente caracterizadas, sino que representaba una nueva isoenzima
con un punto isoeléctrico de 4.5. La conservaciéon de secuencias
determinadas para genes homoélogos en las especies N. tabacum y N.
plumbaginifolia es muy alta, alcanzando hasta un 97% de identidad
cuando se comparan los genes que condifican para la glucanasa basica
glbb de N. tabacum y la correspondiente isoforma gn2 en N .
plumbaginifolia (Gheysen y col.,1990). Por ello, la diferencia de
secuencia observada entre la proteina codificada por el gen gn3 de N.

plumbaginifolia y el resto de las glucanasas identificadas, permite
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suponer que la proteina gn3 representa una nueva isoforma no
caracterizada hasta el momento. Esta conclusién estd apoyada, ademais,
por las caracteristicas de expresiéon determinadas para el gen gn3 que
difieren, significativamente, de las correspondientes al resto de las
isoformas examinadas.

No ocurre asi con el gen gn4, que presenta un 97% de identidad
de secuencia con la determinada para el gen spd4l de N. tabacum
correspondiente a una isoenzima [(1,3)glucanasa especifica de estilo.
Este dato, junto con el hecho de que el gen gnd se exprese igualmente en
el estilo permiten suponer gue ambos genes representan isoformas
homélogas, involucradas en la misma funcidén, en ambas especies
vegetales.

El andlisis de la expresiéon de los genes gn3 y gn4 en plantas
sanas, no sometidas a ningdn tratamiento permitia detectar una sefial de
hibridaciéon basal constitutiva que, ademds, se mantenia estable en
respuesta a todos los tratamientos bidticos y abidticos examinados,
indicando que la expresiéon de dichos genes no se induce durante la
respuesta de defensa de la planta y que, por lo tanto, que su funcién no
estd relacionada con este proceso.

El andlisis de la expresidn génica en Organos florales reveld que
los niveles de expresién correspondiente al gen gn4 son
significativamente superiores a los niveles basales de RNA detectado en
la hoja. Igualmente, la determinacion de actividad enzimdtica en geles de
isoelectroenfoque permitié comprobar la presencia de un isoenzima de
pl aproximado a 7 en dichos tejidos que esti, a su vez, ausente en el
resto de los extractos protéicos examinados en este estudio.

Todos los datos obtenidos permiten comprobar que la expresién

del gen gn4 y, por tanto, la funcién de la proteina codificada (GN4) estd
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especificamente asociada con el desarrollo floral y mds concretamente
con el desarrollo del estilo. En estos momentos no es posible descartar
que dicha protefna pudiera jugar un papel en la proteccién de dichos
tejidos frente a posibles infecciones. Sin embargo, el patrén de expresién
detectado sugiere su participacion en procesos fisioldgicos especificos de
dicho tejido. En este sentido, cabria pensar que, al igual que, se ha
propuesto para el gen homdlogo sp4l, la proteina GN4 podria participar
en la disolucién de los P(1,3)glucanos que integran la matriz extracelular
del tracto estilar permitiendo asi, la progresién del tubo polinico dentro
del estilo.

La funcién del gen gn4 en el desarrollo floral se estd investigando
en mds detalle en plantas transgénicas transformadas con una
construccién antisense. De esta manera, nos proponemos suprimir la
expresion del gen gn4 y evaluar los posibles cambios derivados de su
supresién.

A diferencia de los resultados descritos para el gen gn4, el anélisis
de la expresién del gen gn3, en distintos tejidos de [a planta, y en
respuesta a distintos tratamientos de estrés no permitié detectar la
induccién de su expresidon por encima de los niveles basales encontrados
en tejido foliar. Por ello, las expresién de dicho gen se examiné en mds
detalle en plantas transgénicas en las que el gen bacteriano b-
glucuronidasa se expresa bajo el control de las secuencias reguladoras
del promotor del gen gn3. El estudio detallado de las plantas
transgénicas obtenidas nos permitié primero, comprobar los resultados
anteriores confirmando que la expresién dirigida por el promotor gn3 no
se induce en respuesta a ninguno de los tratamientos examinados. En
segundo lugar, el andlisis histolégico de dichas plantas revelé que el

promotor gn3 dirige la expresiéon del gen bacteriano GUS durante la
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germinacion de las semillas. La actividad GUS se detecta inicialmente en
el embridén localizdndose, una vez finalizada [a etapa germinativa, en la
denominada cabeza del embrién que posteriormente se diferenciard
para formar los cotiledones de la planta. En pldntulas de una a dos
semanas de desarrollo la actividad GUS se localiza en el tejido vascular vy,
en estados mas .avanzados de crecimiento, la actividad permanece
asociada a las células del floema sin observarse modificacién alguna
durante todo el ciclo de la planta.

De nuevo, al igual que describimos anteriormente para el gen gnd4,
el patrén de expresion caracterizado para el gen gn3 sugiere su
participacién en procesos relacionados con el desarrollo vegetal.

Posiblemente, en procesos relacionados con las divisiones
celulares y/o la movilizacién de substancias de reserva caracteristicas
del proceso de germinacién y de diferenciacién de los cotiledones. La
expresién del promotor grn3 en el tejido vascular de la plantula estaria,
posiblemente, relacionado con la diferenciacién de dicho tejido a células
vasculares maduras lo que conlleva, igualmente, la reestructuracién de
la pared celular del tejido vascular primario

Independientemente de Ia funcién concreta que los dos
isoenzimas caracterizadas, gn3 y gnd, realizan en las plantas, los datos
obtenido permiten pensar en la existencia de un subgrupo de
isoenzimas, dentro de la familia de genes B(1,3)glucanasa, cuya funcién
estd, al menos, preferentemente relacionada con procesos especificos del
desarrollo. Existe un segundo grupo de enzimas B(1,3)glucanasa cuya
funcién estaria también relacionada con el desarrollo de la planta y cuya
expresion se induce, ademds, en respuesta a la inoculacién por
microorganismos patégenos. En este segundo grupo se incluirian los

genes gnl y gn2 que codifican dos isoenzimas bdsicas de localizacién
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vacuolar e, igualmente, de acuerdo a nuestros resultados, habria que
incluir en este grupo el gen PR-2 que codifica para una isoenzima acida
de localizacién extracelular.

La utilizacién de plantas transgénicas gnl/GUS ha permitido
examinar la expresion dirigida por el promotor gn/ en distintos tejidos
de plantas sanas y comprobar que dicha expresién se induce durante la
formacién, maduracién y germinacién de la semilla, y también durante
la senescencia vegetal. Estos resultados indican que la proteina GNI1
participaria, junto con la isoenzima GN3, en los primeros estadios del
desarrollo de la planta. No obstante, existen diferencias significativas en
el patrén de expresién caracterizado para estos dos genes, que permiten
suponer ligeras variaciones en su modo de accién yfo en su lugar de
actuaciéon. Asi la actividad GUS dirigida por el promotor gnl/ aparece,
inicialmente, en el embrién de la semilla durante las fases de formacién
y maduracién, dos etapas del desarrollo en las que los procesos de
divisién y elongacién celular requieren, probablemente, la presencia y
participacién de dichos enzimas hidroliticos.

Por otro lado, durante la formacién de la semilla se produce un
proceso de deshidratacién en el que la comunicacién celular y la
translocacion de compuestos a través de la pared deben estar
estrictamente regulados y pueden estar acompafiados de la formacién de
depositos de callosa (Yuk-Shan Wong y col., 1980). Una vez iniciada la
germinacion, la actividad GUS se localiza en la radicula que emerge de
las cubiertas de la semilla, correspondiendo de nuevo a una zona
sometida a un proceso activo de division y diferenciacién celular,

Al igual que se observé en las plantas gn3/GUS, la expresién GUS
dirigida por el promotor gnl se localiza en el tejido floemdtico de las

plantas adultas.
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Se ha descrito que las células del tejido floemdtico responden a los
cambios de presion mediante acumulacién de depésitos de callosa que
llegan incluso a taponar los canales de comunicacién intercelulares
alterando el movimiento de moléculas a través del tejido floemitico. En
esta situacién la presencia de enzimas con actividad P(1,3)glucanasa, al
menos las codificadas por los genes gnl y gn3, podria indicar su
participacién en la regulacién del fiujo vertical y el transporte a través
del floema. Aunque, en este trabajo no hemos evaluado directamente si
la expresién de los genes gnl y gn3 en el floema se induce en respuesta
a alguno de los tratamientos de estrés examinados a lo largo de este
estudio, el hecho de que, como discutiremos mds adelante, la expresion
del gen gn! se induce significativamente en respuesta a cambios de
presién osmdtica, podria establer una relacién entre estos dos procesos
de manera que los cambios de presiéon osmética en el tejido floemético
actuarian modificando los niveles de enzimas y estos a su vez podrian
participar en la regulacién del flujo floemdtico. Por otro lado, el hecho de
que los elementos del floema tengan que ser constantemente
reemplazados mientras exista crecimiento, de nuevo refiere la actividad
B(1,3)glucanasa a zonas de division celular.

La actividad b-glucuronidasa detectada en el tejido vascular de
las plantas gni/GUS era mas intensa en la parte basal del tallo, en donde
también se detectaba actividad GUS en las hojas de la planta, que
incrementaba, ademds, con la senescencia foliar. Los valores mdximos de
actividad se determinaron en plantas examinadas a los 6 dias de la
floracion. estadio que correspondia con la disminucién del contenido en
clorofila de las hojas y por tanto con el inicio del amarilleamiento foliar,
El andlisis de la actividad glucanasa en geles de isoelectroenfoque, asi

como la evaluacion de los niveles de RNA transcritos a partir de distintos
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genes relacionados con la defensa vegetal, reveld que la induccidon del
gen gnl no es un fendmeno aislado sino que afecta igualmente a los
isoenzimas f(1,3)glucanasa basicos gul ygn2, y al gen PR-2
correspondiente a un isoenzima extracelular dcida. Es de interés resaltar
que los tres enzimas inducidos durante la senescencia foliar se inducen
también en respuesta a la infeccién por microorganismos patdgenos,
mientras que la expresion de los otros dos genes B(1,3)glucanasa
examinados, gn3 y gn4, no se induce en ninguna de las dos situaciones
descritas.

La expresion de la quitinasa ch2 se induce igualmente durante la
senescencia foliar mostrando un patrén de acumulacién idéntico al
caracterizado para los genes gn/ y gn2. La presencia de quitina en la
planta no estd claramente establecida, sin embargo su deteccién en las
paredes secundarias de las células vegetales ha sido descrita por
Benhamou y Asselin (1984) por lo que se ha propuesto que las
quitinasas podrian desempefiar alguna funcién en los procesos
implicados en la degradacién de la pared celular.

De esta manera los enzimas B(1,3)glucanasa podrian intervenir vy
actuar de forma coordinada junto con las quitinasas en el proceso de
senescencia foliar.

Por el momento desconocemos cuales son las sefiales celulares
que provocan la induccién de la expresion de los genes meuncionados
durante la senescencia. Se ha descrito que la expresién de las glucanasas
se modifica en respuesta a la concentraciéon de hormonas tales como
auxinas y citoquininas (Hahnen y col., 1985; Hemelink y col.,, 19978; De
Loose y col., 1988) y que se inducen en respuesta al tratamiento exdgeno

con etileno.
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Por otro lado, es interesante destacar que la accion de los
reguladores del crecimiento vegetal puede estar mediada por las
oligosacarinas liberadas de la pared de la célula vegetal por la accién de
enzimas hidroliticos (Coté y Hahn, 1994).

A diferencia de los resultados obtenidos con los genes glucanasas
(gnl, gn2 y PR2) y quitinasas (ch2), no hemos detectado la induccién de
la expresién del resto de los genes examinados, PRI, Pin II,y Cu,Zn/SOD,
por lo que cabria pensar que los productos de expresidon de dichos genes
no intervienen en el proceso de senescencia. Es improbable, aungue, no
s¢ puede descartar en estos momentos, que la induccion de alguno de
estos genes pudiera presentar una cinética de induccidn muy rdpida que
coincidiera con los intervalos de tres dias a los que se han extraido los
RNAs examinados.

La participacion del gen gnl en los procesos de senescencia y
muerte celular estd reforzada por los resultados obtenidos en el andlisis
histolégico de actividad GUS realizado en las plantas transgénicas
gnl/GUS. Asi, cabe resaltar la induccién de actividad GUS observadas en
los pétalos, que se localiza inicialmente en el anillo de pigmentacién de la
corola tipico de las flores de tabaco (quizd en relacién con procesos
oxidativos generados por la acumulacion de pigmentos en dicha zona), y
que avanza ocupando el resto del tejido a medida que progresa el dafio
tisular y la senescencia de la corola.

Igualmente se detecté actividad GUS en las células que ocupan los
bordes de los sépalos correspondiendo, estrictamente, con las zonas en
las que dicho tejido se desgarra para permitir el crecimiento del fruto
maduro, y en las que se puede observar con claridad deshidratacién y

necrosis celular,
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Finalmente, la deteccién de actividad GUS en las células del
protoxilema contribuye a confirmar la estrecha relaciéon observada entre
la induccién de la expresién dirigida por el promotor gnl y el proceso de
muerte celular, Tanto la reaccién hipersensible durante la respuesta de
defensa vegetal como los procesos de senescencia y la xilogénesis,
analizados en este estudio, han sido descritos como claros ejemplos de

muerte celular programada.
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V. CONCLUSIONES.

Se puede distinguir un subgrupo de isoenzimas, dentro de la
familia de genes f(1,3)glucanasa, cuya funcién en la planta esta,

preferentemente, asociada con procesos especificos del desarrollo.

Existe un segundo grupo de isoenzimas [(1,3)glucanasa cuya
funcién estarfa tambien relacionada con el desarrolio de la planta pero
cuya expresién se induce, ademds, en el tejido foliar en respuesta a la

infeccién por microorganismos patégenos.

La expresion de este segundo grupo de enzimas se induce también
durante el proceso de senescencia vegetal, tanto en el tejido foliar como
en tejidos especificos de la planta en relacién con la senescencia y la

muerte celular.

Todos los genes de defensa vegetal analizados se inducen en
respuesta a la inoculacién con las dos bacterias examinadas. Sin
embargo, la cinética de activacién varia en las dos interacciones
caracterizadas. La activacién es siempre mds rdpida y mads prolongada

durante el establecimiento de la interaccidon incompatible.

Existen diferencias importantes con respecto a las células de la hoja
en las que se induce la expresion del gen gnl durante el establecimiento
de las dos interacciones, compatible e incompatible analizadas. Sin
embargo, en los dos casos, la activacidn precede a la manifestacién del
dafio celular, aumenta a medida que el dafio se hace patente, y

desaparece con la muerte celular.
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Las glucanasas bdsicas estdn claramente implicadas en procesos
osmdticos, los cuales requieren cambios estruturales de la pared celular

y la contribucién de la actividad de enzimas hidroliticos.

La induccién de la expresiéon de los enzimas B(1,3)glucanasa no estd

necesariamente asociada con la manifestacién de un daifio celular.

El tratamiento con 4cido salicilico provoca una proteccién total
frente a la infeccién con las dos bacterias, compatible e incompatible

analizadas.
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