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1. INTRODUCCION.

1.1 INTERACCION HUESPED-PATOGENO.

Las plantas constituyen el mayor y más importante grupo de

formas de vida autotrófica en la tierra. Su abundante material orgánico

sirve como fuente nutricional para el resto de los organismos

heterotróficos incluyendo animales, insectos, y microbios. A pesar del

largo número de hongos y bacterias implicadas en la descomposiciónde

la materia de plantas muertas, sólo unos pocos de esos patógenos

potenciales han adquirido la habilidad para colonizar plantas vivas

cambiando de su estado como organismos saprófitos a patógenos

biotróficos. Por otro lado, la mayoria de las plantas exhiben una

resistencia natural al ataque microbiano, lo que hace de la enfermedad

una excepción. Esta es la denominada resistencia no huésped o

incompatible que es, por tanto, consideradacomo la consecuenciade la

inhabilidad por parte del patógeno para reconocer e infectar a la planta

o la habilidad de una planta para activar rápida y adecuadamentesus

mecanismos de defensa. Existe, por otro lado un número, aunque

relativamente bajo, de patógenosespecializadoscapaces de parasitar o

invadir la planta huésped. Cuando esto ocurre se establece una

compatibilidad básica por daño o debilitamiento de las plantas que

provoca en el huésped severossíntomas de enfermedad. Sin embargo,el

hecho de que cultivos resistentes y razas de patógenos con una

virulencia alterada hayan coevolucionado, ha llevado al desarrollo y

establecimientode combinaciones huésped-patógenoen las cuales sólo

ciertos cultivos pueden ser colonizados por razas particulares del

patógeno, mientras otros conservan la resistencia. Es la denominada
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Introducción

resistenciaespecíficade huéspedy está basada en el modelo propuesto

por Flor en 1946, según el cuál la resistencia vegetal se establecea

través de la intervención de los productos de expresión de dos genes,

uno correpondienteal patógeno, denominado gen de avirulencia, y otro

al huésped designado gen de resistencia. La interacción directa o

indirecta de ambos productos génicos provoca el establecimientode una

interacción incompatible, mientras que la ausenciao mutación de uno de

ellos, conlíeva a la aparición de la enfermedadvegetal.

Varios de los patosistemasque muestran este tipo de resistencia

genética, específica de la interacción raza-cultivo, han sido ampliamente

estudiadosy, en algunos casos, se han identificado los productos génicos

determinantesde la especificidad que desencadenael establecimientode

un estadode resistencia(Keen, 1990; de Wit, 1992; Pryor y Ellis, 1993).

Estos estudios han permitido comprobar que trás el reconocimientodel

patógeno, las plantas utilizan un largo arsenal de mecanismosde defensa

para su propia protección que, además,parecen ser similares a los que

intervienen en las interaccionesde resistenciano huésped.

En los últimos diez años, numerosos genes avr procedentes de

diversos microorganismoshan sido identificados y donados (Keen, 1992;

Salmond, 1994). En algunos casos se ha determinado que poseen

actividad enzimática y que actúan sobre metabolitos específicos del

patógeno que a su vez se convierten en moléculas inductoras (Keen,

1992). Sin embargo, a pesar del abundante número de genes avr

caracterizadosse desconocesu forma de actuación. Recientementese ha

demostradoque los productos de expresión de los genes de avirulencia

AvrB y AvrBs3 son transportadosdesde la bacteria hasta el interior de

la célula vegetal donde interaccionan, directa o indirectamente, con el

producto del gen de resistenciacorrespondiente.
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Se han donado, igualmente en los últimos años diversos genes de

resistenciavegetal de los que se conoce la función del gen de maíz Hml

cuyo producto de expresión confiere resistenciafrente al hongo patógeno

Cochilobulus(Helminthosporium)carbonum (Johal y Brigss, 1992) El gen

Hml codifica un enzima con actividad reductasacapaz de inactivar la

toxina HC responsabledel carácter patogénico de dicho hongo. Se ha

podido determinar, además, la actividad quinasa del gen de tomate Pto.

que confiere resistencia frente a la bacteria Raistonia solanacearum

(Martin y col., 1993). La función de los productosdel resto de los genesR

identificados es aún desconocida.No obstante, los datos derivados de la

comparación de la secuenciade aminoácidosdeterminadassugieren que

podrían ser componentes de la ruta de transmisión de señales que

conducena la activación de la reacción de defensavegetal.

1.2 RESPUESTA DE DEFENSA.

Los datos derivados del estudio de las interacciones planta-

patógeno analizadas ponen de manifiesto que la resistencia vegetal,

frente a una infección, se induce de forma específica en respuesta a

determinados patógenos, independientementede que la planta sea su

huésped habitual o no. Esta especificidadcontrasta, sin embargo, con la

respuestavegetal que se desencadenadurante la reacción de resistencia

ya que, una vez recibida la señal adecuada,la planta induce su sistema

completo de defensa que le permite combatir, temporalmente,la acción

de diferentes patógenos.

La resistenciavegetal se establecemediante inducción de múltiples

compuestosde defensa de función, en algunos casos, desconocidapero

cuya presencia en la planta contribuye, directa o indirectamente, a

evitar el desarrollo del patógeno.
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La mayor parte de dichos compuestosaparecencomo consecuencia

del aumento de los niveles de transcripción de los genes

correspondientes,denominadosgenes de defensa vegetal, y su activación

ocurre tanto a nivel local, alrededor de la zona de infección (respuesta

local), como en tejidos alejados de dicho área (respuestasistémica). La

respuestalocal está asociadaa la aparición de una reacción hipersensible

en la que, con objeto con objeto de dificultar el desarrollo del patógeno,

la planta provoca la muerte de las células vegetales que rodean los

puntos de infección dando lugar a la formación de pequeñaslesiones

necróticas (Klement, Z., 1982). Los datos recientes derivados del estudio

de la reacción hipersensible, en distintos sistemas huésped-patógeno,

han puesto de manifiesto la complejidad de dicha respuestaque se

establece mediante la activación de diversas rutas o cadenas de

transmisión de señales, al menos, parcialmente independientes y la

disponilidad de las plantas mutantes en las que se inducen lesiones

hipersensiblesespontáneamente,en ausenciade patógenos,ha permitido

demostrar que la inducción de esta respuesta vegetal es un proceso

activo controlado por múltiples genes de la planta. (Mehdy, 1994; Chen

y col., 1995; Tenhakeny col., 1996; Jabs y col., 1996; Dangí y col., 1996).

A diferencia de lo que ocurre en la respuestalocal, la respuesta

sistémica no está acompañadade formación de lesiones necróticas y

representa,por lo tanto, la situación defensiva más idónea ya que los

tejidos vegetales no presentan ningún daño aparente y, sin embargo,

están protegidos frente a posibles infecciones secundarias(Ryals y col.,

1996).

En base a los patrones de expresión temporal y espacial específicos

de cada uno de los procesos celulares que ocurren durante la activación

de la reacción de defensa vegetal se pueden distinguir tres niveles de

respuesta:
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A. Respuestalocal inmediata

B. Respuestade defensalocal.

C. Respuestasistémica adquirida.

Dichos niveles no constituyen procesos independientesy, además,

la manifestación de su expresión puede variar de acuerdo al sistema

estudiado y a las condiciones experimentalesexaminadas.No obstante,

su distinción facilita la descripción y comprensiónde este fenómeno.

¡.2.1 Respuesta local inmediata.

Correspondea la respuestaimplicada en el reconocimiento y los

primeros sucesosde transducción de señales que se establecenmediante

la activación de productos preexistentes en la célula vegetal. Esta

respuestaconstituye una primera línea de defensa frente al ingreso del

patógeno y contribuye, a su vez, a generar las señales o mensajeros

secundariosimplicados en la activación transcripcional de los genes de

defensa vegetal. El intenso estudio realizado en los últimos años acerca

de los procesos iniciales del reconocimiento planta-patógeno ha

permitido revelar importantes componentes sobre la percepción y

transducción de señales en la planta. Un paso importante ha sido el

aislamiento, purificación y análisis estructural de componentes

derivados de hongos y bacterias capaces de actuar como inductores.

Algunos de los compuestosidentificados son de naturalezaproteica como

las proteínas harpin, caracterizadasen diversas bacterias fitopatógenas,

y los inductores proteináceos derivados de los hongos Phytophtora

megaspermay Cladosporium fulvum (revisión Ebel y Cosio, 1994).

Igualmente se han caracterizadocarbohidratos inductores, de al menos

parte de la respuestade defensa vegetal, en diversos hongos patógenos

y se ha identificado el heptaglucósidoI3(1,3)glucano como la molécula

5
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implicada en dicha actividad inductora (Ebel y Cosio, 1994). En algunos

casos, se han determinadositios de unión de alta afinidad, para varios de

los componentesinductores caracterizados,en la membrana plasmática

de la célula vegetal, en particular de soja, tomate y arroz aunque, por el

momento, las moleculas receptorasinvolucradas en dicha interacción no

han sido identificadas (Basse y col., 1993; Shibuya y col., 1993;

Nllrnberger y col., 1994).

La interacción con los receptorescelulares inicia la respuestade defensa

vegetal que, como indicamos anteriormente,no requiere, la participación

de productos obtenidos mediante activación transcripcional. Así, las

primeras respuestasasociadasa la interacción inductor-receptor son la

alteración del flujo de iones a través de la membrana plasmática, la

fosforilación o desfosforilación de proteínas específicasde la célula y la

formación de especiesactivas de oxígeno que tiene lugar en los primeros

2-5 minutos de respuesta y que se conoce como proceso o estrés

oxidativo.

Este proceso ha sido ampliamente investigado

ha podido concluir su actuación como primera

participando, al menos, a tres niveles diferentes

1. Debido a su efecto tóxico, las especiesactivas de

efecto antimicrobiano que podría, además, iniciar el

celular característicode la reacción hipersensible.

2. Actúan como mensajeros secundarios activando

genes específicos, probablemente, implicados

recientementey se

línea de defensa

oxígeno tendrían un

proceso de muerte

la transcripción de

en procesos de

detoxificación y protección del daño celular causado por dicho estrés

oxidativo en la zona de infección.

3. Contribuyen al fortalecimiento de la pared celular favoreciendo la

interacción de proteínas de la pared.
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La mayor parte de los procesos descritos están asociados al

aumento de los niveles de ión superóxido y de peróxido de hidrógeno

que ejercen, por tanto, un papel fundamentalen la reacción de defensa.

1.2.2 Respuesta de defensa local.

La mayoría de los procesos que constituyen la respuesta de

defensalocal, se inician durante los primeros estadios de la infección y,

por lo tanto, no pueden ser consideradoscomo un proceso independiente

en sí mismos. Sin embargo, a diferencia de los procesos descritos en el

apartado anterior, esta respuesta incluiría a aquellos procesos que

ocurren más tarde en el tiempo y, que en su mayoría, se producencomo

resultado de la activación transcripcional de numerosos genes de la

planta designadoscomo genes de defensavegetal.

Durante esta respuestase produce la muerte de las células que

rodean la zona de infección originando la denominada reacción

hipersensible.Esta reacción actúa limitando la progresión del patógeno y

restringiendo la enfermedadvegetal a un pequeño foco de infección. Se

ha propuesto que la muerte celular, característica de la reacción

hipersensible,podría ser consecuenciadel cambio en el flujo de iones

que se establece a través de la membrana plasmática dañando su

integridad, y de la producción de radicales y especies reactivos de

oxígeno tóxico para la célula.

Asociada a la aparición de la reacción hipersensible ocurren

diversos procesos bioquímicos que, en su mayoria, implican la síntesis de

nuevas proteínas como consecuencia directa de la activación

transcripcional de genes específicos de la planta. Entre los enzimas

identificados están aquellas que participan en la detoxificación de

radicales y especiesactivas de oxígeno como las superóxido dismutasas,
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catalasas, ascorbato peroxidasas, glutation sintetasas etc. Además, 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), así como los enzimas implicados en la

síntesis de fitoalexinas que constituyen metabolitos secundarios con

actividad antimicrobiana y para las que se ha demostradosu capacidad

para inhibir el crecimiento de diversos patógenosen ensayos in vitro,

pudiendose comprobar, además, en algunos casos, que su expresión

constitutiva en plantas transgénicas, contribuye a reducir el daño

provocado por una infección (Bowles, 1990; Dixon y Harrison, 1990; Cutt

y Klessig, 1992; Collinge y col., 1994)

Existe un tercer grupo de genesque codifica para proteínascon actividad

antimicrobiana. En algunos casos, como para los enzimas ~3(l3)glucanasa

y quitinasa, se les ha podido asignar una actividad enzimática concreta,

sin embargo,en la mayoría de los casos se desconocesu modo de acción.

La expresión constitutiva, en plantas transgénicas,de algunos de dichos

genes ha permitido aumentarel nivel de resistenciade la planta frente a

la infección por determinadospatógenos.

Se puede distinguir un cuarto grupo de proteínas para las que si se

ha encontradouna actividad enzimáticapero a las que no se les asigna

una actividad antimicrobiana directa. Un ejemplo lo constituyen los

enzimas lipoxigenasas y peroxidasas implicadas en la síntesis de

metabolitos que participan como mensajeros intracelulares secundarios

y como metabolitos relacionadoscon la modificación y fortalecimiento de

la pared celular. En relación a este procesose han caracterizado2 grupos

de proteínasdesignadasen base a su composición de aminoácidos,como

proteínas ricas en hidroxiprolina (HRGP) y proteínas ricas en glicina

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

la respuestade defensa.

¡.2.3 Respuesta sistémica adquirida.

Además de la respuestade defensa local que se induce en la zona

de infección, existe, una segunda respuesta, denominada respuesta

sistémica o resistencia sistémica adquirida (SAR) que se induce en

tejidos alejados de este área y que protege a la planta frente a

infecciones secundariasprovocadas por distintos microorganismos. La

respuestade defensa sistémica fue descrita, inicialmente, por Frank Ross

en 1961, cuando demostró que los síntomas producidos en plantas de

tabacopor el virus TMV, se amortiguaban,significativamente, cuando se

inoculaban en plantas que habían sido sometidas a una infección

anterior. Esta resistencia era efectiva, no sólo, frente a TMV, sino

también, frente a otros virus y ciertas bacterias patógenas.

A partir de esta fecha, el fenómenodescrito ha sido identificado en

diversas especies vegetales y el espectrode resistenciaobtenido ha sido

ampliado, no sólo a virus y bacterias, sino a otros microorganismos

patógenos(Kúc, 1982).

El estudio bioquímico de la respuestavegetal en el que se manifiesta la

respuesta sistémica permitió observar la presencia de abundantes

proteínas que habían sido, previamente,relacionadascon la respuestade

defensa local (Van Lon y Antoniw, 1982). Posteriormente, se

identificaron distintos c-DNAs cuya expresión se induce en tejidos no

infectados de plantas inoculadas con diversos patógenos.Así, usando el

sistema planta-patógenoconstituido por tabaco-TMV, se describieron

nueve familias de genes designadoscolectivamente como “genes SAR”

cuya expresión en el tejido sistémico estabatemporalmenteasociadaa la
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manifestación del fenómeno de resistencia sistémica adquirida (Ward y

col., 1991).

De nuevo la caracterizaciónde los genes identificados reveló su

participación en la respuestade defensa local, aunque la cinética de

inducción de dichos genes variaba en los dos tipos de respuesta

examinada. Se ha demostradoque algunas de las proteínas acumuladas

en el tejido sistémico tienen actividad antimicrobiana in virro y que,

además, su expresión constitutiva, en plantas transgénicas, permite

aumentar los niveles de resistenciade la planta frente a la infección por

diversos patógenos(Broglie y col., 1991; Cohen y col., 1992; Alexander y

col., 1993). Ambos resultadossuguieren que dichas proteínasjuegan, por

tanto, un papel directo en el mantenimiento del estado de resistencia.

No todos los productos que participan en la respuestalocal se inducen,

sin embargo,en el tejido sistémico.

En este sentido la diferencia más notable entre ambas respuestas

consiste en que la respuesta sistémica nunca está acompañadade la

formación de lesiones necróticas.

En relación directa con este hecho, se ha demostrado que la

producción de especiesderivadasde oxígeno y en particular de peróxido

de hidrógeno en la hoja sistémica es prácticamenteindetectable,y que

por lo tanto, en este sentido contribuye, de forma indirecta, a resaltar la

participación del estrés oxidativo y del peróxido de hidrógeno, en la

formación de lesiones hipersensibles que limitan la infección del

patógeno.
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1.3 ESTABLECIMIENTO DE LA RESPUESTA SISTEMICA

ADQUIRIDA: Señales implicadas.

La activación de la respuestasistémica en tejidos alejados de la

zona de infección implica, necesariamente,la existencia de señales

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

respuestade defensa. Se han realizado numerosos trabajos dirigidos a

identificar una molécula señal que se mueva a través de la planta

activando la resistencia, sin embargo, dicha molécula no ha sido

identificada hasta el momento. Se ha propuestaque el ácido salicílico

podría ser la molécula implicada en la activación de esta respuesta.La

concentraciónde este compuestoaumentaen la hoja coincidiendo con la

inducción de la respuestade defensa local e igualmente, aumenta en el

tejido sistémico precediendoa la inducción de la expresión de los genes

de defensavegetal (Enyedi y col., 1992; Malamy y col., 1990; Metraux y

col., 1990; Rasmusseny col., 1993).

Existen en la actualidad, numerosos datos que confirman la

participación del ácido salicílico en la activación de la respuestade

defensa vegetal tanto local como sistémica, sin embargo, las evidencias

son contradictorias en cuanto a su participación como molécula señal

sistémica, y de forma casi general se advierte que de hecho el ácido

salicílico no actúa como tal. Esta idea está fundamentalmentebasadaen

dos trabajos; en el primero de ellos se analizó la interacción entre la

planta de pepino y la bacteria P. s. pv. syringae y en él se demostróque

si trás su inoculación con la bacteria se cortaba de la planta la hoja

infectada antes de que produjera el aumento en la concentración de

ácido salicílico, se seguía observandorespuestasistémica, por lo que la
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molécula señal tendría que haberse sintetizado y liberado al tejido

vascularantes de cortar la hoja y no podría ser el ácido salicílico.

En el segundo trabajo se analiza la inducción de la respuesta

sistémicaen la planta transgénicade tabaco que sobreexpresanel gen de

la salicilato hidroxilasa (nahG) aislado de la bacteria Pseudomonapufida

(Gaffrey y col., 1993). Este enzima cataliza la conversión del ácido

salicílico (SA) a catecol, y por lo tanto reduce la concentraciónde ácido

salicílico activo.

Las plantas transgénicasNahG no acumulan ácido salicílico en

respuesta a una infección y no pueden desarrollar una respuesta

sistémica adquirida.

La realización de injertos entre plantas NahO y plantas control no

transformadaspermitió demostrar que cuando se utilizan las plantas

NabO como portainjerto, se sigue induciendo respuestasistémica en la

parte superior del injerto correspondiente a una planta control sin

transformar, aún a pesar de que el ácido salicílico producido en el

portainjerto se convierta en catecol, compuesto que no induce la

expresión de los genes de defensavegetal.

El mecanismode acción del SA como intermediario de la activación

de la expresión génica es desconocido. El grupo de Klessig y

colaboradoresidentificó una proteínaa la que se une el SA, al igual que

otros compuestosanálogos a este, y que resultó ser un enzima cuya

actividad catalítica correspondía a la de una catalasa. Los resultados

obtenidos por este grupo proponía que la interacción con el ácido

salicílico provocaría la inactivación del enzima originando un aumento en

la concentración del peróxido de hidrógeno sobre el que actúa,

normalmente, el enzima y que actuaría, a la vez, como mensajero

secundarioen la inducción de la expresiónde los genesSAR (Chen y col.,

1993).
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Existen, sin embargo, datos contradictorios que cuestionan la

hipótesis propuesta por este grupo ya que el aumento en la

concentraciónde peróxido de hidrógeno en la respuestalocal es anterior

a la acumulación de salicílico, y, además,en la respuestasistémica se

produce un aumento del contenido en SA del tejido afectado, pero que

no está acompañado de un aumento significativo en peróxido de

hidrógeno (Bi y col., 1995; Nerenschwandery col., 1995).

1.4 ESTABLECIMIENTO DE LA RESPUESTA SAR A TRAVES DE

SEÑALES DE TRANSDUCCION INDEPENDIENTES DEL ACIDO

SALICíLICO.

Según se describió en el apartado anterior existen numerosas

evidencias que demuestran la participación del ácido salicílico como

señal endógenaimplicada en la activación de la respuestade defensa

vegetal.

Además de este compuesto, la hormona etileno ha sido propuesta

como una de las señalesinvolucradasen la activación de esta respuesta.

La implicación del etileno se basa en que la producción de esta hormona

aumentaen respuestaa la infección por un patógeno(Ross y Williamson,

1957; Mauch y col., 1984; l3oller, 1995) y en que la aplicación exógenade

etileno induce enzimas relacionadas con la defensa como son las

33(1,3)glucanasay quitinasas (Boller y col., 1993; Mauch y Stachelim,

1989> y enzimas implicadas en la síntesis de fitoalexinas (Ecker y Davis,

1987). No obstante, es posible que la producción de etileno sea un

síntoma más que una señal ya que la infección de una planta junto con

un inhibidor de la síntesis de etileno sigue produciendo la inducción de

j3(1,3)glucanasay quitinasa(Boller y col., 1993). A favor de esta idea, los

resultadosobtenidos por Lawton y col., 1995 indican que la producción
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de etileno no es necesaria para la inducción de la respuesta sistémica

adquirida ya que es posible estableceruna respuesta SAR en plantas

mutantesde Arabídopsís tít, incapaz de responderal efecto del etileno.

La participación del ácido jasmónicocomo señal celular ha estado

relacionadafundamentalmente,con la respuestade la planta frente al

daño mecánico. Al igual que en la respuestade defensa frente a la

infección por microorganismos patógenos, la respuesta frente al daño

mecánico, se produce tanto a nivel local como sistémico y se establece

mediante activación transcripcional de múltiples genes de la planta.

En los últimos años se ha podido demostrar, además, la

participación del ácido jasmónico, en la respuestade defensa vegetal.

Asi, la concentraciónde ácido jasmónico aumenta en hojas inoculadas

con distintos patógenos e, igualmente, se ha comprobado que el

tratamiento de cultivos celulares, con moléculas de naturaleza fúngica,

inductores de los genes de defensade la planta, induce la biosíntesisde]

ácido jasmónico.

La aplicación exógena de ácido jasmónico causa la inducción de

diferentes proteínas relacionadascon la defensa de las plantas, tales

como tioninas (Anderson y col., 1992; Epple y col., 1995), enzimas

implicados en la síntesisde fitoalexinas (Gundlanchy col., 1992; Muller y

col., 1993) y defensinas(Brockaert y col., 1995). En este último caso se

ha podido demostrarque la inducción del gen pDEF1.2 que codifica para

una defensina de Arabidopsis, se induce, local y sistemicamenteen

respuestaa la infección con el hongo patógenoAlternaría brassicola y

que dicha inducción no está mediada por el ácido salicílico o por señales

de transducción componentesde la ruta de respuestadel salicílico, sino

que requiere componentesfuncionales de las rutas de respuestaen las

que participan el ácido jasmónico y el etileno. Finalmente, el hecho de

que la expresión constitutiva de defensinas o tioninas en plantas
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transgénicas, ambas inducibles por ácido jasmónico, provoque una

disminución significativa de la suceptibilidad a la infección por diversos

patógenos (Teheras y col., 1995) (Carmona y col., 1992) permite

estableceruna clara correlación entre la respuestade defensa vegetal y

el ácido jasmónico.

1.5 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 múltiples genes

de la planta alterando su expresión. La identificación de nuevos genes

progresa, además, a medida que se desarrollan técnicas más sensiblesde

análisis y se identifican plantas mutantes alteradas en su expresión, por

lo que el número de genes implicados en la respuestade defensa ha

aumentado significativamente en los últimos años.

Es sin embargo más complejo determinar la función que los

productos de defensavegetal realizan durante el proceso de infección.

Esta complejidad se debe a las características intrínsecas del

proceso de defensa que por un lado es redundante, tanto en cuanto al

número de genes que participan en la protección, como en cuanto al

hecho de que en muchos casos los genes indentificados forman parte de

familias multigénicas. Existe, además, una segunda complicación

derivada del hecho de que muchos de los productos caracterizados

participan en otros procesosdel desarrollo celular y se inducen en

tejidos específicos de la planta sin ninguna relación aparente con un

proceso infectivo. Un ejemplo significativo de esta situación lo

representala familia de enzimas ~(l,3)glucanasa, objeto de este trabajo,

para las que se ha determinadosu actividad anti fúngica in v¡tro (Keen y
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Yoshikawa, 1983),pero para las que no se ha determinadosu función in

vivo en relación con la reacción de defensavegetal.

Los enzimas j3(1,3)glucanasase han identificado en numerosas

especies vegetales, pero ha sido en tabaco en donde se han examinado

en más detalle. Están codificados por una familia multigénica que

codifican distintos isoenzimas que se localizan en compartimentos

celulares como vacuolas apoplásto y pared celular (Van den Bulcke y

col., 1989; de Carvalbo y col., 1992; Kombrink y col., 1988).

Independientemente,de su localización celular, los enzimas vacuolares,

generalmentebásicos, y los extracelulares, ácidos en su mayoría, se

inducen en respuestaa la infección por microorganismos patógenos,

aunque por el momento se desconoce si las isoformas que ocupan

distintos compartimentoscelulares realizan la misma función o si existe

alguna diferencia significativa entre ellos. Los enzimas fl(1,3)glucanasa

se inducen en la planta en respuestaa la infección por hongos patógenos,

pero también se inducen en respuestaa otro tipo de patógenos que no

contienen 3(l,3)glucanasaen su superficie como son las bacterias y los

virus. Igualmente, los enzimas ~(1,3)glucanasa se inducen en respuestaa

otros tipos de estrés como un daño mecánico, altas temperaturas,ozono,

reguladoresdel crecimiento etc. (Cutt y Klessig, 1992; Schroudnery col.,

1992)

Estas observacioneshan sugerido que las p(l,3)glucanasa podrían

tener otra función o funciones en la reacción de defensa diferente a su

potencial actividad antifúngica.

Se ha propuesto que, ademásde su participación en la respuestade

la planta frente a una infección, los enzimas ¡3(l,3)glucanasa pueden

intervenir en otros procesos del desarrollo vegetal. Esta función se

propone en base a que se han detectado isoenzimas p(1,3)glucanasa en
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tejidos específicos de plantas sanas como son raíces, estilo, anteras y

semillas, en donde participaran en procesosintrínsecos a estos tejidos

(Neale y col., 1990; Castresana1990). En concreto se ha comprobadoque

el isoenzima identificado en las anteras, designadocallasa, está implicado

en el procesode maduracióndel polen (Worral y col., 1992).

1.6 OBJETIVOS.

El objetivo de este trabajo consiste en profundizar en el estudio de

la interacción huéped-patógenoy examinar la participación de los genes

de defensavegetal; en concreto, de la familia de genes que codifican los

enzimas hidrolíticos ~3(l,3)glucanasa, en la protección de la planta frente

a la infección por microorganismospatógenos.

Para ello, seleccionamos como plantas huésped las especies

vegetales Nicotíana plumbaginifolia y NicoNana 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 reacción de defensa vegetal.

Igualmente, examinamos la respuestade la planta frente a la infección

con las bacterias Pseudomonas syringae pv. syringae y Pseudomona

syringae pv. tabací que establecen una interacción incompatible y

compatible respectivamente,al infectar plantas de tabaco.

En todos los casos examinadosse analizó, además, la participación

de otros genes de defensavegetal, descritos como marcadoresespecíficos

de los distintos procesos celulares caracterizados en la respuesta de

defensa vegetal.

Finalmente, el desarrollo de nuestro estudio nos ha conducido

a examinar la participación de los enzimas j3(l,3)glucanasa en diversos
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procesos del desarrollo vegetal relacionados con el proceso de

senescenciay muerte celular.
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II. MATERIALES Y METODOS.

11.1 ANTIBIOTICOS.

Los antibióticos ampicilina, kanamicina, streptomicina,

spectinomicinay cefotaxima fueron disueltos en agua, a diferencia de la

rifampicina que fue disuelta en DMSO, y filtrados para su esterilización.

Su conservaciónse realizó a -200C.

11.2 MEDIOS DE CULTIVO.

Medio Luria-Bertani o LB:l% de bacto tripona, 0.5% de extracto bacto

levadura,1% de NaCí; Ajustar el pH a 7 con NaOH.

Medio King’s 13: 2% de Proteosapeptona 3,2% glicerol87%. Autoclavar y

añadir K211P046.5 Mm, SO4Mg.7H206 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 glucosa20 mM.

Medio NZ: 0, 5% de extracto de levadura, 1% de casaminoácidos,0,5% de

CINa, 0.2% de MgSO4.7H20.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%, ácido nicotínico y piridoxina-HCl 0,01%,

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

11.3.1 Huéspedes herbáceos experimentales.

Para la transformación genética de los genes quiméricos con la

región promotora de ¡3(1,3)-glucanasasy la región codificadora del gen

bacteriano ~3-glucuronidasase empleó Nicotiana tabacum. En los ensayos

de infectividad como huéspedde lesiones locales y para la propagación

de la infeccion bacteriana se empleó Nicotiana tabacum, además de

Nicotiana plumbaginifolia.

Las semillas de las plantas no transformadasse germinaron en

tierra esteril con diferentes grados de descomposición de distintas

turberas (Subtrat Typl,BRILL).

Las semillas de las plantas transgénicasse germinaron in vitro en

medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con 1% de sacarosay 100 mg/ml

de kanamicina.Las plántulas se transfirieron a tierra al alcanzar un

tamaño de apróximadamente2-3 cm y se mantuvieron en invernadero

con humedadrelativa del 70% y un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas

de obscuridad.

11.3.2 Microorganismos experimentales.

¡¡.3.2.1 Bacterias.

Las cepas Dh5a y Sure de Escher(chia coli se han empleadopara la

propagacióny purificación de plásmidos.

La estirpe K803 se empleó para la infección con derivados del

bacteriófagoX.

La cepa C58C1.de Agrobacterium tumefaciens se empleó para la

transformación de las plantas.
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tres cepasdiferentes fueron empleadaspara la infección de plantas de N.

tabacum:

Pseudomonas syringae pv. syringae 5085, que establecen una

interacción del tipo incompatible en ambos huéspedesherbáceos.

Eseudomonas syr¿’ngae pv. tabaci 5393, empleada para el

establecimiento de una interacción del tipo compatible en ambos

huéspedesherbáceos.

Erw¡nia amylovora 6089como inductor de la respuestahipersensible.

Erwin¡a amylovora PMV 6023 (mutante hrp que no induce la reacción

hipersensible)

11.3.2.2Fagos y Plásmidos.

El fago Charon 35 fue utilizado para la construcción de la genoteca

genómicade N. plumbaginifolia. Su genotipo es mostrado a continuación:

lsbhIll~ lacS srI lacZ srIl3 DwLll3 KH54 nin5 shndIIIl6~ srIl5~.

Los plásmidos PT3T7, PUCl9 y pBluescript fueron utilizados para el

clonaje y mantenimientode los fragmentos de DNA.

El plásmido pGUSl se utilizó como vector para la preparación de

construccionesde transformación de planta.

Como vector de expresiónen plantas se utilizó el plásmido pGSV4.

Empleamos los plásmidos PT3T7 y pBluescript que contienen los

promotoresde la RNA polymerasade los fagos T3 y T7 para donar las

secuenciasutilizadas para transcribir in vitro.
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11.4 MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.

Eseherichia cotí se cultivó a 37~C en medio LB. Para cultivos en medio

sólido, agar 15g/l.

Los cultivos de A. tumefacleas y las cepas bacterianasinfectivas se

realizaron a 28~C en medio LB y en medio King~s B respectivamente.

Para conservar las cepas originales y los transformantesde Escherichia

cotí o A. tumefaciens así como las bacterias patógenasdurante periodos

cortos de tiempo se mantuvieron a 4~C en una placa de medio sólido con

el antibiótico apropiadoLa conservación por largos periodos de tiempo

se realizó resuspendiendolas células en una solución de glicerol al 15% y

manteniendolosa -700C.

11.5 MANIPULACION DE LOS MICROORGANISMOS.

11.5.1 Obtención de células competentes.

La obtención de células competentesDH5a y SURE de E. coli se

realizó por tratamiento con CaCl2 siguiendo el método descrito en

Maniatis.

¡¡.5.2 Transformación de células de E. coli.

Para la transfeccióncon DNA de derivados del bacteriófago1

y para transformacionescon DNA de plásmidos que no requerían alta

eficiencia, se emplearon células competentesde E. coli, DH5a o Sure,

preparadaspor el método citado anteriormente. Para transformaciones

de alta eficiencia, sobre todo cuando se empleabanfragmentosligados ¡ n

vitro, el DNA se introdujo en células de E.coli DH5a por electroporación,
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siguiendo los protocolos descritos en el manual de instrucciones del

aparato Electro celí manipulator600 de BTX.

11.5.3 Transformación de células de A. tumefaciens.

Los plásmidos que portaban el T-DNA (DNA transformante)que se

pretendía transferir a la planta se purificaron a partir de las células de E.

cotí (DH5a) en las que se habían multiplicado, y se introdujeron en

células de A. tumefacienscompetentes,siguiendo el método descrito por

Hófgen y Willmitzer, 1988, que portaban el plásmido auxiliar que

sumunistra las funciones vir. Tras 5 minutos en hielo, 5 minutos en N2

líquido y 5 minutos a 37~C se incubaron las células de A. tumefaciens

potencialmente transformadas a 28 0C durante una hora para

posteriormente ser plaqueadas en medio LB con rifampicina,

spectinomicinay streptomicina como antibióticos de selección. Las placas

deben ser incubadas durante dos días a 28 0C para permitir el

crecimiento de las colonias resistentes cuya transformación se verificó

mediante minipreparación de plásmido.

.11.5.4 Inoculación de plantas.

La inoculación de las plantas N.plumbaginifolia y de plantas

transgénicas Y. tabacum se realizó de forma mecánica, por inyección,

utilizando jeringuillas de lml y agujas 30G112 0,3 x13 estériles de

Becton Dikinson. Como fuente de inóculo 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

dilución microbiana adecuada a partir de cultivos crecidos a 28~C,

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

11.6 MANIPULACION DE PLANTAS.

11.6.1 Esterilización y germinación de semillas.

Las semillas procedentes de plantas transgénicasse esterilizaron

durante 20 minutos en lejía 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 antibiótico de selección.

11.6.2 Transformación de plantas de Nicotiana tabacum (SRl).

11.6.2.1 Trasformación de discos de hoja.

El protocolo de transformaciónde discos de hojas, está basado en el

descrito por Horsch y col. (1985) con algunaspequeñasmodificaciones.

El tejido más facil de utilizar es el que procede de plantas crecidas ¡ n

vitro debido a la innecesaria esterilización. Sin embargo, las plantas

crecidas en el invernadero pueden tener una frecuencia de

transformación más alta. Por esta razón, se recolectaron hojas sanas, sin

daños, de plantas jóvenes crecidas en el invernadero y se esterilizaron

en una solución de lejía comercial al 10% durante 10-15 minutos con

agitación suave, lavandosea continuación4 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.wmafaciens preparadoa partir de
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la cepa transformadacon el plásmido de interés. A continuación, los

discos se secaron ligeramente para eliminar el exceso de líquido y se

colocaron con el haz hacia abajo en medio MS teniendo lmg/ml de BAP,

0.1 mg/ml de NAA y 2% de sacarosa,solidificado con agar al 0.6% (medio

de regeneración). Se incubaron, los discos, durante 2-3 días y

posteriormentetras limpiar ligeramente los explante sobre papal estéril,

se transfirieron a placas con medio de regeneración en presencia

del00mg/ml de kanamicina y 250 mg/ml de cefotaxima y se incubaron

a 25~C transfiriéndosea medio de selección fresco cada dos semanas.

Al cabo de 2-4 semanasempiezan a aparecerbrotes que una vez

alcanzadoun tamaño apropiado, 0.5-1 cm, los brotes eran excindidos y

transferidos a medio MS con 2% de sacarosapero sin hormonas para

permitir la formación de raices (medio de enraizamiento). Según fueron

enraizando las plántulas, se transfirieron a tiestos con tierra estéril

tapadoscon plástico durante unos días.

Finalmente y tras este periodo de aclimatación, las plantas

crecieron en invernadero hasta su utilizació.

11.7 PREPARACION DE ÁCIDOS NUCLEICOS.

11.7.1 Preparación de DNA de bacteriófagos.

Utilizando una librería genómica de N.plumbaginifolia se procedió

al aislamiento de fagos de interés, según protocolo descrito en Maniatis,

infectando células K803 de E. coli. Como sondas se utilizó el clon

correspondientea una ¡3(1,3)-glucanasaácida de N. tabacum de 0.6kb

denominada163 ( cedida por el Prf. J.Bol, Universidad Leiden, Holanda),

un cDNA correspondientea una glucanasaácida de N. plumbaginifolia,
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aislado y donado en el plásmido pUCl8 en nuestro laboratorio, y el clon

denominado CI-125 correspondientea la PR-2 ácida de tabaco.

La técnica de hibridación de placas in situ se llevó a cabo segúnel

protocolo habitual descrito en el Maniatis y se plaquearon 180.000

bacteriófagos apróximadamente.

La minipreparación y purificación a gran escala de DNA de los

fagos seleccionadosse realizó también con la cepa bacteriana K803

infectada con dichos fagos basandonosen los protocolos descritos en

Maniatis.

11.7.2 Purificación de DNA de plásmidos.

Para la purificación de DNA de plásmidos a partir de cultivos

bacterianosutilizamos el kit de la casa comercial QUIAGEN, “Plasmid

Midi Kit”. Para preparacionesa pequeñaescala, “miniprep”, se siguió el

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

11.7.3 Preparación de RNA total de la planta.

La preparación de RNA total de plantas se realizó siguiendo el

protocolo (Jonathan Jones, 1985) en el que se utiliza LiAc, para la

eliminación de DNA y RNA de bajo peso molecular. Además fue utilizado

el método descrito por Logemann y col.(1987). Tras la extracción del

RNA se determinó su concentración (260nm) y se alicuotó para su

conservaciónen agua esteril, tratadacon DEPC, a -80~C.
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11.8 MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

11.8.1 Determinación espectrofotométrica.

Las concentracionesde los ácidos nucleicos se calcularon tras la

determinación del espectro de absorción utilizándose valores de E260,

0.1%=25 para RNA monocatenario (Kaper y Geelen, 1971) y E260

0.l%=21 para DNA (Billeter col. 1966).

11.8.2 Tratamiento enzimático del DNA.

La manipulación enzimática del DNA con enzimas de restricción u

otros enzimas modificadorasse hizo atendiendoa las especificacionesdel

proveedor del enzima y según protocolos ya establecidos(Sambrook y

col., 1989).

¡¡.8.3 Técnicas electroforéticas y transferencia de ácidos

nucleicos.

La resolución de fragmentos de DNA mediante la técnica de

electroforesis fue realizada en geles horizontales de 0.8%-l% de agarosa

cuando el tamaño de los fragmentos era superior a 500 ph, y en geles

verticales de poliacrilamida al 6%-9% para fragmentosde DNA de menor

a lkb, empleandocomo tampon de electroforesis0.5 x TBE. Terminada la

electroforesis el DNA se visualizaba bajo luz UV mediante tinción con

BrEt (Sambrook y col.,1989). La detección de fragmentos específicosde

DNA por hibridaciones tipo Southern se realizó mediante la transferencia

a membranasde nylon Hybond-N, Amersham.
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El RNA se separó mediante electroforesisen geles horizontales de

agarosaal 1.5% en presenciade formaldehido/formamidadespuésde ser

calentadoa 55~C (Sambrook y col. 1989) y empleandocomo tampon 1 x

MOPS. Se transfirió por capilaridad (Ausubel y col. 1987) también a

membranasde nylon Hybon-N (Amersham), siguiendo las instrucciones

de la firma comercial.

Finalmente los ácidos nucleicos se fijaron a la membrana por

exposición bajo luz UV durante 5 minutos.

11.8.4 Elución de fragmentos de DNA.

Los fragmentos de DNA eran cortados una vez identificados de

geles de agarosa,para su posterior elución a través de filtros de 0.22

mm tipo GVWP (Millipore) y tampón de elución (0.5 M Tris 7.5 y 0.1%

SDS) según el método de Zhy y col., 1985.

11.8.5 Obtención de clones de DNA.

Después del aislamiento de los fagos seleccionadosa partir de la

librería genómica de N. plumbagínífolía, y del análisis de restricción e

identificación de los fragmentos de DNA de interés, se procedió a la

obtención de clones de dichos fragmentos insertándolos en vectores

pT3T7 y pBluescript para la determinación de las secuencias.El vector

pT3T7 fue utilizado para el clonaje del fragmento de 4 kb que incluye el

gen de una j3(1,3)-glucanasaácida (gn3), mientras que el fragmento de

3.5 KB correspondienteal segundo gen ácido (gn4) se insertó en el vector

pBluescript, siendo digeridos ambos vectores con el enzima de

restricción Eco Rl. Dicho enzima fue seleccionado también para la
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liberación de los fragmentos, mencionados, contenidos en los fagos

seleccionados.

A partir de estos clones, se realizaron, utilizando los vectores

descritos, los subclones adecuadospara favorecer su caracterización y

secuenciación.

11.6 Determinación de la secuencia del DNA.

Realizamosla secuenciacióndel DNA sobre moldes de doble cadena

de plásmidos recombinantesde pT3T7, pUCl9 y pBluescript utilizando el

método de terminación de cadena de DNA ( Sanger y col., 1977) con

reactivos adquiridos de la casa comercial Pharmaciae incluyendo en la

reacción el nucleótido dCTP marcado radiactivamente con 32~

(Amersham). Los cebadoresuniversales de pT3T7 en el sentido directo e

inverso así como los primers T3 y 117 fueron adquiridos de la firma

comercial Promega y utilizados a una concentraciónde lOng/ml.

Igualmente se procedió a utilizar diversos oligonucleótidos para

completar y confirmar las secuencias de interés. Las reacciones se

resolvieron en geles verticalesdel 5% ó 7% de poliacrilamida, urea 8 M.

Una vez terminada la electroforesis los geles se transfirieron a

papel Whatman 3MM y se secarona vacío. El resultadode la reacción se

registró en películas de autorradiografíaKodak X-OMAT S.

11.9 MARCAJE RADIACTIVO DE ACIDOS NUCLEICOS.

11.9.1 Preparación 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 Primert’ siguiendo las recomendacionesde la casa

comercial (Boehringer Mannheim) y utilizando [a-32P] CTP. Los

nucleótidos no incorporados se separaron con el pasó de la mezcla de

reacción por una columna con resma SephadexG-50 en el tampón TE.

Finalmente se calentó la sonda a 95~C antes de añadir a la mezcla de

hibridación para conseguir su desnaturalización.La temperatura en el

periodo de prehibridación e hibridación fue de 650C y los lavados de los

filtros, una vez finalizada la hibridación, se hicieron con una solución de

2x SSC dos vecesde 15 minutos cada una, y una solución de 2x SSC con

SDS al 0.1% 30 minutos, también, a 650C.

11.9.2 Síntesis de RNA radiactivo por transcripción ¿u vitro.

Las sondas de RNA radiactivo utilizadas en los ensayos tipo

Northern se sintetizaron por transcripción in vitro en presenciade [ a-

32P1 CTP usando el kit de transcripciónde RNA de la firma Stratageney

siguiendo las recomendacionesde la casa comercial. Los plásmidos

recombinantesseleccionadospara el marcaje radiactivo se detallan a

continuación:

El plásmido pT3T7 contiene las secuencias promotoras de

transcripción 113 y 117 separadaspor un sitio de clonaje múltiple

derivado del pUCl9. En un sitio Hind III fue donado un fragmento de

0.6 Kb correspondientea la zona codificadora de la glucanasaácida gn3,

por lo que se seleccionó para el análisis de la expresión de dicho gen.

Este fragmento fue, posteriormente,aislado por digestión con el enzima

de restricción Hind III. Una vez digerido el pT3T7 recombinantecon el

enzima BstE II se procedió a la transcripción de dicho fragmento

utilizando la 113 RNA polimerasas.
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El plásmido pBluescript, al igual que el pT3T7 posee un sitio de

policlonaje flanqueado por las regiones promotoras 113 y 117. Un

fragmento de 0.9 kb que contiene parte de la región codificadoradel gen

gn4 fue subclonadoen un sitio Eco Rl de dicho vector. El fragmento fue

aislado despuésde la digestión del clon completo del gen con el mismo

enzima. El plásmido recombinante fue digerido con el enzima de

restricción Xba 1 y transcrito con la 117 RNA polimerasa.

El plásmido pGN2 es un derivado del pGEM2 que contiene un

fragmento del c-DNA correspondientea la región codificadora del gen

básico de glucanasagnl (Castresanay col., 1990). Este fragmento fue

digerido con SStI y PstI aislado y posteriormente donado en dicho

vector, tratado con los mismos enzimas de restricción. El pGN2 contiene

las secuenciaspromotoras Sp6 y T7. Una vez digerido con el enzima Eco

Rl se utilizó la 117 RNA polimerasapara la transcripción y el posterior

análisis de la expresión del gen citado.

El pT3T7 fue digerido con el enzima de restricción Hind II donde

fue donado un fragmento de DNA de aproximadamentelKb procedente

del gen glucanasa básico, designado gn2. La sonda de hibridación

utilizada para determinar la expresión del gen glucanasabásico gn2 se

preparó mediante clonaje, en el sitio Hindil del vector pT3T7, de un

fragmento Ahalil de aproximadamente1 Kb, procedente de dicho gen

(gn2). Este fragmento contiene la región codificadora correspondienteal

segundo exón y más de 100 nucleótidos de la secuenciadel intrón. El

plásmido obtenido se denominó pGN6 y fue tratado con el enzima Eco Rl

para la posterior transcripcióncon la 113 RNA polimerasa.

Los clones utilizados para preparar las sondas de hibridación

correspondientesa los genes PR-l y PR-2 fueron cedidas por el Dr. J.
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Ryals y en ambos casos representanlos c-DNAs completos y donados

respectivamenteen el vector pb]uescript.

El clon correspondiente al gen Piníl de tabaco se preparó

utilizando un fragmento de DNA obtenido mediante digestión con los

enzimas de restricción NdeI y NsiI del correspondiente c-DNA. Los

extremos de dicho fragmento de, aproximadamente 400 ph, se

rellenaron con Klenow, y el fragmento aislado de un gel de agarosase

insertó en el sitio Eco Rl del vector pBluescirpt.El plásmido obtenido se

originó con el enzima para su posterior transcripción con la 117 DNA

polimerasa.

la fijación del RNA a las membranasse realizó por exposición al

crosslinker ultravioleta durante 2 minutos. Los filtros fueron

prehibridados durante dos horas como mínimo en una solución que

contenía5x SSC, 50% de formamida,5x Denhart’s,0.5% SDS y DNA

de esperma de salmón 20 mg/ml.

Las condiciones de temperaturadurante la prehibridación así como

en la hibridación variaron dependiendode la sonda y del RNA utilizado.

Los fragmentos endógenospara la planta portadoradel RNA a analizar

fueron hibridados a 680C, gnl, gn2 y CH2 de N. plumbaginifolia, mientras

los genes ajenos,aisladosde tabaco como PR-], PR-2 eran hibridados a

652C. El mismo criterio se siguió cuando se utilizaban RNAs extraidos de

N. tabaco. Para el gen gnl y CH2 se establecióuna temperaturade 65~C

y para PR-l y PR-2 68~C. Cuando era el gen gn2 utilizado, la hibridación

se hizo a 680C debido a su alta homología de secuencia (95%) con

isoformas intracelulares de N.tabaco,

El gen de inhibidor de proteasasde tabaco Pm II fue analizado

utilizando unas condiciones de temperatura de 680C, para el RNA de

ambos huéspedes herbáceos, debido a la aparición frecuente de

hibridaciones inespecíficas
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Los lavados se hicieron primero con una solución que contenía Sx

SSC y 0.1 % de SDS en dos periodos de tiempo de 15 minutos cadauno,

Un segundolavado era hecho con una solución de 2x SSC y 0.1% de SDS

una vez durante 30 minutos. Cuando fue necesario se utilizaron

condiciones de mayor astringenciabajando la concentraciónhasta el

lx SSC. Las condiciones de temperaturaen los lavados eran las mismas

que las utilizadas durante la hibridación.

11.10 ANALISIS DE PROTEíNAS.

11.10.1 Extracción de las proteinas totales de hojas de plantas.

Se procedió en primer lugar, a la extracción de proteinas a partir

de tejido congeladocon N2 líquido, y en un tampon de extracción de

Acetato sódico 0.5 M pH 5.2 conteniendo2.-mercaptoetanol15 mM como

estabilizante de las proteinas. Una vez filtrado a través de Miracloth

(Calbichem) y centrifugado a14000 r.p.m., se dializó en acetato sódico 10

mM pH 5.2 durante toda la noche a 49C. Finalmente las muestras fueron

centrifugadas a 5000 r.p.m. para eliminar el precipitado y leer la

absorción a 520 nm, utilizando el reactivo para ensayos de proteina de

Bio-Rad como es indicado por la casa comercial. Este ensayo

colorimétrico está basado en el procedimiento descrito por Bradford, M.,

(1976), y consisteen el cambio de color del tinte azul CoomasieG-250 en

respuestaa diferentes concentracionesde proteinas como resultado de la

unión de la tinción a aminoácidosbásicos principalmente.

Posteriormente se procedió a la determinación de la actividad

glucanasapor los métodos que se describena continuación:
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11.10.2 Determinación de la actividad de proteinas

~3(1,3)gIucanasa.

11.10.2.1 Método de Somogy y Nelson.

Este método se basa en la oxidación de sustancias reductoras

mediante compuestosorgánicos cúpricos en solución alcalina.

Las sustancias reductoras son oxidadas por el SO4Cu (reactivo de

Somogy), el cuál se reduce a óxido de cobre, rojo, que reaccionacon el

reactivo de Nelson, formando un complejo de color azul. La intensidadde

color dependede la cantidad de cobre reducido, o lo que es lo mismo, de

la cantidad de substanciasreductoras existentes.

En este ensayo se usaron 10 mg de extacto proteico que se

incubaron durante 1 hora con laminarina [2mgImlJ (Sigma), utilizada

como substratoy despuésdel tratamiento con los dos reactivos descritos,

se midieron las muestras, espectrofotométricamentea 520 nm.

11.10.2.2 Geles de lEE.

Además del método anteriormente citado se procedió a la

realización de ensayos de actividad ~(l,3)glucanasa en geles de IEF

(Anpholine PAGplate, Ph 3.5-9.5, Pharmacía).Para ello fueron utilizados

10-15 mg de extracto de proteína resuspendidosen 10 ml de agua

destilada que se resolvieron en geles de IEF a 40 mAmp. Finalizada la

electroforésisy despuésde un lavado de 5 minutos en agua y 5 minutos

en acetatosódico 50 mM pH 5.2, se procedió a la incubación del gel en

una solución de laminarina al 0.5% en acetato sódico 50 mM pH 5.2

durante 1 hora a 37~C. Pasadoeste tiempo se lavó el gel dos veces con

agua y se cubrió 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 agitación cada 30 segundos, podían observarse las

manchas correspondientesa los diferentes isoenzimas, con actividad

glucanasa,pertenecientesal rango de pH seleccionado.Por último el gel

era fijado en ácido acético7.5%.

11.11 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ¡3-GLUCURONIDASA

EN PLANTAS TRANSGENICAS.

11.11.1 Análisis fluorimétricos.

La cuantificación de la actividad ~-glucuronidasa (GUS) fue medida

por fluorescencia siguiendo el método descrito por Richard A. Jefferson,

1987; Jefferson y col. ,1991. El substratoutilizado para este ensayo es el

4-Metilumbeliferil-f3-D-glucurónido (MUG).

Se partió de 100-200 mg de tejido congeladopara la extracción de

proteinas con el buffer de extracción que contiene So mM NaPO4 (pH

7.0), lOmM EDTA (pH 8.0), 0.1% Tritón X-l00 ylOmM beta-

Mercaptoetanol.Después de medir la concentraciónde proteina a 595

nm, utilizando el reactivo Bio-rad, se procedió a iniciar la reacción

mezclando un volumen de muestra correspondientea una O.D.595nm=3

con 60 ml del tampon de extracción y 60 ml de lx MUG e que se incubó

a 37~C. Se tomaron alíquotas de 20 ml y se añadieron a un eppendorf

con 1000 ml de Na2CO3 para parar la reacción despuésde 15 minutos y

30 minutos. Finalmente se midió la absorbanciaen el fluorímetro a 447

nm.
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11.11.2 Ensayos histoquimicos.

Para la localización histoquimica de la actividad ¡3-glucuronidasa

(jefferson y col., 1986, 1987) se cortó el tejido en fragmentos pequeños

que abarcaranla región a analizar y se incubaron, durante toda la noche

a 372C y en oscuridad,en una mezcla que contenía lOOmM Tris pH 7, 50

mM NaCí, 2 mM de FerrocianuroPotásico y 2 mM del ácido 5-Bromo 4-

Chloro-3-Indol j3-D-glucurónico como substrato(X-Gluc.). Como resultado

de la hidrólisis del X-Gluc por la ~-Glucuronidasa apareceel

dicloro-dibromoindigo (ClBr-indigo), producto coloreado que permite

precisar la localización de la actividad enzimática. Posteriormentese lavó

manteniendo las muestras 10 minutos en agua con el fin de parar la

reacción y se fijaron como mínimo 6 horas en glutaraldehydo 1%, Tris

lOOmM pH ‘7. Una vez concluida la fijación se realizaron 3 lavados con

agua y se procedió a la eliminación de la pigmentaci6n endógena

(Clorofila u otros pigmentos) del tejido a través de la inclusión sucesiva

de las muestrasen etanol del 30%, 50%, 70%, 90% y 100% durante ihora

para cada dilución. Las muestrascon alta pigmentación, como el caso de

hojas jóvenes, se mantuvieron en etanol 70%, periodos de tiempo

superiores a una hora, dependiendo del tejido. Las muestras fueron

rehidratadasinvirtiendo el tratamiento de la serie del etanol. Finalmente

se mantuvieron en agua destilada esteril a 4~C.

Para el ensayo histológico de tejidos florales se le añadió a la

mezcla de reacción ¡3-Mercaptoetanol 14 mM para evitar la rápida

oxidación de los pigmentos localizados en estos tejidos.
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11.12 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA.

Para realizar este ensayo, se escindieron discos de tejido a partir

de diferentes áreas de las hojas a examinar, los cuales son

homogenizadosen 1 ml. de acetonaal 80%. Los extractos obtenidos eran

diluidos 10 veces en acetona al 100%, para posteriormente,hacer una

medición de absorvancia a A645 y A663. Las concentracionesde

clorofila a y b eran calculadaspor la equaciónde Hill y col., 1985:

Cl a (mg/mí) = 12.5 A663 - 2.55 A645

Cl b (mg/mí) = 18.29 A645 - 4.85 A663
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III. RESULTADOS

111.1 CARACTERIZACION DE LAS DISTINTAS ISOFORMAS DE

~(1,3)GLUCANASAS EN PLANTAS DE Nicotiana

pl umbag¿ n¿folia.

111.1.1 Aislamiento y caracterización de genes: Estudio

comparativo de las secuencias de las distintas isoformas y

análisis de la expresión de los genes aislados.

Con objeto de determinar la participación de los enzimas

13 (l,3)glucanasa en los mecanismos de defensa vegetal, y examinar la

contribución de distintos isoenzimas, ácidos y básicos, en dicha

respuesta,hemos procedido al aislamiento y caracterizaciónde los genes

correspondientesa los isoenzimas ácidos a partir de una biblioteca

genómica de Y. plumbaginifolia . Utilizando como sonda de hibridación

un c-DNA parcial correspondientea una isoforma ácida de tabaco y a la

que se denominó 163 (cedida por el Prf. J. Bol de la Universidad de

Leiden, en Holanda), se identificaron varios fagos positivos que, trás su

purificación, fueron sometidos a un análisis de restricción y posterior

Southern blot con el fin de seleccionar los fagos de interés. De estos

estudios, dos supuestosgenes 13(l,3)glucanasa designados, gn3 y gn4,

eran identificados en un fragmento de DNA de 4Kb y 3.5Kb,

respectivamentecorrespondientesa dos fagos independientes. Dichos

fragmentos se subclonaron en los vectores p11311’7 y pbluescript

originándose 2 clones designados pT3TYIgn3 y pbluescript/gn4, que

posteriormente fueron analizados en detalle para determinar sus

característicasmoleculares y de expresión.
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Las secuenciasparciales deducidas para los genes gn3 y gn4,

fueron comparadascon las correspondientessecuenciasde amino ácidos

de las diferentes isoformas intracelulares y extracelulares,previamente

caracterizadasen plantas de Nicotiana tabacum (Linthorst H.J. y col.,

1990). El producto del gen gn3 mostraba un 60% de identidad de

secuenciacon la isoforma ácida, g19 (Linthorst H.J. y col., 1990), y un

49%, aproximadamente,con dos isoformas básicas caracterizadasen

tabaco, además, el análisis de la secuencia aminoacídica de este gen

revelaba un pI de 4.85. La secuenciadel segundo clon, gn4, mostrabaun

97% de identidad con una isoforma extracelular de tabaco específicade

estilo, denominadasp41 (Ori N. y col.,1990). El análisis de secuenciade

este gen mostraba,respectivamente,un 80% y un 49% de homología con

las secuenciascorrespondientesa las de los isoenzimas ácidos y básicos

inducibles en hojas.

Las características de expresión de los genes aislados se

examinaron, inicialmente, en hojas de plantas sanas no tratadas, así

como en respuestaa la infección con la bacteria Pseudomonas syringae

pv. syringae que estableceuna interacción del tipo incompatible con Y.

plumbaginifolia, resultando en la manifestación de una respuesta

hipersensiblecon la subsiguiente inducción de la reacción de defensa

vegetal. La densidad de inóculo utilizada fue de io8ufc/ml y los tiempos

examinados fueron un día y cuatro días después de la infección en

relación con la aparición y establecimientode los síntomas. Igualmente,

se examinó el nivel de expresión de los genes estudiadosen respuestaa

la inoculación con agua utilizada como control. En base a la identidad

determinada entre la secuencia correspondiente al gen gn4 y la

glucanasaespecífica de estilo, sp4l de N. tabacum, se examinó el nivel

de expresión, de los genes estudiados, en órganos florales. Para este

estudio se utilizaron flores jóvenes totalmente desarrolladas.
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ninguno de los genes examinados en respuestaal tratamiento con agua

(datos no mostrados). Los análisis de expresión génica en los órganos

florales examinados revelaron que los niveles correspondientesal gen

gn3 eran similares en todos los órganos florales, y que dichos niveles

eran, además, similares a los detectadosen las hojas de la planta. A

diferencia de estos resultados, la expresión del gen gn4 se detectaba

exclusivamente en los RNAs extraidos del estilo siendo los niveles

alcanzadossignificativamente superiores a los detectadosen las hojas de

la planta.

Finalmente, no se detectó RNAs en ninguno de los órganos florales

cuando se examinó la expresión correspondientea los genes gnl y gn2.

Las característicasde expresión determinadaspara los genesgn3 y

gn4, junto con el análisis de sus secuenciasparciales revelaban, que la

proteína codificada por el gen gn3 no correspondíaa ninguna de ]as
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Figura 2. Secuencia de nucleátidos y de aminoácidos deducida del gen gn3 de
Nicol/ana plumbaginio//a. Los nucleótidos están numerados a partir del ATG de
iniciación, designando la adenina correspondiente como nucleátido .i-1.
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isoenzimas 13(1,3)glucanasapreviamente caracterizadas,pero sí a una

nueva isoforma ácida mientras que el gen gn 4 representaba,

probablemente,al homólogo de sp4i (caracterizadaen N. tabacum) en la

especieN. plumbaginifolia. En base a estos resultados,se determinó la

secuenciacompleta del gen gn3, incluyendo sus regiones 5’ y 3’ así como

su región promotora que se utilizó, para preparar una construcción

quimera, gn3IGUS (detallada en el apartado 111.2.1), con el fin de

proceder al estudio detallado de las característicasde expresión dirigidas

por el promotor gn3 en plantas transformadascon dicha construcción.La

secuenciacompleta del gen gn3 se muestra en la figura 2.

111.1.2 Análisis de la actividad de isoenzimas 13(1,3)glucanasa

en plantas de Nicotiana plumbaginifolia.

Con objeto de completar la caracterización de los isoenzimas

j3(l,3)glucanasay determinar su posible inducción durante la respuesta

de defensa vegetal, se realizaron ensayos de actividad enzimática sobre

geles de IEF de extractosproteicos obtenidos a partir de hojas sanas así

como de hojas inoculadascon la bacteria P. s. pv. syringae. Igualmente,

se examinaron los isoenzimaspresentesen los distintos órganos florales

de la planta. Estos análisis permitieron detectar niveles basales de dos

isoenzimas, ácida (pI 6, aproximadamente)y básica (pI aproximado de

8) respectivamente,en los extractos de hojas sanas no tratadas. Los

niveles de ambos isoenzimas aumentan significativamente en las

muestras preparadasa partir de hojas inoculadas, alcanzandoel máximo

nivel de acumulación a los 8 días de infección. Durante este proceso es

posible detectar además, la presenciade otras dos isoenzimas, ácida (pI

inferior a 4) y básica (pI aproximado a 9) respectivamente,específicas

de este tratamiento, (figura 3 A).
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A

cl 48

8

Est. Sep. Pet. Our.Ant.

Figura 3. Actividad 13-1 ,3-glucanasa sobre geles de isoelectroenfoque
de extractos proteicos de plantas de N. plumbaginifol¡a.
A Extracto de hojas sanas (C) y hojas infectadas con P. s. pv. syringae’
1, 4 y 8 das después de la infección.
B: Extracto de órganos florales; estambres (Est.), sépalos (Sep.),
pétalos (Petj, ovarios (Ovr.) y anteras (Ant.)

El análisis de los órganos florales reveló la presenciade un nuevo

isoenzima específico del estilo (pI aproximado a 7) que probablemente

correspondea la glucanasacodificada por los genes sp4l y gn4 antes

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

detectadamuy debilmente en los pétalos. En los sépalos se detectó una

proteína con un punto isoeléctrico inferior (pI aproximado a 6) y un

patrón de migración diferente al mostrado por la estilar, aunque similar

a uno de los isoenzimas ácidos de hoja, (figura 3 B).

pI

-4.65

-6.0

-9.6
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111.2 ESTUDIO DE LAS CARACTERíSTICAS DE EXPRESION

CONFERIDAS POR LOS PROMOTORES gnl Y gn3 AL GEN

REPORTADOR 13-GLUCURONIDASA EN PLANTAS TRANSGENICAS

DE TABACO.

111.2.1 Preparación de la construcción quimera gn3IGUS/ocs y

obtención de plantas transgénicas.

Con objeto de facilitar la caracterizacióndel gen 3(l,3)glucanasa

gn3, se procedió a la obtención de plantas transgénicasen las que la

expresión del gen bacteriano 13-glucuronidasa estaba dirigida por las

secuencias reguladoras del promotor g n3. La determinación de la

actividad GUS, así como su localización celular mediante ensayos

histoquimicos, permite caracterizar en detalle las propiedades

reguladoras conferidas por dicho promotor. Para ello, se procedió al

aislamiento de las secuenciasreguladoras del gen gn3, presentesen un

fragmento de DNA de 1.19 Kb que se extiende desdelos nucleótidos -58

hasta el nucleótido -1198 en dirección 5’ con respecto al sitio ATG de

iniciación de la traducción. Según está representadoen la figura 4, dicho

fragmento se obtuvo a partir del plásmido pT3T7/gn3 (3.5 kb) mediante

digestión con los enzimas de restricción ScaI (-1198) y HindIII (-58) y,

trás reparar los extremos con el fragmento klenow de la DNA polimerasa

de E.coli, se purificó medianteelución de un gel de agarosa.El fragmento

obtenido, se insertó en el vector pGUS1 que contiene la secuencia

correspondientea la región codificadora del gen GUS unida a la secuencia

terminadora 3’ocs. Para la inserción del gen gn3, el vector pGUSl se

digirió con el enzima NcoI, localizadoen el ATG de iniciación del gen GUS

y se sometió a tratamiento con el enzima klenow seguido de la

desfosforilacióncon el enzima CIP (fosfatasaalcalina). La verificación del
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clonaje descrito se determinó mediante análisis de restricción y

secuenciación, utilizando como control el plásmido pGUS1 libre de

inserto.

Para la transformación de plantas, se ha empleado un sistema

binario consistenteen un vector de donación pGSV4, capaz de replicarse

tanto en E. colí como en A. tumefaciensy un plásmido auxiliar pGV2260.

pGSV4 tiene una región de donación, con múltiples sitios de restricción

únicos para el clonaje de las secuencias deseadas,y el gen de la

neomicina fosfotransferasaII (NPT II) cuya expresión, 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 donación y las secuenciasdel vector pGSV4

descritas (gen NPTII) se encuentran flanqueados por las repeticiones

directas de 25 pb caracterizadasen el plásmido Ti de A. tumefaciens

esencialespara la transferenciae integración del DNA de interés en el

genoma de la planta. El plásmido auxiliar pGV2260 es aportado por la

cepa de A. tumefaciens y poseela región vir o región de virulencia que

aporta en “trans” las funciones necesariaspara permitir la transferencia

e integración del DNA de interés en el genoma vegetal.

Utilizando el sistema descrito, se procedió a insertar la construcción

gn3IGUS/ocs en el vector pGSV4. El fragmento de DNA conteniendo

dicha construcción se aisló mediante digestión con los enzimas HindIjí y

XbaI del plásmido pGUSI que lo portaba (figura 4) y se insertó en el

vector pGSV4 digerido con los mismos enzimas. La inserción de la

construcción gn3IGUSIocs en pGSV4 se verificó mediante análisis de

restricción. El plásmido obtenido se denominó gn3IGUS-pGSV4 y se

utilizó para transformar células de A. tumefaciens, siendo verificada

dicha transformación mediante minipreparación de plásmido seguido de

análisis de restricción.
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figura 4. El fragmento de 4 kb que contenía el gen gn3 correspondiente a una glucanasa ácida fue
subclonado en el vector pTST7 digerido con el enzima de restricción Eco Rl. Un fragmento de 1,1 Ykb
DNA que se extiende desde ~ sitio MG del gen gn3 hasta el nucleátido -1198 en la región 5’ fue
fusionado a la región codificadora del gen marcador GUS. La construcción quimera gn3/GUS aislada
fue insertada en el vector pGSV4 y el plásmido recombinante gn3/GUS-.pGSV4 transferido a
A. tumefaciens e introducido en células de tabaco. tas secuencias de gn3 son representadas de la
siguiente forma ~ region 5.M . región codificadora; E. extremo 3’.
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Posteriormente, se efectuó la transformación de plantas de N.

tabacum (SRl) mediante la incubación de discos de hojas con células de

A.tumefaciens que portaban el plásmido gnSIGUS-pGSV4. Se

regeneraron,en presencia de kanamicina, varias plantas transgénicasde

las que 7 de ellas se seleccionarony analizaron en más detalle. Las

plantas transgénicasoriginales y los descendientesde la autofecundación

de éstas 7 plantas fueron analizadas para verificar la expresión que

mostrabala construcciónquimera gn3/GUSIocs.

111.3 CARACTERIZACION DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS

TRANSFORMADAS CON LAS CONSTRUCCIONES gnJIGUS Y

gn3IGUS.

La disponibilidad de plantas transgénicastransformadas con una

costrucción quimera gnlIGUSIocs, preparadas con anterioridad a este

trabajo, nos permitió analizar la expresión dirigida por promotores

correspondientesa los dos tipos j3(l,3)glucanasade interés, gnl y gn3,

en las plantas transgénicascorrespondientes.

111.3.1 Análisis en plantas sanas.

Como un primer paso para investigar el posible papel de los

productos proteicos de los genes aislados, así como en un intento de

localizar la expresión del gen gn3 en otras partes de la planta, caso

observadocon el gen gn4, se procedió a analizar los niveles de expresión

GUS conferida por ambos promotores gnl y gn3, en hojas de plantas

transgénicas sanas. Para ello se eligieron plantas jóvenes de

aproximadamente7-8 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 realizó una extracción
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hojas de donde se habían obtenido las muestras para el análisis citado

anteriormente. En el caso de las plantas transformadas con la

construcción gnl¡GUS se observó una clara, aunque ligera, tinción por

todo el tejido analizado en las hojas más bajas de la planta (1~ y Y

hojas), mientras que no se detectabacoloración azul en el resto de las

hojas analizadas. El tejido analizado histoquimicamenteno mostraba

tinción en ninguna de las hojas de las plantas gn3IGUS (datos no

mostrados).

Estos resultadosindicaban que la expresiónGUS conferida por el

promotor de la isoforma básica gnl podría estar implicada en procesos

de desarrolloy madurezfoliar, mientras que el gen ácido, gn3

caracterizadono participaría en dichos procesos,al menos, en el estado

de desarrollo de las plantas analizadas.

111.3.2 Análisis de la inducción de la expresión de Jos
transgenes gnl/GUS y gn3/GUS en respuesta a tratamientos
bióticos y abióticos.

En base a los resultados obtenidos anteriormente, se procedió a

analizar la expresión GUS, dirigida por los promotores gnl y gn3, en

respuesta al tratamiento con distintos agentes inductores relacionados

con la respuestade defensavegetal. De esta manera se podría evaluar la

posible inducción de la expresión dirigida por dichas secuencias

reguladoras, y seleccionar los tratamientos más adecuados para el

estudio posterior de la expresión de éstas isoformas, 13(1,3)glucanasa,

ácida y básica, así como la de otros genes relacionadoscon la respuesta

de defensa vegetal.

Como agentes bióticos se utilizaron las cepas bacterianas

Pseudomonas syringae pv. syr¿ngaey Erw¡nia amylovora inductoras de

la reacción hipersensibleen plantasde N. tabacum. A diferencia de estas,
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la cepa bacterianaPseudo¡nonas syringaepv. tabací se seleccionó como

microorganismo patógeno de tabaco, para examinar la inducción de

actividad GUS durante el establecimiento de una interacción huesped-

patógeno compatible que promueve la infección sistémica de la planta.

Igualmente, se evaluó la inducción de la expresión GUS en respuestaa la

inoculación con la proteína Harpin de E. amylovora inductora de una

reacción necrótica similar a la reacción hipersensiblecuando se inocula

en los espacios intercelulares de la hoja. Además, se utilizó una cepa

mutante de Erwinia amylovora incapaz de inducir la NR, con el fin de

analizar la inducción de ambos promotores en ausencia de lesiones

necróticas.Del mismo modo se ensayaronagentesabióticos como el ácido

salicílico y el etefón a una concentraciónde lmM en cada caso. Como

control de los tratamientos ensayadosse analizaron plantas no tratadase

inoculadas con agua.

Para realizar este estudio se seleccionaronplantas independientes

de 7-8 semanas de cada una de las líneas transgénicas,gnJIGUS y

gn3lGUS, y se determinó la actividad GUS 48 horas después de la

inoculación con cada uno de los tratamientosestudiados.

Como se muestra en la figura 6, los datos obtenidos revelan que

bajo la regulación del promotor del gen gnl, se produce un aumento

significativo en los niveles de actividad GUS en respuesta a los

tratamientoscon etefón y a la inoculación con las bacterias seleccionadas

y la proteina Harpin. Hay un nivel de inducción similar entre los

tratamientoscon etefón y la bacteria 1’. siryngae pv. siryngae, mientras

que el máximo nivel de inducción se alcanzó con la bacteria patógenaP.

s. pv,eabaci. El tratamiento con la proteína harpin provoca una inducción

similar a la obtenida con la bacteria portadora del gen hrpN, E

amylovcra, sin embargo la inducción mostradapor el tratamiento con la

bacteria mutante hrp- era ligeramente superior a los dos casos
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111.3.3 Análisis de la expresión de los transgenes gnl/GUS y

gn3IGUS en etapas iniciales del desarrollo de las plantas.

Debido a la ausenciade actividad CUS en el tejido foliar de plantas

gn3/GUS jóvenes, así como en respuestaa los distintos tratamientos

evaluados, se procedió a examinar dicha actividad en otras etapas del

desarrollo y en distintos órganos y tejidos vegetales. Se comenzó

analizando la actividad CUS en semillas en formación procedentesde

frutos que se encontrabanen diferentes etapas de maduración (de 4 a

15 días después de la floración) tanto en plantas gn3IGUS como en

plantas gn1IGUS. Posteriormente,con objeto de realizar un análisis

histológico durante la germinación, 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

manifestaciónde la actividad GUS se evaluó cada día hasta la formación

completa de la plántula.

Como se muestra en la figura 7 se detectó actividad CUS en el

interior de las semillas gnIIGUS durante su fase de formación y

maduración. Igualmente, se detectaba dicha actividad en la zona de

eclosión de la radícula, durante la germinación, mientras que una vez

concluida la etapa germinativa la coloración azul se localizaba en la

región radicular de la nueva plántula.

Por el contrario, no se detectó actividad CUS durante el proceso de

formación de las semillas gn3/GUS, sin embargo, como se muestra en la

figura 8, dicha actividad se localizaba en la zona de eclosión de la

radícula y en la región de desarrollo de los cotiledones, en donde se

mantuvo una vez finalizada la etapa germinativa. Igualmente, se detectó

actividad CUS en el tejido vascular de plántulas de 1-2 semanas de

desarrollo.
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Para definir el patrón de expresión del gen gn3 y continuar la

caracterizacióndel gen gnl, se examinaron secciones transversalesdel

tallo de plantas adultas (‘7-8 semanas).En ambas plantas transgénicas,la

actividad GUS se localizaba en las células del floema, siendo de interés

destacarque, en plantas gnl¡GUS, los niveles más altos de actividad

correspondían a la zona de absición de las hojas. Además, dicha

expresión se extendían a células adyacentesdel tejido floemático.

111.3.4 Análisis de la expresión de los transgenes gnl/GUS y

gn3/GUS durante la senescencia foliar.

En contraste a la inducción de los enzimas con actividad

~(l,3)glucanasa durante el proceso de patogénesis, la existencia de

isoenzimasen tejidos de flores (figuras 1 y 2) y de maneraespecíficaen

otros tejidos de plantas sanas (figuras 7 y 8) podría sugerir su

implicación en otras funciones importantes de los procesos fisiológicos

asociados al desarrollo de la planta. Por otro lado, los resultados

obtenidos en hojas de plantas sanas gnl/GUS indicaban la asociación

entre la proteina GNl y el envejecimiento foliar, por lo que decidimos

estudiar la posible implicación de estos enzimas en el proceso de

senescenciavegetal. Para ello se procedió al análisis fluorimétrico de

actividad GUS en distintas etapas de crecimiento y maduración de

plantas transgénicas,gnJlGUS y gn3lGUS. Se seleccionaroncinco etapas

diferentes del desarrollo representadaspor plantas jóvenes sin florecer

(5 semanas),plantas con botones florales (7-8 semanas)y plantas a los 3

días, 6 días y 12 días post-floración. A los 6 días despuésde florecer

podían observarsesíntomas de clorósis en las hojas más bajas de las

plantas. El análisis se realizó en las primera, segunda,cuarta y sexta
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hojas desde la base al ápice de cada planta seleccionada.Los resultados

mostradosen la figura 9A, revelan un ligero aumento de los niveles de

expresión gnl¡Gus en las hojas más bajas (l~ y 2$ de las plantas con

botones florales, aumentando significativamente en estas y de forma

gradual, en el resto de las hojas analizadasentre los tres y seis días de la

floración. A los 6 días post-floración se detectaron los niveles máximos

de actividad. Los resultados correspondientesa los doce días post-

floración indican una disminución, hasta la desapariciónen el caso de las

hojas más bajas, de los niveles de actividad GUS.

En las plantasgn3/GUS examinadas,no se detectó ningún aumento

de actividad GUS siendo los niveles de expresión observadossimilares en

todos los casos examinados(datos no mostrados).

Un signo marcadamentevisible de la senescenciaes la pérdida

gradual de clorofila y consecuenteamarilleamiento de la hoja que es

detectado, inicialmente, en las hojas más bajas de la planta. Por

consiguiente, era de interés conocer el contenido de clorofila,

paralelamente,a los niveles de actividad GUS detectadosen 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 resultadosmostradosen la figura 9B indican

que, en todos los estadios examinados, el contenido en clorofila es

siempre inferior en las hojas más bajas de la planta aumentando

gradualmente hacia la parte apical donde las hojas más jóvenes

muestran siempre los máximos valores. El contenido en clorofila de cada

una de las hojas disminuye, además, de forma progresiva a medida que

avanza el desarrollo de la planta experimentando una brusca

disminución a los 6 días post-floración. Las plantas examinadas 12 días

después de florecer revelabanuna disminución aún más acusadade
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éstos niveles en las hojas más altas de la planta, mientras que en las

hojas más bajas, no fue posible detectarcontenido en clorofila.

La disminución en el contenido de este pigmento coincide

claramente con el aumento de los niveles de actividad GUS, reforzando

nuestra observación anterior que permite establecer una asociación

entre esta isoforma y los procesosde envejecimiento foliar. Debido a la

falta de inducción de la actividad GUS en las plantas transgénicas

gn3IGUS no es posible estableceruna relación entre el gen gn3 y la

senescenciade la planta.

111.3.5 Localización de la expresión 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 implicación de los isoenzimas

~(1,3)glucanasa en procesos senescentes,analizamos a nivel histoquimico

otros tejidos y órganos de plantas transgénicas gnIIGUS y gn3IGUS

durante la senescenciade 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 síntomas evidentes de envejecimiento.

Los resultados mostrados en la figura 10 revelan claros niveles de

inducción en los pétalos senescentes,sólo, en las plantasgnl/GUS (figura

1OB). Además, en los sépalos no se observó ningún aumento de la

expresión conferida por el promotor gnl hasta el total crecimiento del

fruto, lo que provocaba un aparente desgarro de este tejido en puntos

específicos. La actividad GUS estaba estrictamentelocalizada en dichos

puntos y avanzaba a medida que el desgarro iba progresando(figura

lOE y lOF). En las plantas gn3IGUS no se detectó actividad en ninguno

de los órganos florales analizados.
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Se procedió, igualmente, a la realización de un ensayo histoquimico

en secciones transversalesdel tallo de plantas senescentesde 11-12

semanas de desarrollo aproximadamente.Los cortes se obtuvieron de la

parte basal, media y apical del tallo. En las seccionesbasales analizadas,

se detectaron niveles muy altos de expresión gnllGus en el tejido

vascular floemático del tallo y, sobre todo, de la zona de abcisión de las

hojas que se extendía al resto de las células adyacentes.En el caso de las

plantas gn3IGUS se observaron niveles de expresión en el floema

idénticos a los observadosen plantas jóvenes, (datos no mostrados). Al

igual que los resultados observados en las hojas, existe un gradiente

decrecientede la actividad GUS dirigida por el promotor gui en el tallo

de las plantas analizadasque es, por tanto, inferior en la parte apical de

la planta. En ningún caso se detectó actividad GUS en las células

correspondientesal xilema.

El xilema es un tejido complejo cuyas células maduras, aunque

funcionales, estan constituidas solamentede pared celular debido a la

degeneraciónde su protoplasma. Esto nos sugirió examinar este tejido

vascular en un estadio aún no diferenciado de manera que se pudiera

completar este estudio con el análisis de ambos sistemas de transporte

vegetal. Se procedió, entonces, al análisis histoquimico de secciones

transversalesdel tallo de plántulas de 1-2 semanas de desarrollo y de

seccionesbasalesdel tallo de plantas gnJIGUS jóvenes (7-8 semanas),

donde el tejido xilemático estaba ya diferenciado. En la figura IOC, se

observa la localización de la actividad GUS en el protoxilema,

correspondientea los primeros vasos xilemáticos formados. Es conocido

que con el crecimiento del tallo el protoxylema se diferencia y madura

elongando activamente y experimentandouna situación de estrés que

conduce a la degeneración del contenido celular lo que pone de
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manifiesto la asociación de las ~(l,3)glucanasa básicas con un nuevo

proceso relacionadocon el estrés y muerte celular.

111.3.6 Análisis de la expresión de 13(1,3)glucanasa durante la

senescencia vegetal.

Los datos mostrados hasta el momento revelan que la expresión

conferida al gen GUS por el promotor gnl, se induce durante la

senescenciade la planta.

Con objeto de examinar este proceso en más detalle y comprobar si

afecta, de forma similar, a otras isoformas ~(l,3)glucanasa, así como a

otros genes relacionadoscon la reacción de defensa vegetal se extrajo

RNA a partir de 0,5 gramos de tejido del cotiledón y de las 1% 2% 4~ y

6~ hoja de plantas de N.plumbaginifolia antes de la floración y de

plantas 3 días, 6 días, 9 días y 12 días despuésde haber florecido. Las

hojas se numeran a partir de la base de la planta al igual que en

experimentos anteriores. A los nueve días post-floración, con frutos en

proceso de maduración, eran visibles síntomas de amarillamiento en las

hojas más bajas de la planta.

El análisis de los transcritos por ensayos tipo Northern (figura 11),

usando sondas radiactivas correspondientesa los genes gnl y gn2, para

el estudio de las isoformas básicas permitió detectar una clara

hibridación, con la movilidad electroforética esperadapara dichos genes,

en las muestras correspondientesa los seis días post-floración. Esta

inducción pudo ser observada hasta los nueve días post-floración donde

los niveles descienden, siendo indetectables en las muestras de RNA

preparadasa partir de plantas a los doce días post-floración.

Se ha descrito que los enzimas con actividad chitinasa se inducen

coordinadamentecon las glucanasas.La utilización de una chitinasa
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básica como ribosonda mostró un patrón de inducción idéntico al de las

glucanasas gnl y gn2 analizadas, confirmando que efectivamente el

control de la expresión de estas dos familias de genes está

estrechamente regulada.

El análisis de los transcritos derivados de los genes gn3 y gn4

reveló que, al igual que había sido caracterizado en plantas jóvenes,

existe un nivel basal de expresión constitutiva que no se ve alterado

durante el proceso de senescencia.

Con objeto de analizar la implicación de otras proteínas PR en el

envejecimiento foliar se utilizaron clones aislados de N.tabacum

correspondientesa los genes de la PR-2, glucanasa ácida (Kauffman y

col.,1987), y PR-Ja (Cornelissen, 1986) una de las proteínas PRs más

abundantesdescritas en relación a la infección por el virus TMV, y a la

que no se ha asociado ninguna actividad enzimática. Este último gen se

induce tanto local como sistémicamentey es utilizado con frecuencia

como marcador molecular de la reacción de defensa vegetal. Según se

observaen la figura 11, la expresión del gen PR-2 se induce durante la

senescenciavegetal en las plantas examinadas 9 días después de la

floración. Esta expresión ocurre, además, de forma similar en todas las

hojas examinadas.A diferencia de estos resultados,no se detectaronlos

transcritos correspondientesal gen PR-] en ninguno de los tejidos

analizados.

Finalmente, este estudio se completó mediante análisis de la

expresiónde los genesFin II y Cu/ZnSOD que codifican, respectivamente,

un inhibidor de proteinasa y el enzima superóxido dismutasa

dependientede cobre y zinc. La expresión del gen Fin JI está asociadaal

daño mecánico o herida vegetal (Huub J. M. Linthorst,1995), mientras

que la del gen CuIZnSOD está relacionadacon el estrés oxidativo. De
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acuerdo a los datos obtenidos no se observó la inducción de la expresión

de ninguno de los 2 genes descritos.

Las mismas sondas fueron utilizadas para el análisis de la

expresión de estos genes en pétalos y ovarios de flores jóvenes y

senescentes,distingiendoseclaramente altos niveles de expresión de los

transcritos correspondientes al gnl, gn2 y ch-2 en las muestras

extraidas de los pétalos senescentes,pero no en las de los pétalos de

flores jóvenes. No fué detectadainducción en el tejido de ovarios de

ninguno de los dos estadosde desarrollo floral examinados.La inducción

de la expresión del gen gn4 era ligeramente detectada en las muestras

correspondientesal tejido de ovario de flores jóvenes. No se detectó

expresión en las muestrasde RNA correspondientesal tejido de ovario y

pétalos tanto de flores jóvenes como senescentescon ninguna de las

otras sondasutilizadas, (PR-], PR-2, SOD y Fin II).

111.3.7 Análisis de la actividad de isoenzimas 13(1,3)glucanasa

durante el proceso de senescencia en plantas de N

plumbaginifolia.

Con objeto de completarel estudio referente a la presencia de los

enzimas 3(l,3)glucanasadurante el envejecimiento vegetal, se determinó

la actividad de dichos enzimas en plantas de N. plumbaginifolia,

examinando tres estados de desarrollo que, como en casos anteriores,

correspondíana plantas jóvenes sin flores (5 semanas),plantas 6 días

despuésde florecer y plantas con síntomas visibles de clorosis y frutos

desarrollados (aproximadamente20 días después de la floración). Este

último tiempo fue prolongado, respecto a ocasiones anteriores, con la

intención de estudiar la permanencia de éstos enzimas durante dicho

proceso.Para llevar a cabo este ensayose hizo una
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extracción de proteínas a partir de un gramo de tejido procedentedel

cotiledón, ¡4 hoja, Y hoja, 4~ hoja y 6~ hoja de plantas crecidas hasta

alcanzarcada uno de los estadosestablecidosy, se examinó la actividad

glucanasaen geles de 1FF (Ampholine PAGplate, Ph 3.5-9,5. Pharmacía).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 12A, en la que se

observa un aumento significativo de la actividad glucanasa

correspondientetanto a las isoformas básicas como a las ácidas en las

plantas que habían florecido. La inducción de dichos enzimas, aunque

mayor en las hojas más bajas, era detectada en todas las hojas

examinadas.En el caso de las plantas examinadas20

floración, los resultadosdiferían del estado anterior

isoformas básicas que aunque eran aún observadas,

disminución en sus niveles. Al contrario, para las

acumulación era mayor.

En la figura 12B se muestran los niveles de

determinada por el método de Somogy (1952) y

cinética de acumulación determinadarevela que los

actividad corresponden, igualmente, a las muestras

días despuésde la

con respecto a las

experimentabanuna

isoformas ácidas la

actividad enzimática

Nelson (1957). La

niveles máximos de

preparadasa partir

de las plantas 6 días despuésde la floración. Estos resultadospermiten

confirmar que ambos tipos de isoformas, ácidas y básicas, se inducen a

partir de la floración y durante el envejecimiento vegetal aunque con

una cinética de acumulación diferente.

111.4 ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA EXPRESION DE J3(1,3)

GLUCANASAS POR TRATAMIENTOS ABIOTICOS.

Los resultados descritos hasta el momento permiten demostrar la

participación de los enzimas ~(l,3)glucanasa en diversos procesos del
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desarrollo de la planta y en procesosrelacionadoscon la infección por

microorganismos patógenos.

La participación de los enzimas j3(1,3)glucanasaen dichos procesos

así como la de otros genes relacionadoscon la defensa vegetal, se

examinó en más detalle mediante análisis de los niveles de expresión de

los genes de interés en respuesta a tratamientos hormonales

relacionados con los procesos de senescenciay patogénesis.Así, se

examinó la expresión génica en respuestaa los siguientes tratamientos:

ácido abcísico (ABA), hormona implicada en los procesosde senescencia

(Thomas 14. y col.,1980), estrés osmótico y desecación;ácido jasmónico,

implicado en la reparación del daño mecánico y herida; y etefón, que

tras su aplicación se descomponeen la planta liberando etileno, la

hormona implicada, entre otros procesos del desarrollo vegetal, en

senescenciay abcisión. Además, se incluyó el tratamiento con ácido

salicílico identificado por su participación como mensajero celular

secundarioen la activación de la reacción de defensavegetal.

111.4.1 Análisis de la expresión dirigida por el promotor g u 1

en respuesta al tratamiento con agua, ácido jasmónico y ácido

ahcísico.

Dado que, generalmente, el protocolo establecido para los

tratamientos de ABA y JA se realiza mediante flotación del tejido

examinado, mientras que el resto de los tratamientosdescritos, así como

la inoculación bacteriana, se lleva a cabo por inyección, examinamos,

como paso previo para definir nuestrascondiciones experimentales,la

actividad GUS dirigida por el promotor gnl en las plantas transgénicas

gnHGUS tratadasmedianteflotación e inyección con los dos compuestos
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una fuerte inducción en los niveles de actividad GUS siendo sólo

superadoeste valor en la muestra sometida a flotación en presenciade

ABA. La inducción detectadacon el ácido jasmónico fue 16 veces inferior

a la alcanzadacon el ABA y con el agua. Los resultadosobtenidosindican

que los dos compuestosexaminados,ácido abcísico y ácido jasmónico,

provocan la inducción del promotor gnl, y que dicha inducción se

conseguía, aunque a distinto nivel, con los dos sistemas de aplicación,

flotación e inyección, examinados.

Es difícil adjudicar sin embargo, la inducción de la actividad GUS

evaluada en los tratamientos realizados por flotación, a los compuestos

ácido jasmónicoy ácido abcísico ya que la flotación en agua de los discos

de hojas gnIIGUS provoca un aumento practicamente idéntico al

obtenido en presenciade ABA. Estos resultados se examinaronen más

detalle analizando los niveles de actividad GUS a distintos tiempos de

tratamiento, observandose,figura 14, que la inducción por flotación en

agua y ABA se inicia a las 24 horas y alcanzasu nivel máximo a los 4 y 2

días respectivamente.A diferencia de la inducción por agua, la actividad

GUS evaluada en respuestaal tratamiento con ABA desciende hasta los

niveles basales a los 4 días de tratamiento coincidiendo con la aparición

de síntomas cloróticos inducidos, especificamente,en respuestaa este

tratamiento. La inducción observada en respuestaal tratamiento con

ácido jasmónico se inicia a las 48 horas y se mantiene, al menos, hasta

los 6 días examinados.Es importante resaltar que, los máximos valores

de actividad GUS detectadoscorrespondenal tratamiento de flotación en

agua por lo que, en base a estos resultados,es posible concluir que la

expresión dirigida por el promotor g nl se modifica de forma

significativa en respuestaa la alteración del equilibrio osmótico celular.

Del mismo modo se examino la expresiónGUS dirigida por el
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promotor gn3 cuyos resultados mostraban los niveles constitutivos

observados en experimentos anteriores sin experimentar

aparentemente,ninguna modificación, indicando que la regulación de

dicho gen no se encuentrabajo el efecto de ninguno de los tratamientos

examinados,al menos en esas condiciones.

111.4.2 Análisis de la expresión de ¡3 (1,3)glucanasa en

respuesta al tratamiento con agentes abióticos.

111.4.2.1 Estrés osmótico.

El estudio realizado se examinó en más detalle mediante análisis

del nivel de expresión de diversos genes relacionadoscon la defensa

vegetal en respuesta a los tratamientos de flotación examinados. Se

extrajo RNA a distintos tiempos y se determinó la presencia de los

transcritos de interés mediante análisis tipo Northern (figura 15).
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Figura 14. Análisis fluorimétrico de la activadad GUS dirigida por el
promotor gn1 trás la flotación de discos de hojas de plantas gnl/GUS en
agua, ácido abcísico 100 hm y ácido jasmónico 50 ~im
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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 flotación en agua

alcanzando máximos niveles entre los 2 y los 4 días de tratamiento,

mientras que con la aplicación de ABA la inducción era menor y se

detectabasólo en las muestras de RNA correspondientesa las 24 y 48

horas. Durante el tratamiento con JA, se observaba un primer pico de

inducción del gen gn2 a las 8 horas seguido de un segundopico de

inducción a las 48 horas de tratamiento. El nivel y la cinética de

acumulación de los transcritos derivados del gen ch2 era similar a la

descrita para el gen gn2.

Igualmente, los tratamientos analizados inducen la expresión del

gen Pm JI, observándose de nuevo los máximos niveles en el

tratamiento de flotación con agua. Un patrón de expresión similar al

detectado para el gen Fin II se encontró cuando se empleó el gen

Cu,Zn/SOD como sonda de hibridación siendo, aunque, significativamente

más bajos los niveles de inducción alcanzados(dato no mostrado).

Finalmente, no se detectó la acumulación de los transcritos

correspondientesa los genesPR-2 y PR-] en ninguno de los tratamientos

examinados.

111.4.2.2 Estudio de la expresión de isoformas ácidas y básicas

frente a tratamientos hormonales.

Se examinó la activación transcripcional de diversos genes

relacionadoscon la defensavegetal en respuestaa los tratamientos con

ABA y JA, en este caso realizadosmediante inyección, y se comparó con

la respuestaa los tratamientos con SA y etefón realizados también por

inyección. En este caso, se procedió a la extracción del RNA total de las
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de los transcritos correspondientesen todos los tiempos analizados. Un

patrón de expresión similar al descrito para el gen PR-] se encontró

cuando se examinó la respuestadel gen Pm II, aunque los niveles de

RNA inducidos mediante tratamientoscon SA decaen a las 48 horas de

tratamiento. No se detectó ninguna señal de hibridación cuando se utilizó

una sondaderivadadel gen Cu,Zn/SOD.

111.5 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS ENZIMAS

~3(1,3)GLUCANASA EN RESPUESTA A LA INFECCION POR

MICROORGANISMOS PATOGENOS.

111.5.1 Selección y caracterización de los sistemas huésped

patógeno estudiados.

Con objeto de examinar la participación de los enzimas

¡3(l,3)glucanasaen la respuestade defensavegetal, así como la de otros

genes de la planta involucrados en este proceso se seleccionarondos

cepas bacterianasPseudomonas syr¿ngaepv. syr¡ngae y Pseudomonas

syringae pv. tabaci que establecenuna interacción del tipo incompatible

y compatible, respectivamente,en plantas de tabaco.

Para disponer de un sistema planta patógenoadecuado,ademásde

seleccionarlos microorganismoscuya interacción se desea examinar, hay

que determinar, experimentalmente,la densidad de inóculo empleada.

Las condiciones experimentales más adecuadaspara desarrollar

este estudio se seleccionaron evaluando la aparición y evolución de

síntomas, por inspección visual diaria, aparecidos en las hojas de la

planta inoculada con distintas dosis de inóculo. Se eligieron tres dosis de

inóculo diferentes de ío8 ufc¡ml, io7 ufc/ml y ío6 ufc/ml. La dosis más

alta de inóculo (108 ufc/ml) no permitía diferenciar significativamente,
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de forma visual, la respuestavegetal frente a las dos bacterias, durante

los primeros días de la infección. La inoculación con la bacteria P. s. pv.

tabací provocaba, a esa concentración, una lesión aparentementesimilar

a la lesión hipersensible.Posteriormente,la infección progresabacon la

formación de zonas cloróticas, que se extendían desde las zonas de

infección, ocupandouna amplia superficie de la hoja. A diferencia de lo

que ocurre con esta bacteria, la infección provocadapor la bacteria P. s.

pv. syr¡ngae no permitía observar,en ningún caso, la formación de zonas

cloróticas alrededor de la zona hipersensiblepara ninguna de las dosis

de inóculo utilizadas, estando los síntomas en la hoja estrictamente

limitados a la zona de inoculación inicial.

Con la dosis de inóculo más baja, de JO6 ufc/ml, se apreciabauna

disminución y retraso en la aparición y desarrollo de los síntomas en

respuesta a la infección con ambas bacterias. Esta dosis tampoco

permitía una distinción clara de los dos tratamientos durante los

primeros etapas de infección.

A diferencia de los resultadosdescritos, la dosis de inóculo de ¡o7
ufc/ml permitía distinguir con claridad la respuestavegetal durante el

establecimientode ambas interacciones huésped-patógeno.En las figuras

17 y18 se presentala nomenclaturautilizada para designar los síntomas

que aparecen durante el establecimiento de las dos interacciones

huésped-patógenoexaminadas,así como la fotografía de los estadios

sintomatológicosmás significativos para cada una de ellas. En el caso de

la bacteriaP. s. pv. syrigae se observabala evolución típica de una lesión

hipersensible. A las 24 horas de la infección era posible observar el

comienzo de la manifestación de una lesión necrótica que quedaba

claramente estableciday limitada al área inoculada a los 4 días post-

infección. A partir de este momento ]a lesión hipersensiblevariaba sólo

en el grado de deshidratacióny necrosis del tejido infectado.
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En el caso de la bacteria patógenaP. s. pv. tabaci se apreciabael

establecimientoy evolución de una infección que progresabadesde el

área inicialmente inoculada. La aparición de los síntomas, en este caso,

también difiere temporalmente de la interacción incompatible

anteriormentemencionada.Sólo a los 3-4 días despuésde la inoculación

comenzaban a detectarse los primeros síntomas de la enfermedad

consistenteen un ligero amarilleamientodel área infiltrada seguido de la

formación de lesiones necróticas de pequeño tamaño. Ambos síntomas

avanzaban,progresivamente,ocupando todo el área inoculada entre los

4 y 8 días post-infección. Eventualmente, a los 8 días podían ser

observadoslos primeros indicios de la progresión de la infección por la

aparición de bordes cloróticos alrededor del área inicialmente infectada,

que progresan paulatinamentehasta los 16 días analizados donde podía

observarseun evidente avance del daño tisular.

111.5.2 Análisis de la expresión dirigida por el promotor g u 1

durante el establecimiento de una interacción del tipo

incompatible en plantas de N.tabacum.

Anteriormentea este trabajo, la inducción de la expresión del gen

gnl había sido observada a las 24 y 48 horas post-inoculación,

identificándose que dicha expresión ocurría preferentemente, en las

células que ocupan los bordes de la lesión hipersensible.Con el fin de

extender estos análisis se procedió a examinar dicha expresión durante

la formación y aparición de la lesión, y a determinar el tiempo mínimo

necesario para que tenga lugar la inducción del gen mencionado.Para

ello, se determinó la actividad GUS en plantas transg¿nicasgn1IGUS

inoculadas con la bacteria necrotizante P. syringae pv.syringae y se
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realizó un análisis, a nivel histoquimico, de la expresión dirigida por el

promotor gnl a distintos tiempos post-inoculación.

Las infecciones se realizaban en pequeños 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 seccionesde tejido fresco que abarcabanel área inoculada y,

posteriormente, fueron incubadas con el substrato cromogénico X-Gluc

(5-bromo-4-cloro-3 indol-beta-D-ácido glucurónico cyclohexylamonium

salt) según se describe en el apartado de Materiales y Métodos. Los

resultados de este análisis se muestran en la figura 19. Las secciones

analizadas 12 horas despuésde la inoculación revelaban la presenciade

niveles bajos de actividad, que aumentabaa las 24 horas, ocupando en

ambos tiempos todo el área infectada. A partir de las 48 horas, y hasta

los cuatro días post-infección, se observó una disminución paulatina en

la actividad GUS correspondiente al interior de la zona inoculada

comenzandoa desaparecerla coloración azul por la zona central de dicho

área. A los cuatro y ocho días post-inoculación, cuando los síntomas

externos característicos de la lesión hipersensibleestaban claramente

establecidos, la actividad GUS se localizó casi exclusivamente en las

células que bordean la zona necrótica. Este patrón de expresión se

mantiene, igualmente, en las muestras analizadas a los 12 días post-

inoculación, cuando la lesión hipersensible mostraba síntomas patentes

de deshidratacióny muerte celular. Desde este momento y hasta los

dieciseis días post-inoculación se observabauna evidente disminución

de la actividad hasta su total desaparición.

De forma paralela se realizó un análisis fluorimétrico para

cuantificar la actividad observadadurante la interacción examinada,
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Estos resultadosindican que la inducción de la expresióngnllGus

precede a la aparición de los síntomas y desaparececon el completo

colapso celular del área infectada, lo que permite establecer una

correlación directa entre la inducción de la expresión del gen gal y la

programación del proceso de muerte celular característicode la reacción

hipersensible.

111.5.3 Análisis de la expresión dirigida por el promotor g n 1

durante el establecimiento de una interacción compatible en

plantas de N.tabacum.

El estudio de la interacción compatible se llevó a cabo

paralelamente al descrito anteriormente, por lo que los tiempos

seleccionadosy las condiciones de incubación de los microorganismos

utilizados fueron los mismos que aquellos establecidospara el estudio

anterior.

El análisis histoquimico de actividad GUS permitió observar una

ligera coloración azul, a las 24 horas post-inoculaciónque se distribuía

homogeneay paulatinamente dentro del área inoculada. La actividad

detectada aumentaba progresivamente, tanto en intensidad como con

respecto al área afectada,durante la infección pudiendoseobservar, a los

8 días post-infección, la expansión de la zona teñida fuera del área

inoculada. A este tiempo, se podía apreciar el inicio del avance de los

síntomas cloróticos en el tejido adyacente al infectado inicialmnente,

coincidiendo este área con la localización de la actividad CUS. Entre los

12 y 16 días post-infección, la actividad CUS se detectabafuera del área

afectada, induciendose en todo el tejido foliar afectado por el daño

tisular que acompañaal avance de la infección, figura 21. A su vez, la

actividad desaparecedel área inicial inoculada en donde se manifiesta
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En la mitad de la hoja utilizada como control, no se observaban

sfntomas, y tampoco se detectó inducción en la actividad GUS, para

ninguno de los ensayosrealizados.

El hecho de que la actividad GUS se induzca en este tipo de

interacción indica, que la inducción del promotor gnl no es exclusiva del

establecimientode una interacción incompatible. Estos resultados ponen

de manifiesto, además, que durante una interacción compatible, la

expresión dirigida por dicho promotor no se restringe al área inoculada,

cómo en el caso de un lesión hipersensible,si no que se localiza en todas

aquellas regiones infectadas que muestran síntomas o que los

desarrollarán posteriormente.

111.5.4 Análisis de la respuesta de defensa en plantas

senescentes.

Para investigar si el aumento de actividad basal ~3(1,3)glucanasa

detectadoen las hojas de plantas sanas después de la floración, modifica

de alguna manera, el establecimiento de la interacción huesped-

patógeno, se procedió a inocular las cepas bacterianas,P. s. pv. syringae

y P. s. pv. tabaci, en plantasgnJIGUS durante el inicio de la senescencia,

aproximadamente 6 días después de la floración. Las plantas

seleccionadaspresentaban ligeras variaciones de desarrollo, pero en

todos los casos, las tres hojas más bajas presentabansíntomas claros de

amarilleamiento.

Se utilizó la dosis de inoculo de io7 ufc/ml establecida

anteriormente para nuestros estudios y se evaluó mediante inspección

visual diara la aparición y evolución de los síntomas.

A las 24h de la inoculación con la bacteiaP. s. pv. syringae podían

distinguirse, en las tres hojas más bajas de la planta lesiones
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hipersensiblestotalmente desarrolladas,a diferencia de lo que ocurre en

las hojas apicales para las que, a ese tiempo, empiezan a vislumbrarse

los primeros síntomas de infección. En estas hojas (apicales), la infección

progresa formando una clara reacción hipersensible cuyo, desarrollo se

adelanta ligeramente al observado anteriormenteen las hojas de plantas

jóvenes. El daño observadoes, sin embargo, mayor en las hojas basales

de la planta en la que las lesionesexhibían un daño tisular mayor que el

contemplado normalmente, mostrando, a los 6 días post-infección, el

área inoculada totalmente deteriorada aunque siempre limitada al área

infectada inicialmente.

La respuestaa la infección con la bacteria P. s. pv. tabací se

desarrollabade forma similar a la descrita para la bacteria incompatible

de manera que en las hojas basalesde la planta se producía una rápida

necrósis del área inoculada que posteriormente,entre los 5 y 6 días

post-infección sobrepasabadicho área produciendoseuna clorosis muy

intensa sobre la ya existente.

Se procedió, entonces, a realizar el estudio histoquimicoque se

muestraen las figuras 23a y 23b. Al igual que para el primer ensayo, se

utilizaron plantas ya florecidas y con características senescentes

similares a las descritas anteriormente. Como control se utilizaron

plantas jóvenes (de 5 semanas) donde la evolución de la reacción

hipersensibleera conocida. Los ensayos se llevaron a cabo a un día, tres

días y seis días después de la inoculación con la dosis bacteriana

establecida (1O~ ufc/ml). Las hojas analizadasfueron las dos primeras

hojas más bajas, como senescentes,y la octava hoja, como hoja joven

totalmente expandida. Se inoculó una mitad de la hoja utilizando la otra

mitad como control de los niveles basalesde actividadGUS. Desde las 24

horas, se observabanen las hojas basales de la planta inoculada con la

bacteria P. s. pv. syringae, lesiones hipersensiblesclaramente definidas,
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detectándosealtos niveles de actividad CUS por todo el tejido analizado

excepto en la zona inoculada. Este patrón de expresión contrastacon lo

que ocurre en plantas jóvenes a este tiempo de infección, en donde la

actividad CUS se localiza en el interior del área infectada.Los fragmentos

sin inocular, utilizados como control de estas hojas senescentes,

presentabanaltos niveles constitutivos de actividad CUS. En ocasiones

era posible detectar un incremento en la actividad CUS, más intenso que

el nivel basal constitutivo, en las células que rodean la zona

lipersensible. Este patrón de expresión se observabacon más frecuencia

cuando el análisis se realizabaa la 12 horas post- infección.

El estudio de la interacción compatible permitía observar la

formación de lesiones necróticasen las hojas basalesde la planta a las

48 horas de la infección. A este tiempo, al igual que a tiempos

posteriores, no se observaba actividad CUS en las células

correspondiente al área inoculada, pero sí en el resto del tejido

examinado, cuya coloración azul se intensificaba a tiempos posteriores

de infección. Solo en infecciones examinadas a las 12 horas post-

inoculación se podía distinguir una debil coloración azul dentro del área

inoculada y que, probablemente, representa la disminución de la

coloración basal determinadaen las hojas senescentesno tratadas.

La octava hoja verde, de plantas senescentes,al igual que las hojas

de plantas control de 5 semanas,mostraban un patrón sintomático y de

expresión CUS igual al descrito anteriormente en las infecciones en

plantas jóvenes.

Con muestras obtenidas de las mismas hojas que para el ensayo

histológico, se realizó un ensayo fluorimétrico de la actividad GUS que

revelaba la presenciade altos niveles de expresión en las hojas bajas, de

plantas senescentesno tratadas.
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Los resultados muestran que en las hojas senescentesdonde los

niveles de expresión del gnl son más altos que en una hoja superior

verde, la aparición y establecimientode los síntomas es más rápido, y

que a pesar de haber unos niveles de expresión CUS altos se sigue

observandola inducción de dicha expresión frente a una infección.

Además durante una interacción compatible la invasión del tejido

adyacenteno infectado y el daño provocado por esta infección es más

rápido en estas hojas.

111.5.5 Análisis transcripcional de las isoformas

f3 (L,3)glucanasa ácidos y básicos en respuesta a la infección

por las bacterias 1’. s. pv. syringae y P. s. pv. tabaci.

Para detectar los productos de transcripción de los diferentes

genesde 13(l,3)glucanasade interés, se realizó un ensayo tipo Northern

utilizando RNA total extraido de hojas infectadascon 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 membranade nylon se

hibridó con sondas radiactivas de los clones de glucanasasaislados. Los

tiempos examinados fueron los mismos utilizados para los análisis

histoquimicos y fluorimétricos descritos en los apartados anteriores,

111.5.2 y 111.5.3.

La inoculación de los microorganismos se hizo por inyección,

utilizando en todos los casos ensayados, plantas de 6 semanas

aproximadamente,donde se llevó a cabo el estudio de la inducción de la

expresión a nivel local. Para el análisis de la respuesta sistémica, se

utilizó la mitad de hoja opuestaa la infectada (SARi) y la hoja superior a

esta (SAR2) de los cuáles, 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 específicas para cada gen, se

sintetizaron por transcripción in vitro en presenciade [ctP32] CTP, según

se describe en Materiales y Métodos. Una banda correspondiente al

tamaño esperado para el gen gn2 se detectó a nivel local en ambas

infecciones, figura 24. Una debil inducción de la expresión gn2 era

visible a las 12 horas post-infección, aumentandogradualmente para

alcanzarsu máximo nivel entre los 2 y 4 días post-inoculación.El patrón

de inducción era similar en ambas interaccionesaunque la expresión del

gen gn 2 se prolongaba al menos 4 días más, en la interacción

incompatible, siendo claramentevisible hasta los 12 días desde el inicio

de la infección. Un patrón similar se obtuvo al analizar la expresión de la

chitinasa básica (Ch2), prolongándose,además, la inducción de este gen

hasta los 16 días post-infección en la interacción incompatible.

Para analizar la expresiónde las glucanasasácidos se utilizó como

sonda la correspondientea la PR-2 de tabaco, seleccionadaen ensayos

anteriores. Igualmente se realizaron hibridaciones sobre la misma

membranacon el clon de la PR-la. Los resultados obtenidos señalaban

que aunque el perfil de expresión era similar para los dos genes

examinados, sus mensajerosno se acumulan de forma idéntica. Mientras

el clon de la PR-], mostraba durante la interacción incompatible, una

inducción progresivay crecientedesde las 24 horas hasta los 16 días, en

la hibridación con el clon de la PR-2 se observabauna ligera inducción a

las 12 y 24 horas que disminuía, casi por completo hasta los 8 días post-

infección volviendo a detectarsea los 12 y 16 días donde los niveles de

acumulación de los correspondientesmensajeros,eran superiores a los

observados inicialmente.

La inducción de la expresión de los genes PR-l y PR-2, en

respuesta a la inoculación con la bacteria compatible, se detectaba

inicialmente a los 2 días post-infección, alcanzando máximos niveles

89



Resultados

entre los 4 y 8 días disminuyendo, posteriormente,en las muestras de

RNA extraidasa los 12 y 16 días post-inoculación.

Dias Horas

2 4 8 12 16 12

Dias

2 4 8 12 16

e..,. e...e@

ib......
.eBS y]

~e, ,•eea
1. Compatible 1. Incompatible

Figura 24. Análisis de la expresión de genes relacionados con la defensa
vegetal, a nivel local, durante la interacción huesped-patógeno en plantas
de N. tabacum. La extracción de RNA se realizó a los tiempos indicados
después de la inoculación con P. s. pv. syr¡ngae (derecha) y 1’. s. pv. tabaci
(izquierda).

Como marcador de la respuestaal daño mecánico se examinó la

inducción de la expresión del gen del inhibidor de proteasasde tabaco,

Pm II. La hibridación con la sonda derivada de dicho gen demostraba

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

expresióndel gen Pm II se induce en respuestaa la infección por las dos

Horas

12

gn2

ch 2

PR-7

PR-2

CuISOD

PhII
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bacterias examinadas.Sin embargo, la activación de este gen era mas

rápida en la interacción incompatible, en la que, además, se prolongaba

hasta los 16 días post-infección.

Finalmente,se analizó la expresióndel gen Cu,ZnISOD (citosólica) de

la superóxido dismutasa, examinada como marcador del estrés oxidativo

que ocurre en la célula vegetal durante una infección. El patrón de

expresión detectado para dicho gen es similar al descrito anteriormente

para el gen Pm II.

Como conclusión más relevante del estudio realizado cabe resaltar

que, en ningún caso, la inducción de la expresiónde los genes analizados

ocurre exclusivamenteen alguna de las dos interacciones,sin embargo,

la activación génica es, generalmente,más rápida y prolongada en la

interacción incompatible.

111.5.6 Análisis de Ja inducción sistémica de los genes de

defensa vegetal.

El análisis de la inducción de los enzimas f3(l,3)glucanasa durante

la respuestasistémica adquirida (SAR) y, de su implicación en la defensa

vegetal generalizadaen tejidos no infectados, se llevó a cabo con el

estudio de la expresión de los mismos clones seleccionadospara el

ensayo de la respuesta local, en ambas infecciones. En los resultados

obtenidos a nivel de SARi (figura 25) y SAR2 (figura 26) se puede

observar que la expresión de los genes correspondientesa las distintas

proteínas PR examinadas, gn2, ch2, PR-2 y PR-] a se induce

sistémicamenteen los dos tipos de tejidos, SAR 1 y SAR 2.
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De nuevo los patronesde expresiónde los genesbásicos, gn2 y ch2,

presentan cinéticas paralelas entre sí, aunque, en ambos tejidos, la

inducción del gen ch2 es significativamente menor que la correpondiente

al gen gn2. La inducción de la expresión de ambos genes, en los tejidos

sistémicos, es menor que la que se alcanza en la zona de inoculación

(respuestalocal), aunque, la acumulación de transcritos derivados de los

genesgn2 y ch2 se mantienehasta los 16 días en el tejido sistémico SAR

1 mientras que, en la respuestalocal, no se detectan dichos RNAs a los

12 y 16 días de la infección. El análisis de la expresióndel gen PR-Ja en

el tejido sistémico SARi indica, que la inducción de este gen es más

intensa y más rápida que la inducción caracterizadaen la respuesta

local. Este resultadodifiere del resto de los genes examinadosen los que,

la inducción en los tejidos sistémicos, está siempre retrasasda con

respecto al tiempo de inducción correspondientea la respuestalocal.

Los resultados obtenidos con los genes PR-2 y PR-Ja mostraban

también cinéticas de inducción muy similares que difieren

significativamente de las descritas para los isoenzimas básicos. Estos

resultados indicaban que mientras que la expresión de ambos genes se

inducía a las 12 horas en las muestras SARí, no era posible detectar

dicha expresión hasta los 8 días a nivel SAR2. Además, fue posible

comprobar que si en las muestras SARí la activación de la expresión es

más intensa en la interacción incompatible, a nivel SAR2 lo es en la

interacción compatible.

La acumulación de los mensajeroscorrespondientesa los genes Pm u y

Cu,Zn/SOD no fue detectadaen ninguno de los dos niveles sistémicos

analizados.

Finalmente,el estudio que se llevó a cabo en las plantascontrol no

tratadas revelaba la ausenciade expresión de los transcritos analizados

en los tres niveles, local, SARi y SAR2 examinadosen este experimento.
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Horas

12 1 2

Dias Horas

4 8 12 16 12 1 2

Olas

4 8 12 16

—

1. Compatible 1. incompatible

Figura 26. Análisis de la expresión de genes relacionados con la defensa
vegetal, a nivel SARZ, durante la interacción huesped-patógeno en plantas
de N. tabacum. La extracción de RNA se realizó a los tiempos indicados
después de la inoculación con /‘. s. pv. syr¡n.gae (derecha) y P. s. pv. tabaci
(izquierda).
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111.6 INDUCCION DE LA RESISTENCIA VEGETAL MEDIANTE

ACTIVACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE DEFENSA.

De acuerdo a los resultadosdescritos en el apartado anterior, la

expresión de los genes PR analizadosse induce local y sistémicamente

durante el establecimientode los dos tipos de interacciones,compatible

e incompatible examinados. Igualmente, hemos podido comprobar, que

la expresión de dichos genes se induce en respuesta a diversos

tratamientos abióticos. En base a estos resultados, hemos procedido a

examinar si la inducción génica detectadaen respuestaa ambos tipos de

tratamientos (bióticos y abióticos) y, por tanto, la consecuente

producción de las proteinas codificadas modifica la respuesta de la

planta en el establecimiento de una nueva interacción huésped-

patógeno.

111.6.1 Inducción de la protección por tratamientos con

microorganismos patógenos y no patógenos del huésped.

Se procedió a inocular plantasde N. tabacum con P. s. pv. syringae

y con la bacteriaP. s. pv. tabací en la mitad de una hoja como en ensayos

anteriores. A los ocho y dieciseis días post-inoculación cuatro de las

plantas inoculadas con la 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. s. pv.

tabací ).

El estudio se realizó sobre la hoja superior a la infectada, descrita

anteriormente como SAR2. Del mismo modo, se procedió 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 asegurarnosde que utilizabamos

las mismas condiciones y el mismo inóculo en cada caso. Como control

negativo se inocularon con agua plantas que serían sometidas,

igualmente, a infecciones secundariascon ambas bacterias patógenas.

Como en ensayos anteriores el alcance de las infecciones se evaluó

mediante inspección visual diaria de las plantas.

Los tiempos de 8 y 16 días, seleccionadospara hacer la inoculación

con el microorganismo desafiante, se eligieron en base al patrón de

inducción sistémica obtenido para los genes examinados.Así, mientras la

acumulación de los mensajeros correspondientes a los isoenzimas

básicos, gn2 y c/z2, en el tejido sistémico, ocurre entre 1 y 8 días post-

infección, la inducción de los isoenzimasácidos,PR-] y PR-2, se inicia a

los 8 días y se mantiene, al menos, hasta los 16 días después de la

inoculación.

Los resultados obtenidos de los ensayos realizados a los 8 días

post-infección, se reflejan en la figura 27, donde se representa de

acuerdo a la nomenclatura descrita en la figura 12, los síntomas que

aparecenen respuestaa la segunda inoculación bacteriana.La respuesta

de la planta a la infección con la bacteria P. s. pv. syringae, 8 y 16 días

despuésde una infección inicial con la misma bacteria, es similar a la

obtenida en plantas control no sometidas a ningún tratamiento. Se

observa, sin embargo, un adelanto de aproximadamente24 horas en la

aparición y formación de la reacción hipersensibleque ocurre,

igualmente, al inocular con la bacteria P. s. pv. syringae en plantas

preinoculadasdurante 8 días con la bacteria P. s. pv. tabaci.

Es de interés destacar, que la sintomatología desarrollada en

respuestaa la inoculación con la bacteria P. s. pv. tabací, en plantas

preinoculadas con cualquiera de las dos cepas examinadas, varía,

significativamente,con respectoal desarrollo norma] de la infección de
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D.p.i. 1 2 4 8 12 16

P.s.syr¡ngae +1- + ++ +++ ++++ ++++

P.s.tabacc¡ 0 0 1 2 3 4

D.pi. 1 2 8 12 16 20

P.s.syr¡ngae + +++ ++++ ++++ ++++ ++++

P.s.tabacci + +++ +++± ++++ ++++ 4

D.p.i. 1 2 8 12 16 20

P.s.syr¡ngae + ++ ++++ ++++. ++++~ ++++

P.s.tabacc¡ 0 2 ++++ ++++ ++++ ++++

Nomenclatura utilizada
establecimiento de las
(p. s. pv. syringae) y

para definir la sintomatología observada durante el
interacciones planta-patógeno incompatible
compatible (P. s. pv. tabac¡) examinadas

+1-, área infiltrada visible, aunque no necrótica; +, área infiltrada visible con
necrosis suave; ++, necrosis definida; +++, necrosis intensa; ++++, necrosis
intensa con máximo nivel de deshidratación.
0, no síntomas; 1, clorósis suave; 2, lesiones necróticas aisladas rodeadas de
áreas cloróticas; 3, intensas áreas necróticas rodeadas de clorásis; 4, necrosis
rodeadas de extensas áreas cloróticas.

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

Figura 27. Representación sintomática de la sintomatologia desarrollada en respuesta
a la infección con P. s. pv. syr¡ngae y 1’. s. pv. tabací en plantas preinoculadas 8 días
antes con las bacterias descritas:
P. s. pv. syr¡ngae, preinóculo A y 1’. s. pv. tabac~ preinóculo B.
El significado preciso de la nomenclatura utilizada se describe en la figural 7 con
excepción de los símbolos representados en letra azul que corresponden la la formación

¡ de un área necrótica similar a una reacción hipersensible, pero rodeada de un halo
clorótico.
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en las plantas no pretratadas,y de hecho se encuentrarestringida a la

zona que rodea la necrosis, al menoshasta los 20 días de infección para

las plantas preinoculadascon P. s. pv. syringae. No ocurre así en el caso

de plantas preinoculadascon P. s. pv. tabací, en donde la evolución de la

clorosis está limitada hasta aproximadamentelos primeros 16 días de

infección para posteriormente,a los 20 días de infección, avanzar sobre

el área adyacentea este área.

111.6.2 Estudio de la inducción de protección por tratamientos

abióticos.

Según se comprobó a lo largo de este trabajo, la expresión de los

genes relacionadoscon la defensavegetal se induce, no sólo en respuesta

a la infección por un microorganfsmopatógeno, sino también mediante

tratamientos con diversos compuestos celulares implicados en la

activación de su expresión. Además, los compuestos examinados (SA,

ETE, ABA y JA) no afectan por igual a los genescaracterizados,sino que

actúan de forma específicasobre determinadosde ellos.

En base a estos resultados, se procedió a examinar sí el

pretratamientode la planta con los inductores caracterizados,modificaba

de alguna manera su interacción con las bacterias patógenasP. s. pv.

syringae y P. s. pv. tabac¡. Para ello, se sometió a las plantas a

tratamientos con los cuatro agentes inductores examinados y se

inocularon, posteriormente,a los dos y cuatro días de dicho tratamiento,

la hoja tratada y la hoja sana superior con ambas bacterias. Como control

negativo se inocularon con agua dos plantas que serían sometidas,

igualmente, a ambas infecciones patógenas.El alcance de las infecciones

se evaluó mediante inspección visual diaria de las plantas, figura 29.
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Además se hizo un análisis comparativo de los síntomas utilizando

plantas infectadas no pretratadas.

La inoculación con P. s. pv. syringae, en plantas pretratadas con

ABA, JA, y SA no produceningún síntoma visible en las primeras 48h de

infección, a diferencia de lo que ocurre en las plantas control no tratadas,

en las que a las 48h de infección se distingue claramentela formación de

una lesión hipersensibledébil.

El pretratamiento con etefón, también produce un retraso en la

aparición de síntomas,aunque 48h despuésde la inoculación con P. s. pv.

syringae es posible distinguir un ligero amarillamiento en la zona

infectada. En las plantas inoculadas inicialmente con agua, el

establecimientode una reacción hipersensible, era indistinguible de la

sintomatología mostrada por plantas sanas no pretratadas.

SA ETE JA ABA Agua

O N c N NIC N N/C N N N

Figura 29. Análisis a nivel local (L) y a nivel sistémico (5), barras coloreadas
de la manifestación y reci~cdón de sintomas durante la infección con P. s. pv.
syririgae, en plantas de tabaco pretratadas 48 horas antes con SA, ETE, JA, ABA.
Sólo en el caso del tratamiento con SA se detectó una reckicdón practicamente
total de la manifestación de la reacción hipersensible. La nomendatura utilizada
en este ensayo es :(O), ausencia de síntomas; (C), dorósis; (N/C), dorósis y
neaósis y (N), reacción típica hipersensible.
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A partir de los 3 días, las plantas que habían sido pretratadascon

ABA y JA empezaban a mostrar dentro del área inoculada, zonas

necróticas y cloróticas cuya severidad era ligeramente superior para las

plantas pretratadascon JA. A este tiempo (‘7 días post-infección) todavía

no se observabaninguna sintomatológia en respuestaa la infección en

las hojas pretratadascon SA, siendo solo entre los 9 y 12 días post-

infección cuando se podia observar un ligero amarilleamiento, limitado

al interior del área inoculada con la bacteria, en aproximadamenteel

40% de las zonas inoculadas.

Al igual que los resultadosdescritos en el pretratamientocon SA y

posterior inoculación con 1’. s. pv. syringae, el tratamiento con etefón

produce una clara reducción del daño celular inducido por la bacteria, de

maneraque no se observaformación de zonas necróticasa niguno de los

tiempos examinados y solo se observa el amarillamiento de la zona

infectada por la bacteria.

En todos los casos examinados,la inoculación 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

Etefón) provoca la formación de una reacción hipersensibletípica que,

aparentemente,no difiere de la observadaen una planta control sin

pretratar.

Un perfil sintomático diferente al descrito con la bacteria P. s. p y

syringae se observó con la infección compatible para la que, a los dos

días de pretratamiento con los compuestosABA, JA, y ETE, no se

observaba ningún signo de protección aparente. No ocurría así, sin

embargo, con el tratamiento con SA, para el que se podía observar los

mismos niveles de protecciónfrente a la infección con P. s. pv. tabací que

los descritos anteriormentepara P. s. pv. syr¡ngae con las dos bacterias.
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Cuando la inoculación bacteriana se realizaba a los 4 días del

pretratamiento, se observaba,para los cuatro compuestosanalizados, un

retraso en la aparición de síntomas de hasta 5-7 días post-infección.Este

retraso se prolongaba hasta 15 días, aproximadamente,en el tratamiento

con etefón, resultando, de nuevo, en una protección total cuando el

pretratamientohabía sido realizado con SA (figura 30).

Es interesante resaltar que, a diferencia del resto de los

tratamientos examinados, el pretratamiento con etefón confiere

protección sistémica frente a la infección con las dos cepas bacterianas

analizadas.

Tanto con las bacteriasP. s. pv. syringae como con las patógenas,1’.

s. pv. tabací, a nivel local, se apreciabaun retraso en la aparición de

síntomas de hasta 5-7 días en las hojas locales de plantas pretratadas
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SA ETE JA ABA Agua
L S L 5 L S L 5 L S

O N C O N/C N N/C N N N

Figura 30. Análisis a nivel local (L) y a nivel sistémico (S), barras coloreadas,
de la manifestación de síntomas en plantas de tabaco en respuesta a la infección
con P. s. pv. syringae 4 das después de la inoculación con ácido salidílco (SA),
etefón (ETE), ácido jasmónico(JA) y ácido abcísico (ABA>. La nomenclatura
utilizada para este experimento es la siguiente: (O), ausencia de síntomas; (c),
clorósis y (NIC), síntomas clorósis y necrosis, y (N) para la reacción típica

¡ hipersensible. En el caso del tratamiento con ácido jasmónico las lesiones
necróticas predominaban sobre la clorósis tasi un 20% más que cuando se
utilizaba ABA como tratamiento.



Resultados

durante cuatro días con ABA y JA, estableciendoseparcialmente las

lesionesa lo largo de los 20-25 días analizados.El tratamiento con ETE o

SA era capaz de inducir la protección frente a ambas infecciones,

resultando en una resistenciatotal cuando la planta había sido petratada

con el SA. Una clara diferencia a nivel sistémico fue detectadaen este

segundoexperimento, así en plantas inoculadas inicialmente con SA se

observaba una ténue manifestaciónde resistencia cuando se infectaban

con las bacterias incompatibles, sin embargo sólo se detectaba una

protección total cuando la primera inoculación habia sido realizadacon

mu

Es de interés destacarque las plantas infectadas con la bacteria

compatible mostraban una única y total protección cuando habían sido

inoculadasanteriormentecon ElE.
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IV DISCUSION.

Este trabajo se ha realizado con el fin de profundizaren el estudio

de las mecanismosmoleculares que controlan el establecimientode una

interacción huésped patógenae investigar la función de los isoenzimas

~(1,3)glucanasa en dicha interacción, así como en otros procesos de

desarrollo de la planta

El gen j3(1,3)glucanasa, gn3, aislado de N. plumbaginifolia, fue

examinado tanto a nivel molecular como funcional. La estucturade dicho

gen se determinó y las característicasde expresión se analizaron en

plantas sanas y en respuestaa varios tratamientosde estrés.

El análisis comparativode su secuenciacon las correspondientea

otras isoformas I~ (1 ,3)glucacanasaintracelulares y extracelulares aisladas

de N. tabacum (Von de Bulcíer y col., 1989, Linthorst H.J y col., 1990) y

de N. plumbaginifolia (Castresanay col., 1990) reveló que la proteína

codificada por el gn3 no correspondía a ninguna de las isoformas

previamente caracterizadas,sino que representabauna nueva isoenzima

con un punto isoeléctrico de 4.5. La conservación de secuencias

determinadas para genes homólogos en las especies N. tabacumy N.

plumbaginifolia es muy alta, alcanzandohasta un 97% de identidad

cuando se comparan los genes que condifican para la glucanasabásica

glbb de N. tabacum y la correspondiente isoforma gn2 en N

plumbaginifolia (Gheysen y col.,1990). Por ello, la diferencia de

secuencia observadaentre la proteína codificada por el gen gn3 de N.

plumbaginifolia y el resto de las glucanasasidentificadas,permite
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suponer que la proteína g n3 representa una nueva isoforma no

caracterizadahasta el momento. Esta conclusión está apoyada, además,

por las característicasde expresión determinadaspara el gen gn3 que

difieren, significativamente, de las correspondientesal resto de las

isoformas examinadas.

No ocurre así con el gen gn4, que presentaun 97% de identidad

de secuencia con la determinada para el gen sp4i de N. tabacum

correspondientea una isoenzima 13(1,3)glucanasaespecífica de estilo.

Este dato, junto con el hecho de que el gen gn4 se expreseigualmente en

el estilo permiten suponer que ambos genes representan isoformas

homólogas, involucradas en la misma función, en ambas especies

vegetales.

El análisis de la expresión de los genes gn3 y gn4 en plantas

sanas, no sometidas a ningún tratamiento permitía detectar una señal de

hibridación basal constitutiva que, además, se mantenía estable en

respuesta a todos los tratamientos bióticos y abióticos examinados,

indicando que la expresión de dichos genes no se induce durante la

respuestade defensade la planta y que, por lo tanto, que su función no

está relacionadacon este proceso.

El análisis de la expresión génica en órganos florales reveló que

los niveles de expresión correspondiente al gen g n 4 son

significativamente superiores a los niveles basales de RNA detectadoen

la hoja. Igualmente, la determinaciónde actividad enzimática en geles de

isoelectroenfoquepermitió comprobar la presencia de un isoenzima de

pI aproximado a 7 en dichos tejidos que está, a su vez, ausenteen el

resto de los extractos protéicos examinadosen este estudio.

Todos los datos obtenidos permiten comprobar que la expresión

del gen gn4 y, por tanto, la función de la proteína codificada (GN4) está
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especificamenteasociada con el desarrollo floral y más concretamente

con el desarrollo del estilo. En estos momentos no es posible descartar

que dicha proteína pudiera jugar un papel en la protección de dichos

tejidos frente a posibles infecciones. Sin embargo, el patrón de expresión

detectadosugiere su participación en procesos fisiológicos específicosde

dicho tejido. En este sentido, cabría pensar que, al igual que, se ha

propuesto para el gen homólogo sp4í, la proteína GN4 podría participar

en la disolución de los ¡3(1,3)glucanosque integran la matriz extracelular

del tracto estilar permitiendo así, la progresión del tubo polínico dentro

del estilo.

La función del gen gn4 en el desarrollo floral se está investigando

en más detalle en plantas transgénicas transformadas con una

construcción antisense. De esta manera, nos proponemos suprimir la

expresión del gen gn4 y evaluar los posibles cambios derivados de su

supresión.

A diferencia de los resultadosdescritos para el gen gn4, el análisis

de la expresión del gen g ni’, en distintos tejidos de la planta, y en

respuesta a distintos tratamientos de estrés no permitió detectar la

inducción de su expresión por encima de los niveles basales encontrados

en tejido foliar. Por ello, las expresión de dicho gen se examinó en más

detalle en plantas transgénicas en las que el gen bacteriano b-

glucuronidasa se expresa bajo el control de las secuenciasreguladoras

del promotor del gen g n3. El estudio detallado de las plantas

transgénicasobtenidas nos permitió primero, comprobar los resultados

anteriores confirmando que la expresión dirigida por el promotor gn3 no

se induce en respuestaa ninguno de los tratamientos examinados. En

segundo lugar, el análisis histológico de dichas plantas reveló que e]

promotor gn3 dirige la expresión del gen bacteriano GUS durante la
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germinación de las semillas. La actividad GUS se detecta inicialmente en

el embrión localizándose, una vez finalizada la etapa germinativa, en la

denominada cabeza del embrión que posteriormente se diferenciará

para formar los cotiledones de la planta. En plántulas de una a dos

semanasde desarrollo la actividad GUS se localiza en el tejido vascular y,

en estados mas .avanzadosde crecimiento, la actividad permanece

asociada a las células del floema sin observarse modificación alguna

durante todo el ciclo de la planta.

De nuevo, al igual que describimosanteriormentepara el gen gn4,

el patrón de expresión caracterizado para el gen g n3 sugiere su

participación en procesos relacionadoscon el desarrollo vegetal.

Posiblemente, en procesos relacionados con las divisiones

celulares y/o la movilización de substanciasde reserva características

del proceso de germinación y de diferenciación de los cotiledones. La

expresión del promotor gn3 en el tejido vascular de la plántula estaría,

posiblemente,relacionado con la diferenciación de dicho tejido a células

vasculares maduras lo que conlíeva, igualmente, la reestructuraciónde

la pared celular del tejido vascular primario

Independientemente de la función concreta que los dos

isoenzimas caracterizadas,gn3 y gn4, realizan en las plantas, los datos

obtenido permiten pensar en la existencia de un subgrupo de

isoenzimas, dentro de la familia de genes ~(1,3)glucanasa, cuya función

está, al menos, preferentementerelacionadacon procesos específicosdel

desarrollo. Existe un segundo grupo de enzimas jB(1,3)glucanasa cuya

función estaría también relacionadacon el desarrollo de la planta y cuya

expresión se induce, además, en respuesta a la inoculación por

microorganismos patógenos. En este segundo grupo se incluirían los

genes gnl y gn2 que codifican dos isoenzimas básicas de localización
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vacuolar e, igualmente, de acuerdo a nuestros resultados, habría que

incluir en este grupo el gen PR-2 que codifica para una isoenzima ácida

de localización extracclu]ar.

La utilización de plantas transgénicas gnl¡GUS ha permitido

examinar la expresión dirigida por el promotor gnl en distintos tejidos

de plantas sanas y comprobar que dicha expresión se induce durante la

formación, maduración y germinación de la semilla, y también durante

la senescenciavegetal. Estos resultados indican que la proteína GNl

participaría, junto con la isoenzima GN3, en los primeros estadios del

desarrollo de la planta. No obstante, existen diferencias significativas en

el patrón de expresión caracterizadopara estos dos genes, que permiten

suponer ligeras variaciones en su modo de acción y/o en su lugar de

actuación. Así la actividad GUS dirigida por el promotor gnl aparece,

inicialmente, en el embrión de la semilla durante las fases de formación

y maduración, dos etapas del desarrollo en las que los procesos de

división y elongación celular requieren, probablemente, la presencia y

participación de dichos enzimas hidrolíticos.

Por otro lado, durante la formación de la semilla se produce un

proceso de deshidratación en el que la comunicación celular y la

translocación de compuestos a través de la pared deben estar

estrictamenteregulados y pueden estar acompañadosde la formación de

depósitos de callosa (Yuk-Shan Wong y col., 1980). Una vez iniciada la

germinación, la actividad GUS se localiza en la radícula que emerge de

las cubiertas de la semilla, correspondiendo de nuevo a una zona

sometida a un procesoactivo de división y diferenciación celular.

Al igual que se observó en las plantasgn3IGUS, la expresión GUS

dirigida por el promotor gnl se localiza en el tejido floemático de las

plantas adultas.
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Se ha descrito que las células del tejido floemático respondena los

cambios de presión mediante acumulación de depósitos de callosa que

llegan incluso a taponar los canales de comunicación intercelulares

alterando el movimiento de moléculas a través del tejido floemático. En

esta situación la presenciade enzimas con actividad g(I,3)glucanasa, al

menos las codificadas por los genes gnl y gn3, podría indicar su

participación en la regulación del flujo vertical y el transportea través

del floema. Aunque, en este trabajo no hemos evaluado directamentesi

la expresión 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 más adelante, la expresión

• del gen gnl se induce significativamente en respuesta a cambios de

presión osmótica, podría establer una relación entre estos dos procesos

de manera que los cambios de presión osmótica en el tejido floemático

actuarían modificando los niveles de enzimas y estos a su vez podrían

participar en la regulación del flujo floemático. Por otro lado, el hecho de

que los elementos del floema tengan que ser constantemente

reemplazadosmientras exista crecimiento, de nuevo refiere la actividad

j3(1,3)glucanasaa zonas de división celular.

La actividad b-glucuronidasadetectada en el tejido vascular de

las plantasgnl/GUS era mas intensaen la parte basal del tallo, en donde

también se detectaba actividad GUS en las hojas de la planta, que

incrementaba,además,con la senescenciafoliar. Los valores máximos de

actividad se determinaron en plantas examinadas a los 6 días de la

floración, estadio que correspondíacon la disminución del contenido en

clorofila de las hojas y por tanto con el inicio del amarilleamientofoliar.

El análisis de la actividad glucanasaen geles de isoelectroenfoque,así

como la evaluación de los niveles de RNA transcritos a partir de distintos
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genes relacionados con la defensa vegetal, reveló que la inducción del

gen gui no es un fenómeno aislado sino que afecta igualmente a los

isoenzimas 9(1,3)glucanasa básicos gni y gn2, y al gen PR -2

correspondientea un isoenzima extracelular ácida. Es de interés resaltar

que los tres enzimas inducidos durante la senescenciafoliar se inducen

también en respuesta a la infección por microorganismos patógenos,

mientras que la expresión de los otros dos genes j3( 1,3 )glucanasa

examinados, gn3 y gn4, no se induce en ninguna de las dos situaciones

descritas.

La expresión de la quitinasach2 se induce igualmente durante la

senescenciafoliar mostrando un patrón de acumulación idéntico al

caracterizadopara los genes gni y gn2. La presencia de quitina en la

planta no está claramente establecida, sin embargo su detección 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 podrían desempeñar alguna función en los procesos

implicados en la degradaciónde la pared celular.

De esta manera los enzimas ¡3(1,3)glucanasapodrían intervenir y

actuar de forma coordinadajunto con las quitinasas en el proceso de

senescenciafoliar.

Por el momento desconocemoscuales son las señales celulares

que provocan la inducción de la expresión de los genes mencionados

durante la senescencia.Se ha descrito que la expresión de las glucanasas

se modifica en respuesta a la concentraciónde hormonas tales como

auxinas y citoquininas (Hahnen y col., 1985; Hemelink y col., 19978; De

Loose y col., 1988) y que se inducen en respuestaal tratamiento exógeno

con etileno.
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Por otro lado, es interesante destacar que la acción de los

reguladores del crecimiento vegetal puede estar mediada por las

oligosacarinasliberadas de la pared de la célula vegetal por la acción de

enzimas hidrolíticos (Coté y I-Iahn, 1994).

A diferencia de los resultadosobtenidos con los genes glucanasas

(gnl, gn2 y PR2) y quitinasas (ch2), no hemosdetectadola inducción de

la expresióndel resto de los genes examinados,PR!, Pm II, y Cu,ZnISOD,

por lo que cabría pensarque los productos de expresión de dichos genes

no intervienen en el proceso de senescencia.Es improbable, aunque, no

se puede descartar en estos momentos, que la inducción de alguno de

estos genes pudiera presentaruna cinética de inducción muy rápida que

coincidiera con los intervalos de tres días a los que se han extraido los

RNAs examinados.

La participación del gen gni en los procesos de senescenciay

muerte celular está reforzada por los resultados obtenidos en el análisis

histológico de actividad GUS realizado en las plantas transgénicas

gni/GUS. Así, cabe resaltar la inducción de actividad GUS observadasen

los pétalos, que se localiza inicialmente en el anillo de pigmentaciónde la

corola típico de las flores de tabaco (quizá en relación con procesos

oxidativos generadospor la acumulación de pigmentos en dicha zona), y

que avanza ocupando el resto del tejido a medida que progresael daño

tisular y la senescenciade la corola.

Igualmente se detectó 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 deshidratacióny

necrósis celular.
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Finalmente, la detección de actividad GUS en las células de]

protoxilema contribuye a confirmar la estrecharelación observadaentre

la inducción de la expresión dirigida por el promotor gnl y el procesode

muerte celular. Tanto la reacción hipersensibledurante la respuestade

defensa vegetal como los procesos de senescenciay la xilogénesis,

analizados en este estudio, han sido descritos como claros ejemplos de

muerte celular programada.
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Conclusiones

V. CONCLUSIONES.

Se puede distinguir un subgrupo de isoenzimas, dentro de la

familia de genes ~3(I,3)g1ucanasa, cuya función en la planta esta,

preferentemente,asociadacon procesos específicosdel desarrollo.

Existe un segundo grupo de isoenzimas ~(i1,3)glucanasa cuya

función estaría tambien relacionadacon el desarrollo de la planta pero

cuya expresión se induce, además,en el tejido foliar en respuestaa la

infección por microorganismos patógenos.

La expresión de este segundo grupo de enzimas se induce también

durante el proceso de senescenciavegetal, tanto en el tejido foliar como

en tejidos específicos de la planta en relación con la senescenciay la

muerte celular.

Todos los genes de defensa vegetal analizados se inducen en

respuesta a la inoculación con las dos bacterias examinadas. Sin

embargo, la cinética de activación varía en las dos interacciones

caracterizadas.La activación es siempre más rápida y más prolongada

durante el establecimientode la interacción incompatible.

Existen diferencias importantescon respecto a las células de la hoja

en las que se induce la expresióndel gen gnl durante el establecimiento

de las dos interacciones, compatible e incompatible analizadas. Sin

embargo, en los dos casos, la activación precede a la manifestacióndel

daño celular, aumenta a medida que el daño se hace patente, y

desaparececon la muerte celular.
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Las glucanasasbásicas están claramente implicadas en procesos

osmóticos, los cuales requieren cambios estruturalesde la pared celular

y la contribución de la actividad de enzimas hidrolíticos.

La inducción de la expresiónde los enzimas fA(l,3)glucanasa no está

necesariamenteasociadacon la manifestaciónde un daño celular.

El tratamiento con ácido salicílico provoca una protección total

frente a la infección con las dos bacterias, compatible e incompatible

analizadas.
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