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INTRODUCCION

« Simbiosis Rhizobia-leguminosa

. Intercambio de seinales durante la

simbiosis

- Factores de nodulacion y el proceso

simbiotico a nivel celular



I. INTRODUCCION

SIMBIOSIS RHIZOBIA-LEGUMINOSA

En la naturaleza existen diversas interacciones entre los seres vivos, una de ellas
es la simbiosis, en la cual dos organismos de diferentes especies se benefician de esta
relacion. Una de las interacciones simbidticas mas importantes y estudiadas, es la
establecida entre las bacterias fijadoras de nitrogeno y las raices de las plantas
leguminosas. En las raices de la planta se forman nuevas estructuras denominadas
nodulos en las cuales el microsimbionte lleva a cabo la fijacion bioldgica de nitrégeno
(Atlas y Bartha, 1998). Debido a esta simbiosis, la planta es provista de una fuente
asimilable de nitrégeno (amonio), para llevar a cabo la sintesis de compuestos
nitrogenados y las bacterias a su vez reciben fuentes de carbono, necesarias para su
crecimiento. Este mecanismo es de suma importancia para el hombre, ya que las
leguminosas son de gran interés agronomico, siendo el frijol la leguminosa de mayor

consumo directo por el hombre (Brock y Madigan, 1989).

Dentro de los géneros de bacterias que llevan a cabo el proceso simbiodtico de
fijacion de nitrogeno con las plantas leguminosas se encuentran: Azorhizobium,
Bradyrhizobium,  Mesorhizobium,  Sinorhizobium 'y  Rhizobium, los cuales

colectivamente son denominados Rhizobia (revisado en Perret et al., 2000).

La fijacion bioldgica del nitrogeno consiste en la reduccion del nitrogeno
atmosférico a amonio, la cual es realizada por los rhizobios, gracias a que poseen un
sistema enzimatico, el de la nitrogenasa. Este complejo estd compuesto por la
nitrogenasa (proteina MoFe) y la nitrogenasa reductasa (proteina Fe). El complejo de la
nitrogenasa es sensible de forma irreversible al O,, aun cuando éste se encuentre a
concentraciones muy bajas, es por ello que los niveles de oxigeno en el noédulo son
finamente controlados, mediante la leghemoglobina, una proteina que captura el

oxigeno a través del grupo hemo y es provista por la planta (Brock y Madigan, 1989).



INTERCAMBIO DE SENALES DURANTE LA SIMBIOSIS

El proceso simbidtico es altamente especifico, y requiere de un intercambio de
seflales quimicas entre ambos organismos. Por una parte, la planta libera
constantemente a la rizésfera diversos compuestos, los cuales incluyen, carbohidratos,
acidos organicos, vitaminas, amino acidos y derivados fenolicos. Estos tltimos son los
que disparan el primer paso para la interaccion simbiotica entre la bacteria y las raices
de las leguminosas (revisado en Perret et al., 2000). Dentro de los compuestos
fendlicos, especificamente los flavonoides y los isoflavonoides junto con las betainas,
los glucosidos y los &cidos alddnicos funcionan como quimioatrayentes de las bacterias,
las cuales son atraidas hacia el apice de los pelos radicales. Posteriormente estos
compuestos interactiian especificamente con un regulador transcripcional bacteriano, la
proteina Nod D, induciendo asi la transcripcion de los genes llamados “nod”. Los genes
nod codifican proteinas que participan en la sintesis y secrecion de metabolitos
conocidos como “factores de nodulacion” (Figura 1) (revisado en Geurts y Bisseling,
2002) que en respuesta a los flavonoides, constituyen la segunda sefal en este
intercambio quimico. Se ha reportado, que en presencia de los rhizobios la liberacion de
éstos compuestos a la rizésfera se incrementa en los exudados radicales de las

leguminosas (Bolafios y Werner, 1997) (Figura 1).

legume

O flavonoid

Figura 1. Esquema general del intercambio de sefiales en la simbiosis Rhizobia-leguminosa (revisado en

Schultze y Kondorosi, 1998).



FACTORES DE NODULACION Y EL PROCESO SIMBIOTICO A NIVEL
CELULAR

Los factores Nod son lipoquitooligosacaridos constituidos por un esqueleto de
quitina, con cuatro o cinco unidades de N-acetilglucosamina, con modificaciones
quimicas en sus extremos reductor y no reductor, tales como 4acidos grasos,
glicosilaciones, sulfataciones, O-metilaciones y/o N-metilaciones (revisado en Gage,
2004). Estas modificaciones quimicas, se llevan a cabo mediante la actividad enzimatica
de las proteinas codificadas por los genes nod (Corvera et al., 1999). La sintesis del
esqueleto de los FNs esta codificada por los genes que se conocen como nod comunes y
son: nodA, nodB y nodC; el papel de nodC consiste en unir a los monémeros de N-
acetil-glucosamina, el de nodB, en remover el grupo acetilo del extremo no reductor y el
papel de nodA es el de transferir la cadena de acido graso al grupo amino libre resultante
de la desacetilacion. Los genes nod llamados “especificos”, codifican para enzimas que
modifican quimicamente la molécula “sefial”’, adicionando diversos sustituyentes
quimicos que le dan la especificidad en su reconocimiento por la planta hospedera

(Hirsch et al., 2001) (Figura 2).

oR3 HaNCO  NodU CHi:CO NodX
Y4 CH:;CO NodL S0uH NodH
i‘mlo . Fucose NodZ
R 2-0-methyl Noel
3 O-sulfate  NoeE
NodS CH RSO
CHsCONH CHSCONH - or 4-C-acetyl NolL
T~ NOEC

NodE, NodF and NodA
Figura 2. Estructura de los factores Nod con sus posibles modificaciones quimicas (revisado en Perret e?

al., 2000).

El proceso simbidtico, requiere que se establezca una interaccion fisica entre los
simbiontes. Por una parte, las leguminosas presentan lectinas en la superficie de los
pelos radicales, las cuales son proteinas de union a sacéridos, y se ha demostrado que
juegan un papel en el reconocimiento, adherencia e infeccién (Sreevidya et al., 2005).
En cuanto a las bacterias, éstas presentan en su superficie exopolisacaridos,
lipopolisacaridos, ricadesinas y fibrillas de celulosa, las cuales reconocen a las lectinas

presentes en las leguminosas (Smit et al., 1989). Aunque la presencia de estos



compuestos no es determinante para el proceso de infeccion, €stos son necesarios para
que dicho proceso se realice adecuadamente (Laus et al., 2005).

Una vez establecida la interaccion fisica entre ambos simbiontes, el
microsimbionte genera diversos cambios a nivel celular en su hospedero. El primero de
ellos es la deformacion del pelo radical de la leguminosa, que consiste principalmente
en un enroscamiento. Esta deformacién va acompanada por la division de células del
cortex y la induccidn de las denominadas nodulinas, que son genes que incrementan su
expresion durante el proceso simbiotico, como es el caso de ENOD40.

El enroscamiento del pelo radical permite la formacion del hilo de infeccion, que
consiste en una estructura tubular por la cual se internalizan las bacterias. Este proceso
comienza con la hidrolisis de la pared celular en la region del enroscamiento, el cual es
seguido por una invaginacién de la membrana y la formacion de nueva pared celular.
Posteriormente, el hilo de infeccion va migrando hacia el interior del pelo radical, esta
migracion va dirigida por el nucleo del pelo; en este trayecto las bacterias se encuentran
en proceso de division. Una vez que el hilo de infeccidn se internaliza hasta las células
del cortex, éste se ramifica y libera a las bacterias, las cuales ingresan al citoplasma de
las células del cortex, envueltas por una membrana denominada peribacteroidal. Una
vez que las bacterias se encuentran dentro del citoplasma, sufren un cambio a
bacteroides, y es en estos donde se lleva a cabo la reduccion del nitrégeno atmosférico a

amonio (revisado en Patriarca et al., 2004) (Figura 3).

Figura 3. Esquema general de los
procesos a nivel celular de la interaccion
Rhizobia-leguminosa. A) Adherencia de
las rhizobias (rh) a la region apical del
pelo radical de la leguminosa. B)
Induccion del enroscamiento del pelo
radical en torno a la bacteria y
formacion del hilo de infeccion (if) en el
centro de infeccion (ci). C) Migracion
del hilo de infeccion, precedida por el
nucleo del pelo radical. D) Ramificacion
del hilo de infeccion (rit) en las células
del cortex en division. E) Liberacion de
rhizobias del hilo de infeccion y
formacion de simbiosomas.
Acumulacion de granulos de polyp —
hidroxibutirato (phb) en el bacteroide
(b), rodeado por Ila membrana
peribacteroidal (pb). Abreviaciones: c;
cortex, d; vacuola digestiva; ep;
epidermis, ed; endodermos, (revisado en
Perret et al., 2000).




ANTECEDENTES

¢ Respuestas a nivel molecular inducidas
por los factores Nod en las raices de las
leguminosas

¢ Nodulinas tempranas
e Especies de Oxigeno Reactivas (EOR)
e Peroxidasas

e EOR y su regulacion durante la
simbiosis R. etli-P.vulgaris

« Aislamiento del cADN Pvripl
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II. ANTECEDENTES

RESPUESTAS A NIVEL MOLECULAR INDUCIDAS POR LOS FACTORES
NOD EN LAS RAICES DE LAS LEGUMINOSAS

En los pelos radicales de las leguminosas, diversos estudios han descrito las
respuestas inducidas por los factores Nod a nivel molecular. El primer evento que
ocurre, consiste en un aumento en el influjo de calcio extracelular en el pelo radical, lo
cual conlleva a un incremento en la concentracion de calcio intracelular, del orden de 4
veces, después de 5 min de exposicion a los factores Nod de R. etli (Cardenas et al.,
1999). El aumento en el influjo de calcio es seguido por un aumento en el eflujo de
cloro y potasio en los pelos radicales de M. sativa (Felle et al., 1998); este movimiento
de iones, provoca la despolarizacion del potencial de membrana (Ehrhardt et al., 1992).
Este flujo de iones, asi como la despolarizacion de la membrana, lleva a una
alcalinizacion del citoplasma de pelos radicales de alfalfa (Felle et al., 1996). Se ha
reportado que hay oscilaciones en la concentracion de calcio intracelular en la zona
perinuclear de los pelos radicales de 10 a 15 min después de la exposicion a los factores
Nod especificos (Cardenas et al., 1999, Ehrhardt et al., 1996). Estas fluctuaciones
tienen un patron especifico, el cual es distinto en presencia de elicitores de oligdmeros
de quitina (Cérdenas et al., 1999; revisado en Felle, 2000). Se ha demostrado ademas,
que los pelos radicales de frijol tratados con factores Nod sintetizados por R. etli,
presentan fragmentacion y polimerizacion de los filamentos de actina (Cardenas et al.,
1998). Los factores Nod también provocan una reorientacion del crecimiento de los
pelos radicales de M. truncatula, en la direccion en que éstos sean aplicados (Esseling et

al., 2003) Tabla 1.

Tiempo | Efecto

_ Incremento en el influjo de calcio en el apice de los pelos radicales de frijol (Cardenas ef al.,
1999).

Alcalinizacion del citoplasma de pelos radicales de alfalfa (Felle et al., 1996; revisado en
Cardenas et al., 2000).

Movimiento de iones y despolarizacion del potencial de membrana de pelos radicales de
alfalfa (Ehrhardt et al., 1992).

Incremento y fluctuaciones en la concentracion de calcio en la zona perinuclear de pelos

radicales de frijol (Cardenas et al., 2000).
Fragmentacion y polimerizacion de filamentos de actina de pelos radicales de ftijol
(Cérdenas et al., 1998).

Reorientacion del crecimiento radical en raices de M. truncatula (Esseling et al., 2003).

Tabla 1. Eventos tempranos a nivel molecular en los pelos radicales de distintas leguminosas tratadas con
factores de nodulacion especificos.

-11 -




NODULINAS TEMPRANAS

En el proceso de nodulacion, los factores Nod purificados o la inoculacién con los
rizobios, inducen la transcripcion de algunos genes de la planta. Las proteinas
codificadas por estos genes, que son inducidas horas después de la inoculacién con
rizobios o del tratamiento con los factores Nod, son llamadas nodulinas tempranas.
Dentro des estas nodulinas tempranas se encuentran ENOD4(0, ENOD2, ENODI2 y
ENODII. La aplicacion a la raiz de los factores Nod especificos, es suficiente
generalmente para activar la transcripcion de estas nodulinas, como ENOD?2 en Glycine
soja, ENODII en M. truncatula y ENODS en Vicia sativa por mencionar algunas
(revisado en Miklasheviks et al., 2001). Es por esto, que las nodulinas se han
considerado como marcadores moleculares excelentes para el estudio y caracterizacion
de mutantes, toda vez que su expresion es un indicador de una via de sefializacion
activa. ENOD40 es una de las nodulinas que se inducen tempranamente en el proceso de
organogénesis del nodulo, esto es, desde las 3 hrs y 24 hrs después de la inoculacion en
M. sativa (Compaan et al., 2001) en L. japonicus (Flementakis et al., 2000)

respectivamente.

ESPECIES DE OXIGENO REACTIVAS

Durante la formacion del hilo de infeccion, asi como durante el desarrollo del
noddulo, se ha observado que ocurre una explosion oxidativa en el pelo radical, es decir,
la generacion de EOR (Especies de Oxigeno Reactivas) (Santos et al., 2001). Estas
especies son derivadas del O, y son mas reactivas que éste en su estado basal de triplete;
esto es, sus dos electrones ligantes poseen spin paralelos. Las principales EOR son las
especies que son producto de la ruptura o de la excitacion del Oy, es decir, el oxigeno
atémico, el ozono y el oxigeno en singulete, asi como las especies de oxigeno que estan
parcialmente reducidas, esto es, el superoxido, el peroxido de hidrégeno y el radical
hidroxilo (revisado en Hansberg, 2002).

Las EOR son compuestos generados constantemente en organelos con alto
metabolismo oxidativo o con un flujo intenso de electrones como son las mitocondrias y
los cloroplastos de las células fotosintéticas (revisado en Mittler et al., 2004). Los
centros de reaccion del fotosistema I y II de los cloroplastos, son los principales

generadores de EOR, ya que la fotoreduccion del oxigeno produce Oy, el cual a su vez
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puede ser reducido nuevamente y generar H,O, (revisado en Asada, 2006). También se
ha observado que existen mecanismos especificos para su generacion, como son las
NADPH oxidasas, las cuales son proteinas de membrana que llevan a cabo la reduccion
de oxigeno para generar superdxido, utilizando como agente reductor NADPH. Estas
enzimas se encuentran reguladas por GTPasas, como las ROPS (Rho-related GTPases).
Se ha observado que Rac2 es un regulador clave de las NADPH oxidasas (revisado en
Laloi et al., 2004).

Las EOR tienen diferentes funciones en las plantas: se ha observado que las
células vegetales responden con una rapida explosion oxidativa a diversos estimulos
tanto bidticos como abidticos. Tal es el caso en la respuesta hipersensible, inducida por
la presencia de un patdgeno (revisado en Lamb y Dixon, 1997). Ademas, se ha visto
que las EOR participan en mecanismos de sefalizacion, ya que el HO, en presencia de
metales de transicion favorece la disociacion de las GTPasas de la superfamilia Ras
(Heo y Campbell, 2006); asimismo se ha reportado la activacion de canales de calcio en
presencia de H,O,, siendo el calcio uno de los principales segundos mensajeros
utilizados en mecanismos de sefalizacion (revisado en Mori y Schroeder, 2004). En 4.
thaliana se ha demostrado que la presencia de H,O; induce la expresion de oxil, el cual
codifica una serina/treonina cinasa, que lleva a cabo la activacion de MPK3 y MPKG6,
que estan involucradas en el crecimiento radical y la defensa ante patdgenos (Rentel et
al., 2004). También en A. thaliana se activa AtNDPK2 (Arabidopsis thaliana
Nucleotide Diphosphate Kinase2), la cual regula el estado redox de la célula, activando
la expresion de genes antioxidantes, probablemente mediante una cascada de MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinases) (revisado en Lalois et al., 2004).

Durante el cierre de los estomas, se ha visto que tanto el acido abscisico (ABA)
como el metil jasmonato (MJ) inducen un incremento en la produccién de EOR,
provocando la activacion de los canales de calcio (Suhita et al., 2004) y este incremento
en la produccion de EOR se debe a la activacion de dos NADPH oxidasas, AtrbohD y
AtrbohF (Kwak et al., 2003).

Por otra parte, Foreman et a/ (2003) mediante estudios realizados en la mutante
root hair defective (rhd) de Arabidopsis, cuyo fenotipo consiste en pelos radicales
pequeiios, demostraron que en la zona de crecimiento de los pelos radicales hay un
incremento de EOR, las cuales son producidas por la actividad de una NADPH oxidasa.

Comprobaron que las EOR son necesarias para regular el crecimiento celular en esta
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zona ya que incrementan el influjo de calcio, debido a que activan a los canales de
calcio.

La regulacion de las EOR en la célula es de suma importancia, ya que si se
encuentran en concentraciones elevadas pueden causar dafio oxidativo a proteinas,
lipidos y al ADN. Se ha demostrado que el radical superoxido inactiva a enzimas del
ciclo de Krebs como la aconitasa y la ribonucleotido reductasa (requerida para la
sintesis de ADN). Por otra parte, se ha demostrado que el peroxido de hidrégeno puede
inducir la inactivaciéon de enzimas del ciclo de Calvin y de la leghemoglobina en los
nodulos de las leguminosas (revisado en Matamoros ef al., 2003). Sin embargo, las
especies mas dafiinas son el radical OH" y el 'O,, ya que los dafios generados por éstos
son irreversibles y en términos generales marcan a las proteinas para su degradacion
(revisado en Hansberg, 2002).

Las células vegetales presentan mecanismos especificos para la regulacion de las
EOR, siendo los mas frecuentes el ciclo del glutation-ascorbato, el de la glutation
peroxidasa y enzimas como la superdxido dismutasa y la catalasa (Tabla 2). Sin
embargo también hay proteinas con caracteristicas antioxidantes como las tioredoxinas,
las peroxiredoxinas y las peroxidasas de pared celular (revisado en Apel y Hirt, 2004).

Las tioredoxinas son inducidas considerablemente en plastidos en respuesta a
estrés bidtico y abiotico, donde catalizan la reduccion de enlaces disulfuro. Por otra
parte las peroxiredoxinas son reductasas dependientes de tioredoxina, que detoxifican
sustratos de perdxido a través de un residuo cisteinil. Estas proteinas funcionan como
chaperonas moleculares y como sefializadoras del estado oxidativo de la célula
(revisado en Dos Santos y Rey, 2006). En cuanto a las peroxidasas se ha reportado por
ejemplo, que plantas de tomate con mayor tolerancia al estrés salino tienen una mayor
actividad de estas enzimas, lo cual se ve reflejado en una disminucion de la

peroxidacion de lipidos (Koca et al., 2006).
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Mecanismo Enzima | Reaccion
Superoxido Dismutasa | SOD 0¥ — H0,
Catalasa CAT H,0, — H0+%0,
Ciclo del Glutation- | APX H,0, + Ascorbato — H,O + MDA
Ascorbato MDAR MDA + NAD(P) H — Ascorbato + NAD (P)+
DHAR Dehidroascorbato + GSH — Ascorbato + GSSG
GR GSSG + NAD(P)H — GSH + NAD(P)+
Ciclo del Glutation | GPX H,0, + GSH — H,O + GSSG
Peroxidasa GR GSSG + NAD(P)H — GSH + NAD(P)+

Tabla 2. Reacciones de los principales mecanismos enzimaticos empleados para detoxificar a la célula.
SOD superoxido dismutasa, CAT catalasa, APX ascorbato peroxidasa, MDA monodehidroascorbato,
MDAR monodehidroascorbato reductasa, DHAR dehidroascorbato reductasa, GSH glutation, GSSG
glutation oxidado, GR glutation reductasa, GPX glutation peroxidasa.

PEROXIDASAS

Las peroxidasas son glicoproteinas que poseen un grupo hemo y catalizan

reacciones de 0xido-reduccion de acuerdo a la siguiente ecuacion:

donador + H,0, = donador oxidado + 2 H,O

Estas proteinas incluyen dos superfamilias, una encontrada en bacterias, plantas y

hongos, y la segunda en animales. La primera a su vez, se divide en 3 clases:

e Clase I: Incluye peroxidasas intracelulares como la citocromo-C
peroxidasa de levadura (CCP), la ascorbato peroxidasa (AP) encontrada en
cloroplastos y citosol de plantas superiores y las catalasas-peroxidasas en
bacterias.

¢ Clase II: Consiste en peroxidasas fingicas secretadas como ligninasas, o
lignina peroxidasas y peroxidasas dependientes de manganeso.

¢ Clase III: Consiste en peroxidasas secretorias de plantas, las cuales tienen
multiples funciones tejido-especifico.

Las peroxidasas Clase III de plantas, pueden catalizar diferentes reacciones. Como
se ilustra en la Figura 4, son capaces de llevar a cabo la lignificacion de la pared celular
en las plantas, durante su ciclo peroxidativo. En éste, las peroxidasas forman H,O a
partir de H,O,, formando el compuesto I (estadio intermedio de la enzima, se
caracteriza porque puede aceptar dos electrones), el cual puede realizar otra reaccion en
presencia de un compuesto fenolico, oxidandolo y produciendo un radical fenoxi, junto
con el compuesto II (estadio intermedio de la enzima caracterizado porque puede recibir

un electron) y este ultimo puede recibir un electron de otro compuesto fenolico,
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produciendo nuevamente un radical fenoxi. En este par de reacciones se forman 2
radicales fenoxi, los cuales pueden combinarse para formar compuestos como la lignina,
con la utilizacién de H,0O,. Por otra parte, tanto el compuesto I como el compuesto 11
pueden oxidar NADH o NADPH, los cuales pueden a su vez reducir al O, para formar
0Oy, el cual puede reducirse nuevamente en presencia de NADH o NADPH para generar
H,0,. También se ha reportado que se podria llevar a cabo un ciclo hidroxilico, en el
cual, en presencia de O, se formaria el compuesto III, un estado intermedio de la
enzima que en presencia de H,O, produciria radicales hidroxilo en una reacciéon tipo

Fenton (Chen y Schopfer, 1999):

Fe’* + H,0» — Fe't 4+ OH + OH"

Esta ultima funcion ha sido demostrada en coleoptilos de maiz, donde se pudo
observar que en presencia de NADPH o NADH una peroxidasa de pared celular es
capaz de generar radicales hidroxilo y la generacion de estos radicales, de acuerdo a los
autores, promueve el debilitamiento de la pared celular, mediando el crecimiento celular

(Liszkay et al., 2003).

Ferexidative Cycle:
@F’UD#FE}HHEDE—-{Dmp.IvH?D
@Eomp.hF‘heH —+(omp 11+ Fhe
(3) Comp.11+PheH —= POO(Fe™+ Phe

Peroxidase
Ea?r

Qxidotive Cycle.

(&) NAD" + 0;—=NAD*+0F
OH  (5) NADH « H% 07 —=NAD+H;0;
OH™ Dismutation of O
(6) 207+ 2H ' 0540

Hydraxylic Cycle:
(7) PODIFe™)+ 07 —= Comp 111
Comp. 111+ H0; —= POD(Fe*)+0H » DHe 0,

Figura 4. Esquema ilustrativo sobre las diferentes funciones cataliticas de las peroxidasas clase III de
plantas. POD, peroxidasa; PheH compuesto fenoélico; Comp.I, Comp.Il y Comp.III, estadios intermedio
de la peroxidasa ; SOD, superéxido dismutasa (Tomado de Liszkay et al., 2003).
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Otras funciones atribuidas a estas enzimas, son su participacion en la respuesta de
defensa ante el ataque de un patdgeno. Delannoy et al (2003), reportaron que existe un
aumento en la actividad de las peroxidasas durante la infeccion en cotiledones de
algodon infectados con Xanthomonas campestris. Mediante el uso de anticuerpos
policlonales encontraron que estas proteinas se encuentran alrededor de la bacteria
encapsulada, asi como en la lamela media. También pudieron observar que de los siete
genes de peroxidasas que estudiaron, tres de éstos incrementaban su expresion en
respuesta al patogeno, uno disminuia y los tres restantes no mostraban cambio en su
patron de expresion. El incremento en la actividad de estas enzimas fue reportado
también en plantas de chicharo, al ser tratadas con un patégeno de origen fingico; este
aumento se observo mediante ensayos inmunocitoquimicos en la pared celular de las
raices infectadas por el patogeno, (Luhova ef al., 2006). En plantas de frijol se ha visto
que la responsable de la explosién oxidativa apoplastica en células en cultivo es una
peroxidasa (FBP1), esto en presencia de un elicitor fingico (Blee et al., 2001). Ademas,
las plantas transgénicas de A. thaliana que tienen un cADN en antisentido, del gen de la
peroxidasa FBP1 de frijol, mostraron una disminucion en la explosion oxidativa cuando
fueron tratadas con elicitores de tipo fingico, asi como una mayor susceptibilidad al
ataque de patdégenos oportunistas, lo cual demuestra que las peroxidasas juegan un papel
significativo durante la explosion oxidativa ante el ataque de patogenos (Bindschedler et
al., 2006) También se ha propuesto que las peroxidasas catalizan la generacion de EOR
durante el cierre de los estomas, en presencia de acido salicilico, ya que esta respuesta
no es afectada por el tratamiento con DPI (diphenylene iodonium), el cual es un
inhibidor de las NADPH oxidasas, sin embargo es altamente sensible al acido salicil
hidroxamico (SHAM), el cual es un inhibidor de las peroxidasas. La produccion de
EOR en presencia de elicitores (quitooligosacaridos) y de monoaminas aromaticas es
también sensible al tratamiento con SHAM (revisado en Kawano, 2003). Por otra parte,
la sobre-expresion de una peroxidasa de cebada en plantas de tabaco provoca un
aumento en el indice de muerte celular programada al ser expuestas a un estrés de

calor, suponiendo un aumento en la generacion de EOR (Burbridge ef al., 2006).
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EOR Y SU REGULACION DURANTE LA SIMBIOSIS RHIZOBIA-
LEGUMINOSA

En el caso del proceso simbidtico, se ha propuesto que en los nédulos los niveles
de EOR deberian estar finamente regulados. Asi, se ha encontrado que cuando los
niveles de EOR se incrementan por factores como el estrés salino, los nédulos presentan
una reduccion de hasta un 56% en su peso seco. También se ha observado que hay una
reduccion en la actividad de algunas enzimas antioxidantes como la catalasa y la
ascorbato peroxidasa, y un aumento en la actividad de enzimas como las peroxidasas y
la superoxido dismutasa (Jebara et al., 2005). Durante la senescencia del noédulo se ha
descrito que hay una disminucion en el contenido de una peroxiredoxina y ascorbato,
asi como un aumento en la actividad de serin-proteinasas y cistein-proteinasas sensibles
al estado redox (Groten et al., 2006).

En raices noduladas se ha visto que la actividad de las principales enzimas
antioxidantes es mayor que en raices sin infectar. Los niveles de ascorbato, asi como el
transcrito de la ascorbato peroxidasa aumentan en un orden de 10 veces en ndédulos con
respecto a otros tejidos. En el caso de nddulos determinados su actividad se ha
encontrado principalmente en la periferia de las células del parénquima, donde protege a
éstas del H,O, (Dalton et al., 1998; revisado en Matamoros et al., 2003).

En estudios enfocados en la regulacion de las EOR durante la organogénesis del
nodulo, se ha visto que la formacion de nddulos en raices de M. truncatula inoculadas
con S. meliloti, se ve afectada al aplicar BSO (sulfoximina de butionina), que es un
inhibidor especifico de la sintesis de GSH (revisado en Pauly et al., 2006).

Lee et al (2005), al analizar los genes expresados durante la nodulacion en plantas
de soya (G. max), encontraron que hay un incremento en el transcrito de una
tioredoxina, 2 dias después de la inoculacion con la bacteria, con un incremento mayor a
los 7 y 27 dias posteriores a la inoculacion. Ademdés, demostraron mediante el
silenciamiento del gen, que su ausencia provoca una reduccion en el nimero y tamafio
de los nddulos.

Mediante ensayos con microarreglos en raices de M. truncatula inoculadas con S.
meliloti, se ha observado un descenso en la transcripcion de peroxidasas, 1 hr después
de la inoculacion, sin embargo hay un aumento 6 hrs después con respecto a los niveles

basales de la transcripcion de peroxidasas (Lohar et al., 2006).
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Shaw y Long (2003) trataron segmentos de raices de M. truncatula con factores
Nod purificados de S. meliloti durante una hora y midieron los cambios de eflujo de
H,0, a intervalos de 5 min durante 90 min. Estos autores encontraron que a
concentraciones mayores a 100 pM, los factores Nod reducian el eflujo de H,O; en un
60% después de 20 a 30 min de exposicion. Recientemente, se demostré que hay una
disminucion en el transcrito de 2 NADPH oxidasas: MtRBOH2 y MtRBOH3 en raices
de M. truncatula, 1 hr después de aplicar factores Nod. Ademas reportan que es
necesario un descenso en la concentracion de EOR para el hinchamiento y la
ramificacion de los pelos radicales en respuesta al tratamiento con los factores Nod
(Lohar et al., 2007).

En la simbiosis de M. truncatula con S. meliloti, se encontré mediante hibridacién
sustractiva, un gen que codifica para una peroxidasa, denominado rip/, por sus siglas en
inglés rhizobium-induced-peroxidase. En raices de M. truncatula se encontrd que hay
un incremento en la acumulacion del transcrito de rip/, 3 hrs después de ser inoculadas
con S. meliloti, mientras que en respuesta al tratamiento con factores Nod especificos, el
incremento se observo 6 hrs después (Cook et al., 1995). El analisis de la secuencia de
este gen, reveld que rio arriba de la region promotora hay 3 copias de un elemento
consenso OCS (octopine synthase) y 8 de un elemento OBP (OBF binding protein),
cercanos al sitio de inicio de transcripcion del gen. Estos elementos, son comunes en
regiones promotoras de genes de plantas inducidos por la presencia de EOR, en
particular por H,O, (Peng et al., 1996). También encontraron que existe una explosion
oxidativa 12 hrs después del tratamiento con los factores Nod asi como durante la
formacion del primordio del noédulo y que hay una correlacion espacio-temporal en la
expresion de ripl y la produccion de EOR (Ramu et al., 2002).

Recientemente Den Herder et al (2007) observaron un incremento en la
acumulacion del transcrito de una peroxidasa (Srprx) en la simbiosis entre Sesbania
rostrata 'y Azorhizobium caulinodans, una hora después del tratamiento con los factores
de nodulacion de su microsimbionte. Ademads, reportan que no hay incremento en la
acumulacion de este transcrito en respuesta a elicitores de patdgenos y tampoco a estrés
mecanico.

En nuestro grupo de trabajo, Cardenas et a/ (manuscrito sometido a publicacion,
2007) encontraron un incremento transitorio en la concentracion de EOR en pelos

radicales de frijol tratados con factores Nod de R. etli. Este aumento en la concentracion
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de EOR se observa segundos después de aplicar los factores Nod y se mantiene durante

3 min para después retomar sus niveles basales.

Uno de los intereses de nuestro grupo de investigacion es estudiar las etapas
iniciales de la interaccion entre P. vulgaris y R. etli, y especificamente el papel de las
EOR durante este proceso. Es por ello, que nos dimos a la tarea de estudiar el patron de
acumulacion del transcrito de una peroxidasa a la que llamamos Pvripl, en respuesta al

tratamiento con factores Nod.
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AISLAMIENTO DEL cADN Pvripl

En el laboratorio se realizé el disefio y sintesis de oligonucledtidos especificos
para aislar y amplificar mediante PCR, a partir de ADN genomico, una region del gen
de la peroxidasa Mtripl. Los oligonucledtidos utilizados fueron: 5° CCA CAA TTT
TTC TAC AAT GTG; 3" CTA TCT GAC CCT TCT GCA A. Estos oligonucledtidos al
ser usados mediante PCR, amplifican aproximadamente el 70% de la region codificante.
Una vez amplificado parte del gen, el producto de PCR se marcé radioactivamente y se
utilizé como sonda para aislar a su ortélogo en un banco de cADNs de raices de frijol
crecidas en bajo fosfato, ya que éste era el banco disponible. Se seleccion6 una de las
clonas y se determin6 su secuencia nucleotidica. El cADN aislado result6 ser una clona
parcial de 800 pares de bases, la cual carece de la region 3" y 5" no traducidad y
traducida, e incluye el probable péptido sefial descrito en la peroxidasa reportada en M.
truncatula.

La secuencia nucleotidica del cADN se aline6 mediante un BLAST utilizando el
NCBI/BLAST, presentando el mayor porcentaje de identidad con Mtripl (80%), que es
la que se us6 como sonda para aislar el CADN de frijol. En base a este resultado, al
cADN aislado por nuestro laboratorio se le denomin6 Pvrip].

El aislamiento y la identificacion de este cADN parcial, se llevo a cabo en el
laboratorio por la Biol. O. Santana, previo a la disponibilidad de los EST’s de frijol
reportados por Ramirez et al (2005).
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HIPOTESIS

OBJETIVOS

e General

¢ Especificos
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I11. HIPOTESIS

La aplicacion de factores Nod especificos en las raices de P. vulgaris, incrementara la

transcripcion del gen Pvripl a tiempos cortos, en raices de P. vulgaris

IV. OBJETIVOS

GENERAL:

Analizar el patrén de acumulacion del transcrito Pvripl a tiempos cortos en raices de P.

vulgaris, después de aplicar los factores Nod de R. etli y determinar su localizacion en la raiz.

ESPECIFICOS

e Analisis in silico del cADN aislado de un banco de cADNs de raices de frijol

e Determinar el nimero de copias del transcrito Pvripl en el genoma de frijol.

e [Localizacion del transcrito Pvripl en las raices de frijol, mediante hibridacion in situ.

e Determinar el patron de expresion del transcrito que codifica el gen Pvripl de frijol, en
respuesta a los factores Nod de R. et/i (0, 1, 3 y 6 hrs).

® Analizar la acumulacion del transcrito en respuesta a estreses bioticos (elicitores de

patdgenos) y abidticos (dafio por herida).
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MATERIAL Y METODOS

e Ensayo tipo Southern

¢ Germinacion de semillas de frijol
(Phaseolus vulgaris variedad Negro
Jamada

e Aplicacion de los diferentes
tratamientos a las raices

¢ Ensayo tipo Northern

e Ensayos de RT-PCR

e Hibridacion in situ
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IV.

METODOLOGIA

Los objetivos previamente descritos, se realizaron mediante el siguiente disefio

experimental:

Busqueda en bancos de
EST’s de frijol

1

Alineamiento mediante
un BLAST

1

Traduccién a amino
acidos

|| Analisis in silico

—

“ || Prediccion de: ||

Localizacion
subcelular

Regiones
transmembranales

Alineamiento
multiple

P.M, P. I,
Glicosilaciones

Germinacion de
semillas

Aplicacion de los
tratamientos

!

.

Fijacion de la raiz

Extraccion de ADN
" gendémico

!

!

!

| Extraccion de ARN

Marcaje de sonda
con digoxigenina

con enzimas de

‘ Digestién de ADN

restricciéon
! ! l
| GeldeARN |l Hibridacion | = Gelde ADN |
! ! ! l
Ensayo Ensayo “ Bloqueo y deteccion ‘ Ensayo tipo “
tipo de RT- de la senal Southern
Norther PCR
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Ensavo tipo Southern

Extraccion del ADN gendomico

e Se tomaron 3 hojas completamente desarrolladas del tercer nudo de plantas de frijol de 18 a 20
dias.

e  Se maceraron las hojas en nitrégeno liquido con un mortero y el polvo se transfirié a un tubo con
el buffer de aislamiento de ADN precalentado a 65° C y se mezcld suavemente (2 ml de buffer
por gramo de tejido).

e Posteriormente se afiadié un volumen de CHCl3/Isoamil-OH (24:1) y se mezcld suavemente a

65° C, ventilando y moviendo periédicamente de forma delicada.

Se incubd esta mezcla a 65° C por 10 min con una agitaciéon moderada.

Se centrifugd durante 5 min a 5,000 rpm para separar las fases.

Se transfirio la fase acuosa a un tubo limpio y se afiadié un volumen de isopropanol frio.

Después se centrifugoé a 2,500 rpm durante 10 min y se retird el sobrenadante, resuspendiendo el

pellet con 1.3 ml de CsCl 1M (400ul/300mg de tejido utilizado).

e Se dividid la muestra en 4 tubos (330ul/tubo) y se anadieron 800ul de etanol, mezclando
suavemente el tubo.

e Se centrifugd a 7,000 rpm durante 10 min y se retird el sobrenadante, disolviendo el pellet en
250ul de TE-ARNsa (250ul de TE/ 1ul ARNsa 10 mg/ml).

e Se agregaron 60l de NaCl 5M y la mezcla fenol:cloroformo:isoamilico (24:24:1)

e Se centrifugd durante 5 min a 13,000 rpm y se tomo la fase superior y se transfirié a un nuevo
tubo eppendor. Después se agregaron 500ul de CHCl; y se agito.

e Se afiadio etanol (1ml por muestra), lo cual permiti6 observar las hebras de ADN.

e Se centrifugd a 13,000 rpm y a la pastilla se lavé con etanol. Este procedimiento se repitié dos
veces.

¢ Finalmente la pastilla se resuspendi6 en 50 pl de agua destilada estéril

Determinacion de la concentracion del ADN

La determinacion de la concentracion del ADN extraido, se realizd6 mediante el
método espectrofotométrico (Sambrook et al., 1989). Se diluyo 1 pl del ADN extraido
en 0.5 ml de H,O. Se tomaron lecturas de absorbancia a 260 nm y 280nm. La
concentracion fue calculada respecto a los valores estandar de densidad optica: D.O.=1

a 260nm corresponde a aproximadamente 40 pg/ml de ADN.

Digestion de ADN genémico con enzimas de restriccion

Una vez cuantificada la concentracion del ADN genémico extraido de las hojas de
frijol, se realizd el calculo para digerir 20ug de ADN genomico por enzima de
restriccion. Se utilizaron las enzimas EcoRI (30 unidades de la enzima) HindIIl (30
unidades de la enzima), BamHI (40 unidades de la enzima) y EcoRV (60 unidades de la

enzima).
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Electroforésis de ADN y carga de las muestras

La digestion del ADN genémico se verifico mediante un gel de agarosa al 1%
disuelta con calor en TAE y Bromuro de Etidio 0.01%, éste tltimo se adicion6 una vez
disuelta la agarosa a una temperatura de 40° C aproximadamente. La electroforesis se
realiz6 en posicion horizontal cargando en el gel 5 pul del ADN total digerido, usando
lul del buffer de carga. Una vez determinada la digestion del ADN se procedio a
realizar la carga total de las muestras. En cada pozo de un gel para ADN se agregd el
volumen equivalente a 20pg de muestra, utilizando buffer de carga al 10% del volumen

total. En el gel también se hizo la carga de un marcador de peso molecular para ADN.
Ensayo tipo Southern

La sonda utilizada se marcd con *°P y consistié en un producto de PCR que
amplifico la secuencia de la clona aislada del banco de cADNSs de raices de frijol. Esta
clona carece de la secuencia perteneciente al péptido sefial, asi como también parte de la
region 37 traducida. La secuencia es de aproximadamente 800 pares de bases, la cual
incluye region conservada y no conservada descrita para las peroxidasas Clase III de

plantas.

Germinacion de las semillas de frijol

Las semillas se desinfectaron realizando el siguiente protocolo:
e Lavado durante 5 min con hipoclorito de sodio 25% V/V.
e Lavado 3 veces con agua estéril, para eliminar restos de hipoclorito.
e Lavado durante 1 min con alcohol etilico industrial.

e [Lavado 3 veces con agua estéril para eliminar los restos de alcohol.

Las semillas fueron colocadas en charolas metalicas previamente esterilizadas (20
min a 120° C y 150 kPa.), cubiertas con papel aluminio y con una capa de papel
absorbente humedecido con medio Fahreaus* estéril a un pH = 7. Se incubaron a 28° C

por 48 hrs.
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*Preparacion del Medio Fahreaus

Compuesto Concentracion final
CaCl, 0.680 mM

MgSO, 0.486 mM

KH,PO, 0.734 mM

Na,HPO, 1.042 mM

Citrato férrico 18.5 uM

+MnZO, 12 uM

+ZnS0O, 765.1 uM

+CuSO, 320 uM

+H,Mo0O, 38.8 uM

+ En su conjunto se conocen como trazas Gibson

Una vez germinadas las semillas se transfirieron a cajas, de tal manera que la raiz
quedara sumergida en el medio Fahreaus que se utilizd para la germinacion, es decir, se
transfirieron de un medio sélido (charola) a un medio liquido, dejando reposar durante
24 hrs para poder llevar a cabo los diferentes tratamientos, evitando de esta manera un

estrés a las plantulas.

Aplicacion de los diferentes tratamientos a las raices de frijol

Tratamiento con los factores de nodulacion

Se utilizaron factores Nod especificos, aplicados a una concentracién de 1 x 107
M en la camara con el medio de crecimiento conteniendo las raices de semillas

germinadas de frijol.

Inoculacion con Rhizobium etli

La cepa CE-3 de R. etli se cultivd en un medio con peptona de caseina (5g/L) y
extracto de levadura (3g/L) adicionado con CaCl, 0.07M. Los antibidticos acido
nalidixico (2mg/100ml) y estreptomicina (100mg/100ml) se utilizaron para crecer y
seleccionar la cepa CE-3. Los cultivos se incubaron a 30° C con agitacion hasta una D.
0. de 0.5-0.6 leido a una longitud de onda de 600 nm. Las células de este cultivo, se

lavaron 2 veces y se resuspendieron en 50 ml de medio Féhreus.
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Aplicacion de estrés por herida

Una vez que se dejaron reposar las plantulas de frijol durante un dia en la camara
con el medio Fahreus, se les aplicd un estrés por herida, el cual consistidé en cortar una
de las raices laterales, posteriormente se sumergieron nuevamente en el medio, para

posteriormente realizar la cosecha del tejido a los tiempos predeterminados.

Tratamiento con elicitor de origen fungico

La preparacion del elicitor se realizod de acuerdo a Ludger y Ursel (1995):
e Se tomaron 10 g de extracto de levadura (GIBCO BRL) en 50 ml de etanol
(80%).
e Se centrifugd y el sobrenadante se evaporo6 y el residuo se disolvié en 12.5 ml de
agua.
e Después se realizoé una extracciéon con 25 ml de acetato de etilo y se centrifugd

la fase acuosa, posteriormente se esterilizé mediante filtracion.

Tratamiento con el elicitor quitosan

El tratamiento con quitosan se realizd6 basandonos en lo reportado por
Vasconsuelo ef al., (2004). Se prepard una solucion concentrada (8mg/ml) de quitosan
(Sigma: restos de concha de cangrejo, homopolimeros lineales B-(1-4)-2-amino-2-
deoxi-D-glucosa 85% deacetilado), el cual fue disuelto en acido acético al 1% (toda la
noche), posteriormente esterilizado en autoclave y ajustado el pH a 5.6. El elicitor fue
aplicado a una concentracion de 100mg/ml. Se realizaron las pruebas pertinentes para

comprobar que no cambiara el pH del medio de crecimiento de las raices de frijol.

Ensavyos tipo Northern

Extraccion de ARN
Las raices se cortaron tomando la parte de la zona de emergencia y crecimiento de

las raices secundarias, a los tiempos preestablecidos. Se tomaron de cada tiempo al

menos 3 plantas; a partir de este material se extrajo el ARN total de cada muestra,
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siguiendo el método del Trizol, de acuerdo al protocolo que se adjunta a continuacion.

Este material se utiliz6 para los experimentos tipo Northern.

Extraccion de ARN

Lavar el material a usar durante 1h con NaOH 1M. Esterilizar y hornear usando para todo H,O tratada
con DEPC 0.1%.

e Agregar 100 mg de tejido congelado a un mortero con pistilo.

e Adicionar suficiente nitrogeno liquido para cubrir el tejido. Macerar el tejido hasta formar un
fino polvo.
Anadir 1 ml de Trizol. Continuar macerando el tejido.
Transferir 1 ml de las muestras a tubos eppendorf y dejar reposar durante 5 min a temperatura
ambiente.

e Adicionar 0.2 ml de cloroformo/alcohol-isoamilico (24:1) y colocar en el vortex de 5-15
segundos. Dejar reposar durante 2 min.

e  Centrifugar las muestras durante 5 min a la maxima velocidad. Remover el sobrenadante a un
nuevo tubo.

e Agregar 0.5 ml de alcohol isopropilico. Vortexear durante 5 segundos. Dejar reposar durante 10
min.

e Desechar el sobrenadante. Dar un pulso en la centrifuga. Remover el sobrenadante restante.
Anadir 0.5 ml de etanol al 70%.

e  Centrifugar a la velocidad maxima durante 2 min.

® Desechar el sobrenadante. Dar un pulso en la centrifuga. Remover el sobrenadante restante.
Adicionar 15-50 pl de agua DEPC:

Determinacion de la concentracion del ARN

La determinacién de la concentracion de cada una de las muestras del ARN
extraido, se realizdé mediante el método espectrofotométrico (Sambrook et al., 1989). Se
diluyo 1 pl del ARN extraido en 0.5 ml de H,O en cada muestra. Se tomaron lecturas de
absorbancia a 260 nm y 280nm. La concentracion fue calculada respecto a los valores
estandar de densidad optica: D.O.=1 a 260nm corresponde a aproximadamente 40 pg/ml
de ARN. El cociente entre las lecturas a 260nm y 280nm permite estimar la pureza de
cada muestra, de esta forma, valores por debajo del cociente a 260nm/280nm=2.0 nos

indicard que la pureza del ARN es pobre.
Electroforesis de ARN y Carga de las Muestras

La integridad del ARN extraido de cada una de las muestras fue determinada
mediante la elaboracion de geles de agarosa al 1% disuelta con calor en MOPS 1X

(MOPS 20 mM, acetato de sodio 0.3M, EDTA 0.05M) y formaldeido 1.1%, éste ultimo

se adicion6 una vez disuelta la agarosa y estando a una temperatura de 55° C
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aproximadamente. La electroforesis se realizé en posicion horizontal cargando en el gel

1 ng de ARN total, usando como buffer de carga la siguiente mezcla:

e Glicerol 500 pl
e Azul de bromofenol 250 wl
e H,O 500 pl

Una vez determinada la concentracion e integridad del ARN se procedio a realizar
la carga total de muestra. En cada pozo de un gel para ARN se agreg6 el volumen
equivalente a 20ug de muestra, con el doble de volumen de buffer de carga. En el gel

también se hizo la carga de un marcador de peso molecular para ARN.

Preparacion de la sonda para los ensayos tipo Northern

La sonda utilizada consistié en un producto de PCR que amplific6 la secuencia de
la clona aislada del banco de cADNs de raices de frijol. Esta clona carece de la
secuencia perteneciente al péptido senal, asi como también parte de la region 3’
traducida. Cabe mencionar que la secuencia presenta tanto region conservada entre las

peroxidasas como region no conservada.

Hibridacion con la sonda Marcada

La sonda se marcod con **P dCTP de acuerdo al protocolo del Kit de marcaje
Rediprime II Random (RPN1633) (Armersham). Para precipitar la sonda, se le agregd
al tubo de reaccion 300 pl de RPE (ADN de esperma de salmon 0.lmg/ml, EDTA
10mM, acetato de amonio 2.5M) y 600 ul de isopropanol, y se dejé reposando durante
24 hrs a -20 °C. Después de este tiempo, el tubo se centrifugd a 13000 rpm por 15 min,
se decantd el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 200ul de NaOH 0.1N;
posteriormente se agreg6 al tubo de hibridacion, el cual contiene: BSA 1%, EDTA 0.5
M, NaH,PO; pH 72 2 M y SDS 20%. Simultdnecamente las membranas se
prehibridaron al menos 24 hrs antes de la hibridacion. La hibridacion se realizo a 60° C
por 48 hrs.

Las membranas hibridadas se lavaron en solucién de baja astringencia durante 15
min a temperatura ambiente, conteniendo: EDTA 0.5M, NaH,PO4 pH 7.2 2 M, SDS

20% y BSA 0.5%, después durante otros 15 min a 60° C en solucion de alta astringencia
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que consiste en: EDTA 0.5M, NaH,PO4 pH 7.2 2 M y SDS 20%. Finalmente las
membranas se colocaron en protectores de plastico para exponerlas en una pantalla de

Fosfo-Imager.

Ensavos de RT-PCR

Para los ensayos de RT-PCR, se partio de los ARN extraidos bajo la metodologia
previamente descrita. Para amplificar el transcrito Pvripl, se disefiaron oligonucleotidos
especificos de la region 5 UTR y 3" UTR, dando un producto de aproximadamente 1
Kb (PvriplUP: TCC AGA GCT TGT AAT CTG TG; PvriplLW: GCA AAG TTA
TGA GTC ATA GC). Como control positivo del tratamiento con factores Nod, se
amplifico parte del gen (380 pb) de la nodulina Enod40 (PVENOD40-1: CTG GTG
AGC ATC AAG TTT TG; PvENOD40-2: CTA GTG AGC TGC AAA TTG AQG),
como control positivo del tratamiento con el elicitor quitosan se amplificd un fragmento
del transcrito de la Chalcona sintasa (PvCHS-1: ATG GTG AGT GTA TCT GAG ATC
C; PvCHS-2: TTG CGA CAC TGT GGA GAA CGA) y como gen control, parte del
gen de acuaporina (AQU: CGC CGC TGT TTG AGC CCT CG; AQL: TTG CGC ATC
GTT TGG CAT CQG).

RT-PCR

1. En tubos para microfuga estériles, se colocaron 2 ul de ARN (1 pug/ul), 8 ul de
H,O y 1 ul de DNAsal libre de RNAsa 10u/ul Roche™®, se incub6 a 37° C por
15 minutos y después a 65° C por 10 minutos.

2. Se agreg6 1 pl de oligonucledtido (dT) 500 pg/ml y se incubo a 70° C por 10
minutos, inmediatamente después se coloco en hielo.

3. Se hizo una mezcla: 1 ul ANTP’s 10 mM cada uno, 2 pl de DTT 0.1 M y 4 pul de
buffer de reaccion 5 X. Se agregaron 7 ul de esta mezcla y se incubaron a 42° C
por 2 minutos, después se agregd 1 pl de enzima M-MLV RT Invitrogen™™
200u*/ ul y se dejo6 incubando durante 50 minutos a 37° C.

4. Se incubd 15 minutos mas a 70° C para inactivar la enzima y detener la

reaccion.
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Compuesto Volimen Concentracion final
Buffer de reaccion 10 X Sul 1X
Mezcla de *dNTP’s 10 mM 1 ul 0.2mM
MgCI2 50 mM 1.5 ul 3 mM
Oligonucleotido lower 5 pmol/pl 1 ul 5 pmol/pl
Oligonucleo6tido upper 5 pmol/pl 1 ul 5 pmol/pl
cDNA Ipg/ul 2 ul 0.04 pg/pl
Platinum Taq DNA polimerasa (Invitrogen" ") 0.2 ul 1.0 unidad**
Agua destilada estéril Aforar a 50 pl
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*Dideoxinucleotidos trifosfatados

** Una unidad incorpora 10 nmol de desoxirribonucleétidos en 30 minutos a 72° C

Hibridacion in situ (whole mount)

Marcaje de la sonda de Pvripl

Esta sonda se encuentra clonada en el vector PSK. El fragmento de Pvripl es de

aproximadamente 900 pb. Los oligonucledtidos utilizados para amplificar la sonda

mediante PCR son los oligos M13F y M13R, ya que es necesario que contenga los

promotores T3 y T7. La sonda fue marcada con el protocolo que se adjunta:

Preparacion de la sonda de ARN con dig-UTP

A 10 pl de una reaccion de PCR que contenga la sonda con los promotores T3 y T7 afiadir 2 ul
de DIG ARN labeling mix 10X (Roche). La cual contiene: 10mM de cada nucleotido ATP, CTP,
y GTP; 6.5 mM UTP y 3.5 mM DIG-UTP.

Adicionar 4 pl de buffer de transcripcion 5X.

Agregar 2 ul de DTT 0.1 M y mezclar en el vortex.

Adicionar 2l de ARN polimerasa T3 y ARN polimerasa T7.

Mezclar los componentes y centrifugar el tubo por 10 segundos.

Incubar la reacciéon 2 hrs a 37° C.

Adicionar 1 ul de ADNsa libre de ARNsa e incubar a 37°C por 15 min.

Parar la reaccion con 2 pl de 0.2M EDTA pHS.

Precipitar el transcrito de ARN marcado adicionando: 2.5 pl de LiCl. 4 M y 75 ul de etanol
100% frio (-20° C) y mezclar muy bien. Dejar precipitando durante 30 min a -70° C.

Centrifugar 15 min a 4° C y decantar el sobrenadante.

Lavar el pellet con 50 pl de etanol al 70% frio y centrifugar el tubo 5 min a 4° C, decantar el
sobrenadante.

Dejar secar el pellet por 5 min al aire y disolver el pellet en 100 pl de agua para ARN (DEPC).
Correr en un gel de agarosa 1 pl de la muestra para verificar su integridad.

Hidrolizar el transcrito adicionando dos volumenes de buffer de carbonato (60mM Na,COs, 40
mM NaHCO; pH 10.2) e incubar durante 40 min a 60° C.

Adicionar un volumen de buffer de neutralizacion (NaOAc 3 M, 1% (v/v) acido acético pH 6)
para parar la hidrolisis.

Adicionar 3 volumenes de etanol frio (-70° C) para precipitar el ARN, mezclar bien e incubar a -
70° C por 30 min.

Centrifugar 15 min a 4° C y decantar el sobrenadante.

Lavar el pellet con 100ul de Etanol al 70% frio y centrifugar el tubo 5 min a 4° C, decantar el
sobrenadante.

Dejar secar el pellet por 5 min al aire libre y disolver el pellet en 100 ul de agua tratada con
DEPC (dietil pirocarbonato).

Correr una alicuota del transcrito (1 pl) en un gel de agarosa. El transcrito puede verse como una
mancha de alrededor de 200 pb o0 menos.
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Fijacion de la muestra

Los tejidos a estudiar se fijaron y posteriormente se hibridaron con la sonda

marcada. Para ello se eligieron raices de frijol de 3 dias. La fijacion de los tejidos se

realiz6 de acuerdo al protocolo que se adjunta:

Fijacion de la muestra

Fijar muestras de plantas en BF (PBS 1X, 0.1% Tween, 0.08 M EGTA, 15% DMSO, 5%
Formaldehido):Heptano (1:1) por 30 min
Lavar las muestras con metanol 2 veces por 5 min.

Lavar las muestras con etanol absoluto 3 veces por 5 min. En este paso la muestra puede dejarse
en etanol al 70% por varios dias a -20° C hasta que se realice la hibridacion.

Hibridacion

Una vez marcada la sonda y fijados los tejidos, se procedio a la hibridacion y

después de ello el tratamiento de post hibridacion, para posteriormente realizar el

bloqueo y deteccion de la sefial. Para dicho propdsito se realizd la siguiente

metodologia:

Tratamiento de pre-hibridacion e hibridacion

Si se detuvo en el paso anterior, lavar 2 veces con etanol durante 5 min.

Lavar las muestras con etanol: xileno (1:1) durante 30 min.

Lavar las muestras con etanol 2 veces durante 5 min.

Rehidratar con series de Etanol/PBS 1X al 75%, 50% y 25% por 10 min cada uno.

Post-fijar en el BF durante 20 min.

Lavar con PBS 1X 2 veces por 10 min.

Tratar con proteinasa K (20pug/ml en PBS 1X) por 15min a 37° C (sin agitacion).

Parar la reaccion con glicina (2ug/ml en PBS 1X) durante 5 min.

Lavar en PBT 2 veces por 10 min.

Pasar las muestras a tubos eppendorf y prehibridar en el BH (50% formamida, 5X SSC, 0.1
mg/ml heparina, 0.1% Tween 20, 0.1-1mg/ml ADN esperma de salmén (desnaturalizado a 85° C
durante 5 min) durante una hora a 45° C en un termomixer con agitacion moderada.

Hibridar en el BH con 20-100 ng/ml de la sonda (desnaturalizada por 5 min a 85° C) durante 16
hrs a 45° C.

Lavado post-hibridacion

Lavar a 50° C con Buffer de lavado I (50% Formamida, SSC 2X, Tween 20 0.1%) por 10, 60 y
20 min.

Lavar a 50° C con Buffer de lavado II (SSC 2X, Tween 20 0.1%) por 20 min.

Lavar a 50° C con Buffer de lavado IIT (SSC 0.2X, Tween 20 0.1%) por 20 min.

Lavar a temperatura ambiente con PBT (PBS 1X, Tween 20 .1%) 3 veces por 10 min.

Bloqueo y deteccion de la sefial

Bloquear en el BB (PBS 1X, Tween 20 0.1%, BSA 1%) por 90 min.
Incubar con el anticuerpo anti-DIG acoplado a fosfatasa alcalina (anticuerpo preabsorbido) en
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una dilucion 1:2000 (Tubo 8 Roche 1 pl en 2 ml) en el BB por 4 hrs a temperatura ambiente, o
toda la noche a 4° C con agitacion moderada.

e Lavar 8 veces en PBT por 20 min cada uno.

e Incubar en BFA (Tris-HCI pH 9.5 0.1 M, NaCl 0.1 M, MgCl 50 mM, Tween 20 0.1%,
Levamisol 2 mM.

e Detectar con reactivos para fosfatasa alcalina en BFA suplementado con 2 mM de levamisol y
observar al microscopio.

e Parar la reaccion en cuanto se observen diferencias con PBT 2 veces y 1 h en agua para montar
en portaobjetos con glicerol al 50%.

El anticuerpo anti-digoxigenina, utilizado durante el ensayo debe ser preabsorbido,
para evitar el background generado por las fosfatasas alcalinas enddgenas de la planta.

Para ello se llevo a cabo la siguiente metodologia:

Reabsorcion del anticuerpo antidigoxigenina

Macerar raices bajo nitrégeno liquido.

Agregar acetona al 90%. Dar un vortex vigurosamente

Almacenar toda la noche a 4° C.

Centrifugar a 9000 xg durante 20 min.

Dejar que se evaporen los residuos de acetona.

Agregar 30 mg del tejido macerado en un tubo eppendorf con 400 pl de PBT + BSA 2%
Adicionar 20 pl de anti-digoxigenin Fab-alkaline phosphatase a la mezcla.

Incubar por 1-24 hrs en oscuridad.

Centrifugar 5 min a 13000 xg. Retirar el sobrenadante y transferirlo a otro tubo, ya que éste
contiene el anticuerpo preabsorbido (almacenar a 4° C).
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RESULTADOS

o Analisis in silico del transcrito Pvripl

e Numero de copias de Pvripl en el
genoma de frijol

¢ Acumulacion del transcrito Pvripl en
respuesta a diferentes tratamientos

e Localizacion del transcrito Pvripl en
las raices de frijol
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V. RESULTADOS

Analisis de la Secuencia del cADN denominado Pvripl

El cADN de Pvripl, aislado por nuestro grupo de trabajo, resulté ser una clona
parcial de 800 pares de bases, que carecia de la region 5°, la cual incluye el péptido
sefal descrito en la peroxidasa reportada en M. truncatula (Peng et al., 1996). Mediante
la basqueda in silico en un banco de EST’s de raices de frijol (previamente no
disponibles), reportado por Ramirez et al (2005), se pudo obtener la secuencia
correspondiente al probable péptido seial, el fragmento faltante hasta el codon de paro,
asi como la region 5 y 3 no traducida (Figura 5A). Los EST’s que forman el contig
TC369, corresponden a librerias de nddulo (1 y 3), librerias de raices crecidas en bajo
fosfato (2 y 6) y librerias de vaina (4 y 5) (Figura 5B). La secuencia de nucleotidos
completa de frijol, se aline6 mediante un BLAST utilizando el NCBI/BLAST, dando
como resultado identidad con peroxidasas de distintas plantas. El mayor porcentaje de
identidad obtenido (79%) fue con la peroxidasa de M. truncatula ripl, que es la que se
uso6 como sonda para aislar el cDNA de frijol (Figura 6).

A

GTTATGAAACACATAATAATTCTTTGAAGTAGATCTACAGAAAGAAGAAAAAACGAAGTTTIGTTTTGTATTATAAAGATGTATCACTG
AAAACTCATCATTATATAAAAGTTGGAGGTGATGGCCGTCTACTGTATTTGAATCACTGGTTTTGATGTTGAAGATAAGCTATGGCTT
CTTCCTCCTTTTCTATTTGATGTTGCAGTGGTTATAGTAAACTTATATATTTTGGTCAAAGGTAGCAGACACAAAAAGGTGGTTATAT
TATATATGTATAATATTGAAGAAAAATAGAATAATGTTGTGAAGAATAACATTTATTAAAGTAATGAAAAATGAGACAACATGGCTTG
TGGTTAGCATGTTCCTTCTTTCTATATAAGTGGTTTGTTTTGGTAGCAAAGTTATGAGTCATAGCTTAAACATGGGTTCTCATGATGA
TGGTGTCCAATCATTGGCTGTGTTTIGTGGTAATTGGCATGGTGATCACATTAATGATCCCTGCCAATGCAAACCTCTCTTCCCATTTC
TATGATAAAGTTTGTCCTGAGGCATTACCTGTCATAAGAACAGTGGTTCAACGAGCAATTAACCGTGAACCACGCATTGGAGCTTCTC
TTCTGCGTTTGCATTTCCATGACTGCTTCGTCAATGGGTGTGATGGATCAATTTTGCTAGATGACACTAAAAACTTCATTGGTGAGAA
GACAGCTTTTGCAAATAATAATTCAGCAAGAGGGTTTTCTGTGGTTGATGAAATCAAAGCAGCAGTGGACAAGGCCTGCAAACGCCCA
GTGGTGTCATGTGCAGATATCTTAGCCATAGCAGCTCGTGATTCCGTAGCCATTTATGGGGGTAAACACTTTTGGTACCAAGTGTTAT
TGGGCAGAAGAGATGCAAGGACTGCAAGCAGAAGTGCTGCAAATTCCAATCTTCCTCCACCAACCTTCAGCTTICTCTCAGCTTGTTTIC
CAACTTCCAATCTCACGGATTGAATGTGAAGGACCTTGTGGCCCTCTCTGGAGGTCACACCATTGGCTTTGCAAGGTGTACTACCTTT
AGAAGCAGAATCTACAATGAATCCAACATTGACCCCAGGTTTGCAGCATCTTTGAGGAATACATGTCCTCGAAGTGGTGGAGACAACA
ACTTACAAAAATTGGATCCTACTCCTGCAAGAGTTGACACCAAATACTTTACAGATTTGGTGCACAAAAAGGGTCTCCTCCATTCGGA
TCAAGAACTCTTCAAGGGACAAGGCAGAGAAAGTGACAAGCTGGTGCAGCTATACAGTAAAAACACTTTAGCTTTTGCTAGAGATTTIC
AAAGCCTCAATGATTAAAATGGGTAACTTGAAGCCTCTTACTGGGAGGCAGGGAGAGATCAGATGTCATTGCAGAAGGATCAATTAGA
ATCACAGATTACAAGCTCTGGATTATGCAATGGAAAGAATAAGAATCTTTATTTATTGCATCATATGCTTAGTCATGTCAATTTTAGA
CATGACTGTIGTATTGTTCAAGAAAAATGTTGCGTGCTGTATGTGTTGTTTTAAGCAACTTCAAATCATGAATAGTTGAACTCAAATGG
TAAAAAAAAA

B

1 TC369: 1594

Figura 5. A, secuencia de nucleotidos de Pvripl. ATG, coddn de inicio; TAG, coddon de término; Texto
subrayado, secuencia obtenida de un banco de EST's de frijol. B, En rojo, secuencia de la clona aislada
por nuestro grupo de trabajo alineada con el contig TC369. Los numeros de acceso al Genbank de los
EST’s son: 1, CV537239; 2, CV542316; 3, CV537859; 4, CV540353; 5, CV540567 y 6, CV541590.
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Esta secuencia nucleotidica también se aline6 utilizando el programa Blastn, con
secuencias que codifican diferentes peroxidasas reportadas en el banco de EST's de
frijol por Ramirez et al (2005), asi como también con 3 secuencias parciales que
codifican peroxidasas encontradas en un banco de cADNs de raices de frijol tratadas
con factores de nodulaciéon (1 a 72 hrs) que hemos construido en el laboratorio (datos

sin publicar). Las secuencias alineadas no mostraron identidad (datos sin mostrar).

Score = 653 hits (342), Expect = 0.0

Tdentities = 726/918 (79%), Gaps = 0/916 (0%)

Strand=Plus/Plus
Query 54 TCACATCATTAATCCCTAGCAACGCATTGCTCACTCCTCATTTTTATGATAATGTTTGCC 143

FEEEEE L b rrrrer e e ettt rererrrr reeerl
Shjct 485 TCACATTAATGATCCCTGCCAATGCARACCTCTCTTCCCATTTCTATGATALAGTTTGTC 544

Query 144 CTCARGCATTACCALCCATARAGTCAGTTGTTCTCCATGCAATTCTTAGGGARALACGCA 203

LEb rrrernnt (NN FEre e 1 reernt e e
Shjct 545 CTGAGGCATTACCTGTCATAAGAACAGTGG TTCAMC GAGCAATTAACCGTGAACCACGCA 604

Query 204 TTGGAGCATC TCTTCTACGCTTGCATTTTCATGACTGC TTCGTTAATGGTTGTGATGGAT 263

PECEEEE BErerrer v rerre b eee e e trre rerrrerrnd
shjct 605  TTGGAGCTTCTCTTCTGCGTTTGCATTTCCATGACTGCTTCGTCAATGGGTGTGATGGAT 664

Query 264 CAGTCCTGCTAGATGATACCCCARATTTCACTGGGGAGAAGACAGC TCTTCCAALTATTA 323

LEr rrerrrrrnr i PEETErr rer rerrrrrrrrrr ee rerrer
Shjct 665 CAATTTTGC TAGATGACAC TAAAAACTTCATTGGTGAGAAGACAGC TTTTGCAAATAATLE 724

Query 324 ATTCAATCAGAGGATTTTCTGTGGTTGATGAAATCALAGCAGCTGTTGATAMAGTATGCA 363
(NN I T e e Y B I O O Y
Shjct 725 ATTCAGCALGAGGGTTTTCTGTGGTTGATGAALATCARAGCAGCAGTGGACALGGCCTGCL 7684

Query 3854 AAGGCCCTGTTGTATCTTGTGC TGATATTTTAGC CACAGCAGCTCGTGATTCTGTAGCCA 443

FErrrr te e re rrerr reerr rrrerrr rerer e e e e rerrrrd
Shjct 785 AACGCCCAGTGGTGTCATGTGC AGATATCTTAGCCATAGCAGCTCGTGATTCCGTAGCCA 544

Query 444 TATTGGGAGGTCCACAATTTTTCTACAATGTGTTATTGGGAAGAAGAGATGCAAGALCAG 503

(I O A o e A I e B N e B N e R R RN NN RN N
Shjct 545 TTTATGGGEGTARACAC TTTTGGTAC CARG TGTTATTGGGCAGAAGAGATGCAAGGACTG S04

Query 504 CARGCARAGC AGCTGCAALTGC AAATCTTCCATCTCCARCATTCAACTTCTCGCAGCTTA 563

[ARNRRE PEEEEEEEE et rerer reer i reernd
Shjct 905  CAAGCAGRAGTGCTGCAAATTCCRATCTTCCTCCACCAACCTTCAGCTTCTCTCAGCTTG 964

Query 564 TTTCCAATTTCARATCACAAGGTTTAAATGTALAAGACCTAGTAGCTC TTTCTGGTGGIC 625

I T e I I A I I O B O A
Shjct SES TTTCCAACTTCCAATC TCACGGAT TGAATGTGAAGGACCTTGTGGCCC TCTCTGGAGGTC 1024

Query 624 ACACTATAGGGTTTGC TAGGTGCACTACATTTAGALLCAGRATTTACAATGALACARACH 683

N e N e N e e e N R NN e |
Shict 1025 ACACCATTGGCTTTGCAAGGTGTACTACCTTTAGAAGCAGAATCTACAATGAATCCALCA 1084

Query 654 TTGATCC TATTTTTGCAGC ATC TT TAAGGRAAGACATGTCC TAGARATGGTGGAGACAACK 743

(RN e R R N R e RN RN RN
Shjer 1085 TTGACCCCAGGTTTGCAGCATCTTTGAGGRATACATGTCCTCGAAGTGGTGGAGACAACE 1144

Query 744 ATTTAACACCACTTGATTTCACTCCTACAAGAGTTGALAATACATATTATAGAGATTTGC 803

[ e e N R | [N N e e N R N AR
Shijct 1145 ACTTACAAAAATTGGATCCTACTCCTGCAAGAGTTGACACCAAATACTTTACAGATTTGS 1204

Query 304 TATACAAAAGAGGTGTCCTTCATTCTGATCAACAATTGTTTAAGGGACAAGGTAGTGAALL 263

[ N R e e e e e A AR RN AR
fhjce 1205 TGCACAAAAAGGGTCTCCTCCATTCGGATCAAGAACTCTTCAAGGGACAAGGCAGAGAAL 1264

Query 864 GTGACAAATTGGTGCAGC TATATAGTAAGRAAC ACTTTTGC TTTTGC TAGTGATTTTARGE 9235

FErrrer o rrrrrrrre et e rrrre e rrrrr e e rreen e
Shijct 1265 GTGACRAGCTGGTGCAGCTATACAGTAALRACACTTTAGC TTTTGCTAGAGATTTCAALG 1324

Query SI4 CTTCTTTGATC AAGATGGGGAACATCAAGCCTCTTACCGGGAGACAAGGCGAGATTCGAC 983

I e e e e AN |
Shjct 1325 CCTCAATGATTAAAATGGGTAACTTGAAGCCTCTTACTGGGAGGCAGGGAGAGATCAGAT 1364

Query 984  TCAATTGCAGRAGGGTCA 1001
FEEETErrrer vl
Shjer 1385 GTCATTGCAGRAGGATCA 1402

Figura 6. Alineamiento a nivel de nucledtidos entre las secuencias codificantes de Mtripl y Pvripl,
mediante el programa Blastn. El programa alinea de forma local sobre la region mas parecida entre ambas
secuencias.

La secuencia de nucleétidos de Pvrip! traducida a amino acidos, di6 como resultado un
producto proteico de 333 residuos (Figura 7), cifra similar a la reportada en la

peroxidasa de M. truncatula (325 residuos).
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MGSHDDGVQSLAVFVVIGMVITILMTI
LSSHFYDKVCPEALPVIRTVVQRATI
IGASLLRLHFHDCFVNGCDGSTIULTLD
I GEKTAFANNNSARGEFSVVDETIIZ KAA-A
KRPVVSCADILAIAARDS SVAIYGGHK
VLLGRRDARTASRSAANSNILPPPTF
VSNFQSHGLNVKDLVALSGGHTTIGTEF
FRSRIYNESNIDPRFAASLZRNTTC CPR
NLQKLDPTPARVDTIEKYFTDLVHIEKTIE KSGEG
QELFKGQGRESDEKLVQLYSKNTULATF
ASMIKMGNLEKPLTGRQGETIRTCHTCT RR R
Figura 7. Secuencia de amino acidos de Pvripl. M, metionina; Stop, codon de término.
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El analisis in silico de la secuencia de amino acidos utilizando el programa

Targetp 1.1, predice con alta probabilidad la presencia de un péptido sefial perteneciente

a la ruta secretoria (SP=0.912) con un posible sitio de corte entre el amino acido 29 y 30

(TPlen=29) (Figura 8). Por otra parte el analisis muestra una baja probabilidad de que se

trate de una proteina de cloroplasto (0.011), de mitoncondria (0.030) o de alguna otra

localizacién (0.169). La prediccion de la localizacion de PvRIP1, se realizo mediante el

programa TMHMM, el cual indica la presencia de una pequena region transmembranal,

la cual corresponde al probable péptido sefial, mientras que el resto de la proteina estaria

ubicada en la region apopléstica (Figura 9).

TargetP 1.1 Server - prediction results

CBS

Technical University of Denmark

##iff targetp v1.1 prediction results
Nurber of query sequences: 1
Cleavage site predictions included.
Using PLANT networks.

Name Len cTP mTP 3P other Loc RC TFlen
Pvripl 327 0.011 0.030 0.912 0.1689 S Z 9
cutoff 0.000 0.000 0.000 O.000

Figura 8. Prediccion de la localizacion subcelular de PvRIP1. Len, tamafio de la secuencia de amino
acidos; cTP, proteina de cloroplasto; mTP, proteina de mitocondria; SP, proteina de la ruta secretoria;
other, otra localizacion; Loc, localizacion; RC confiabilidad de la localizacién, donde 1 indica la

prediccion mas fuerte; TPlen, sitio de corte del péptido sefial.
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Figura 9. Prediccion de posibles regiones transmembranales en PVRIP1.

Por otra parte, el estudio bioinformatico de la secuencia de amino acidos, con la
ayuda del programa Clustal W (1.83) muestra que la secuencia de amino acidos aislada
de frijol, presenta todas las caracteristicas reportadas para las peroxidasas clase III de
plantas (1.11.1.7), como son: el dominio con los sitios de union al grupo hemo, el
dominio con los sitios de union a calcio, y los residuos de cisteina que forman puentes
disulfuro (Welinder, 1992). El alineamiento a nivel de amino acidos de PvRIP1 con
cuatro peroxidasas reportadas durante la explosion oxidativa en plantas de frijol
expuestas a un elicitor de origen fungico (Blee et al., 2001), muestra un porcentaje de
identidad de: 36% con FBP4, 43% con FBP1, 44% con FBP5 y de 50.6% con FBP3
(Figura 10). Sin embargo, el alineamiento con peroxidasas de leguminosas involucradas
en otros procesos simbidticos como los descritos en Sesbania rostrata (StPRX) (Den
Herder et al., 2006) y M. truncatula (MtRIP1), arrojaron un mayor porcentaje de
identidad, de 57.7% y 75.2% respectivamente (Figura 10). En la Figura 11 se muestra
la representacion grafica de los resultados del alineamiento realizado y mostrado en la
Figura 10, en la que se ponen en evidencia los porcentajes de identidad encontrados
entre las peroxidasas mencionadas. También, de acuerdo al programa NetNGlyc 1.0
Server, esta secuencia presenta 3 sitios potenciales de glicosilacion en los residuos 30,
100 y 217. El peso molecular calculado para esta peroxidasa es de 33.05 kD, con un
punto isoelectrico tedrico de 9.66, lo cual indica que ésta es una peroxidasa cationica

(ProtParam).
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Figura 10. Alineamiento multiple de secuencias deducidas de amino acidos de PvRIP1, FBP1, FBP3,
FBP4, FBP5, MtRIP1, SrPRX, utilizando Clustal W 1.83. Los porcentajes de identidad son: 43% con
FBP1, 50.6% con FBP3, 36% con FBP4, 44% con FBP5, 57.7% con SrPRX y 75.2% con MtRIP1.
Asteriscos (*) a. a. idénticos. Residuos de cisteina, en color verde. Sitios de union a calcio, azul. Sitios de
unidn al grupo hemo, rojo. Linea horizontal representa las regiones conservadas cataliticas del dominio de
unioén al grupo hemo distal (B), dominio de union al grupo hemo proximal (F), y dominios conservados
de funcion desconocida (D) (Welinder, 1992). Los numeros de acceso al Genbank de las secuencias de las
peroxidasas son: AF149277 (FBP1), AF149278 (FBP3), AF149279 (FBP4), AF149280 (FBPS5), AF149281
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Figura 11. Representacion grafica de la Figura 10.
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Determinacion del nimero de copias de Pvripl en el genoma de frijol

El ntimero de copias de Pvripl presentes en el genoma de frijol, se realizd
mediante un ensayo tipo Southern genomico. Para ello, digerimos ADN genomico de
hojas de frijol con diferentes enzimas de restriccion: EcoRI, BamHI, Hindlll y EcoRV.
Al hibridar la membrana con la sonda (producto de PCR de la clona de Pvripl) marcada
con 32P, encontramos una sola banda, utilizando tres de las enzimas arriba mencionadas
para la digestion del ADN genomico de frijol. Con EcoRV, se obtuvieron dos bandas en
la hibridacién, lo que sugiere que este gen tiene un sitio interno de EcoRV (Figura 12).
El andlisis bioinformético de la secuencia utilizada como sonda, mediante el programa
Web Cutter, confirmé que ésta presenta un sitio de restriccion para la enzima EcoRV en
la posicion 811 (de 1594 residuos de la secuencia), lo cual explicaria las dos bandas
observadas en el carril nimero 4. También mostr6 un sitio para la enzima BamHI en la
posicion 1159 (de 1594 residuos de la secuencia), el fragmento restante (435 residuos
de la secuencia) no se observa en el experimento realizado, debido probablemente a que

se salio del gel.

Localizacion del transcrito Pvripl en las raices de frijol

Posteriormente, se realizaron ensayos de hibridacion in situ utilizando la técnica
de “whole mount”, para localizar el transcrito Pvripl en las raices de frijol. Utilizamos
raices de 3 dias y las tratamos de acuerdo al protocolo que se menciona en Material y
Me¢étodos. Por otra parte el marcaje de la sonda se realizd, utilizando un producto de
PCR de Pvripl marcado con digoxigenina, el cual contenia los promotores T7 (sonda en
antisentido) y T3 (sonda en sentido, utilizado como control negativo). Los resultados
mostraron la ubicacion del transcrito de Pvripl en la zona de elongacion de las raices de

frijol (Figura 13).
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Figura 12. Ensayo tipo Southern genémico para determinar el nimero de copias de Pvripl presentes en
el genoma de frijol. E1 ADN gendémico de frijol fue digerido con EcoR1 (linea 1), BamH]1 (linea 2),
Hindlll (linea 3), EcoRV (linea 4). Las flechas indican las bandas que se observan de forma mas evidente.
MPM, es el marcador de peso molecular A Hindi. El producto de PCR de Pvripl fue marcado con **P y
utilizado como sonda.

A B
Figura 13. Localizacion del transcrito Pvripl en la raices de frijol. A) Hibridacion in situ (Whole Mount)
utilizando como sonda el producto de PCR en direccion sentido (T3 control negativo) marcada con
digoxigenina. B) Hibridacion de la raiz con sonda marcada con digoxigenina en direccion antisentido. Las
flechas indican la presencia del transcrito de Pvrip! en la zona de elongacion tanto la raiz principal como
en las raices laterales.

Acumulacion del transcrito Pyripl en raices de frijol en respuesta a diferentes

tratamientos

El andlisis de la acumulacion del transcrito del gen Pvripl, en las raices de frijol
en respuesta a diferentes tratamientos, se realizé mediante experimentos tipo Northern 'y
RT-PCR. Estos ensayos se realizaron en raices de plantas de frijol de 3 dias, crecidas en

medio Féhreaus. Los ARNs extraidos, fueron la mezcla de aproximadamente 5 plantas
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por cada tiempo. Estos ARNs fueron procesados de acuerdo a lo descrito en la
metodologia. En los ensayos tipo Northern se utilizd6 como sonda un producto de PCR
de la clona de Pvripl marcada con *’P, mientras que en los RT-PCR se utilizaron
“oligos” especificos situados en las regiones 5S'UTR y 3'UTR.

Como se puede observar en la Figura 14A, Pvripl presenta una expresion basal en
las raices de plantas sin tratamiento, la cual se mantuvo sin cambios notables a lo largo
de los tiempos estudiados. En las raices tratadas con factores Nod de R. etli, no
encontramos cambios evidentes en la acumulacion del transcrito durante los tiempos
establecidos. Sin embargo, se puede observar un ligero aumento en la acumulacion del
transcrito 3 hrs después del tratamiento con los factores Nod, retomando sus niveles
basales en el siguiente tiempo registrado. Es importante mencionar que el andlisis de la
acumulacion del transcrito (ensayos tipo Northern) en respuesta a los factores Nod, con
su respectivo control, se realizod cuatro veces, partiendo de distintas plantas, obteniendo
resultados similares. Como control positivo, se analiz6 la acumulacion del transcrito de
una nodulina temprana, la ENOD40, en las raices tratadas con los factores Nod y
analizados mediante RT-PCR. Ademas se incluyo el analisis de la acumulacion del

transcrito de Pvripl en el mismo experimento (Figura 15).

Oh 1h 3h 6h 1h 3h 6h
Pyripl B e e ’H‘"
Ribosomales

A B

Figura 14. Andlisis de la acumulacion del transcrito Pvrip/ mediante ensayos tipo Northern, sin
tratamiento (A) y en respuesta al tratamiento con factores Nod (B). El ARN total fue extraido de 5 raices
de frijol de 3 dias, y se usaron aproximadamente 18ug de ARN por carril. Los experimentos se hicieron
por cuadruplicado con resultados similares. Como sonda se utilizé un producto de PCR marcado con **P.
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Figural5. Analisis de la acumulacion del transcrito Pvrip/ mediante ensayos tipo Northern, en respuesta
al tratamiento con factores Nod mediante RT-PCR. Como control positivo se estudié la acumulacion de la
nodulina temprana ENOD40 y como control de carga el transcrito de aquaporina. El RT-PCR se realiz6 a
partir de 2png de ARN total extraido de 5 raices de frijol

Dado que se ha reportado la participacion de peroxidasas Clase III de plantas
durante el ataque por patdgenos y en respuestas a estrés (Blee ef al., 2001; Delannoy et
al., 2003; Burbridge et al., 2006; Luhova et al., 2006), se decidi6 también analizar la
respuesta en la acumulacion del transcrito Pvripl al tratamiento con un elicitor de tipo
fungico (lisado de pared celular de levadura donado por la Bidl. Patricia Rueda) y un
estrés de tipo mecdanico en las raices de frijol. Como se muestra en la Figura 16, se
puede observar un ligero incremento en la acumulacion del transcrito Pvripl 3 hrs
después del tratamiento de las raices de frijol con un elicitor de tipo fungico. Sin
embargo, al tratar las raices de frijol con un estés mecanico, la acumulacion de Pvripl
no se ve afectada (Figura 16). También se trataron las raices de frijol con un elicitor
ampliamente usado como es el quitosan, sin embargo tampoco se observaron cambios
en la acumulacion del transcrito Pvripl. Como control positivo se analizd la
acumulacion del transcrito de la chalcona sintasa, el cual se sabe que se induce en

respuesta a patdégenos (Figura 17).

CONTROL ELICITOR ESTRES
0Oh 15" 3h 15" 3h

Lj. ol O e

Figura 16. Analisis de la acumulacion del transcrito Pvrip! sin tratamiento (Control) y en respuesta al
tratamiento con un elicitor de tipo fingico y la aplicacién de estrés mecdnico. E1 ARN total fue extraido
de raices de frijol de 3 dias, con aproximadamente 20pug de ARN. Los datos son el resultado de un
experimento.
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Figura 17. Analisis de la acumulacion del transcrito Pvripl en respuesta al tratamiento con quitosan
(elicitor) mediante RT-PCR. Como control positivo se estudio la acumulacion del transcrito de la
chalcona sintasa y como control de carga el transcrito de aquaporina. El RT-PCR se realizo a partir de
2ug de ARN total extraido de 5 raices de frijol.
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VI. DISCUSION

En este trabajo, nos dimos a la tarea de aislar y estudiar la posible participacion de
una peroxidasa durante las etapas iniciales de la simbiosis P.vulgaris-R. etli. Se utilizd
como sonda un producto de PCR de la peroxidasa de M. truncatula (Mtrip1), para aislar
el probable ortélogo en un banco de cADNs de raices de frijol. Asi, se aisl6 un cADN
parcial, que incluye la secuencia que codifica la region central de la peroxidasa de frijol.
El cADN completo, asi como las regiones 5" y 3" no codificantes, se obtuvieron al
analizar los EST’s de frijol (previamente no disponibles) (Ramirez et al., 2005),
encontrando que este transcrito esta descrito dentro de los EST's reportados durante la
nodulacion. Al realizar un BLAST con la secuencia de nucledtidos de la peroxidasa
aislada en frijol, encontramos que el mayor porcentaje de identidad no se presenta con
otras peroxidasas reportadas en el genoma de frijol (Blee er al., 2001), tampoco con
otras secuencias de peroxidasas reportadas en el banco de EST’s de raices de frijol, sino
con el gen de la peroxidasa de M. truncatula, cuyo transcrito se ha demostrado que se
induce durante las primeras horas en la simbiosis de M. truncatula-S. meliloti (Cook et
al., 1995), lo cual hace suponer que el transcrito al que llamamos Pvrip! podria también
inducirse durante las primeras horas en la relacion simbidtica de frijol y R. et/i.

Al realizar la traduccion de la secuencia de nucledtidos a amino acidos del cADN
completo de Pvripl, encontramos un total de 327 residuos de amino acidos, nimero
similar a los 325 residuos encontrados en la peroxidasa de M. truncatula (Cook et al.,
1995) y en general con las peroxidasas clase III de plantas. El andlisis in silico de la
secuencia de amino acidos arroja un peso molecular de 33.05 kD, muestra 3 potenciales
sitios de glicosilacion en los residuos 30, 100 y 217 y un punto isoeléctrico de 9.66, lo
cual indica que ésta es una peroxidasa catidonica. Resultados similares han sido descritos
para otras peroxidasas de plantas, ya que se han reportado pesos moleculares entre de 30
y 40 kD, con varios sitios de glicosilacion y puntos isoeléctricos que pueden ser basicos,
neutros o acidos (Susumu et al., 2001). Ademas, esta peroxidasa de frijol presenta un
probable péptido senal que corresponde a la ruta secretoria, lo que ubicaria a la proteina
en la region apoplastica. Existen reportes sobre la ubicacion subcelular de algunas
peroxidasas clase III de plantas, utilizando anticuerpos policlonales (Dalton et al.,
1998), ensayos de inmunohistoquimica (Delannoy et al., 1998) y estudios de fusion con

la proteina verde fluorescente (GFP), en donde se ha encontrado que estas peroxidasas
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estan localizadas en el apoplasto de las células vegetales (Passardi ef al., 2006). La
peroxidasa de frijol PvRIP1, presenta ademas todas las caracteristicas de las peroxidasas
clase IIl de plantas, como son: el dominio de unién al grupo hemo, el dominio
conservado de funcién desconocida, los 8 residuos de cisteina que forman los 4 puentes
disulfuro y el dominio con los sitios de unién a calcio, el cual se ha demostrado que
sirve para estabilizar a estas enzimas (revisado en Valderrama et al., 2002).

Al realizar el alineamiento a nivel de amino 4cidos de PvRIP1 con cuatro
peroxidasas de frijol reportadas durante la explosion oxidativa ante el ataque de un
patogeno de origen fungico (Blee ef al., 2001), encontramos un bajo porcentaje de
identidad, no mayor al 50%, lo cual sugiere que PvRIP1 probablemente no esta
participando en la respuesta ante patdgenos. Sin embargo, PvRIP1 mostré un mayor
porcentaje de identidad con peroxidasas reportadas en la simbiosis de otras leguminosas
como son S. rostrata y, como ya se menciond anteriormente con M. truncatula, 1o cual
sugiere que podria estar participando en la simbiosis de frijol con R. etli. Esta identidad
es del 57.7% con SrPRX, mientras que con MtRIP1 es del 75.2%, siendo evidentemente
con esta ultima con la que mayor porcentaje de identidad presenta, lo cual sugiere que
podrian ser proteinas ortélogas. Sin embargo, se requiere evidencia experimental para
validar o no esta posibilidad. Por otra parte, los datos de porcentaje de identidad
refuerzan observaciones con respecto a las peroxidasas en general, donde se ha visto
que éstas pueden presentar un mayor porcentaje de identidad (cercano al 90%) con
peroxidasas de otras especies de plantas que otras peroxidasas presentes en el genoma
de la misma especie, lo cual indica que diversas plantas poseen peroxidasas en comun
que podrian participar en procesos especificos, como en el caso de las leguminosas, en

la simbiosis que establecen con los rhizobios (Susumu et al., 2001).

Los resultados del Southern genémico derivados del presente trabajo, sugieren que
unicamente hay una copia de Pvripl en el genoma de frijol, lo cual facilitara utilizar
estrategias de genomica funcional que puedan ayudar a determinar el papel de PvRIP1

en las raices de frijol.

En cuanto a la localizacion del transcrito Pvripl en las raices de frijol, como se
mostrd en los experimentos de “whole mount”, éste se pudo observar en la zona de
elongacion. Este resultado es congruente con otros datos reportados, ya que se ha

demostrado que en esta region de la raiz hay una alta concentracion de EOR (Ramu et
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al., 2002). Sin embargo, con los resultados obtenidos hasta ahora no podemos definir
qué papel estaria desempenando PvRIP1 en las raices de frijol, en cuanto a que esté
generando EOR o bien detoxificandolas. Su localizacion en la zona de elongacion de las
raices de frijol, nos indica que podria estar participando en el desarrollo y crecimiento
de células de la raiz, ya que se ha reportado la induccidén de estos genes en respuesta a
auxinas, en plantas de A. thaliana (Goda et al., 2004), aunque para validar esta hipdtesis
seria necesario estudiar la acumulacion del transcrito Pvripl en respuesta al tratamiento
con auxinas, asi como también aislar y analizar la regiéon promotora del gen Pvripl y
encontrar elementos de respuesta a auxinas. Ademds, se ha documentado la
participacion de las peroxidasas en la biosintesis de componentes de la pared celular, y
es en esta parte de la raiz donde se presenta una alta tasa de crecimiento y con ello,
sintesis de pared celular (Liszkay et al., 2003). La importancia de las peroxidasas en
estos procesos ha sido observada en dos ecotipos de A. thaliana, en donde el
silenciamiento de dos genes de peroxidasas (Atprx33 y Atprx34), asi como la mutacion
en uno de éstos, provoca una disminucion en el tamafio de las células de la raiz, asi
como también una reduccion en el tamano de la misma. Sin embargo, su sobreexpresion
provoca un incremento en el tamafio de las células de la raiz y en la longitud de este
organo, lo cual indica que estas peroxidasas podrian estar generando EOR para mediar

el crecimiento radical (Passardi et al., 2006).

Al estudiar la acumulacion del transcrito Pvrip/ en las raices de frijol,
encontramos que hay una acumulacion basal del transcrito en las raices sin tratar. En las
raices tratadas con los factores Nod, no se encontrdé un cambio evidente en la
acumulacion del transcrito en los distintos tiempos analizados, sin embargo se observa
un ligero incremento 3 hrs después, retomando su nivel basal en el siguiente tiempo
registrado. Este analisis de acumulacion del transcrito (ensayos tipo Northern) se realizd
cuatro veces con resultados similares y también fue corroborado mediante RT-PCR. Sin
embargo en las raices tratadas de manera similar, si se observo un incremento en la
acumulacion en el transcrito de ENOD40, que es una nodulina temprana que se ha
usado como marcador del proceso de nodulacion. La acumulacion basal de Pvripl en
las raices de frijol, es similar a la acumulacion basal encontrada de Mtrip! en las raices
de M. truncatula. No obstante, el incremento observado por Cook et a/ (1995) en las
raices de M. truncatula en respuesta al tratamiento con factores Nod de S. meliloti es

evidente y éste se mantuvo durante las horas estudiadas. En cuanto a la peroxidasa
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estudiada en la simbiosis S. rostrata-Azorhizobium caulinodans, Srprx (Den Herder et
al., 2007), el transcrito de ésta también muestra un incremento evidente en la
acumulacion, la cual se observa durante la primera hora después de la aplicacion de los
factores Nod y aumenta de forma gradual hasta 24 hrs después. Una induccion mayor
del transcrito Srprx fue observada 12 hrs después de la inoculacién bacteriana en medio
hidropdnico, mientras que en medio aeropdnico esta acumulacion se observa 3 dias
después.

Por otra parte, también se ha documentado la participacion de las peroxidasas
clase III de plantas durante algunos tipos de estrés, como son el estrés mecanico y
durante el ataque de patogenos (Delannoy et al., 2003, Blee et al., 2001, revisado en
Kawano 2003), por lo que nos dimos a la tarea de analizar la posible participacion de
Pvripl durante estos tipos de estreses. Al tratar las raices de tres dias de frijol con un
elicitor ampliamente usado en plantas como es el quitosan (oligomeros de quitina
provenientes de cangrejo), no encontramos incremento en la acumulacion del transcrito
Pvripl, sin embargo si se observo una induccién en el transcrito de la chalcona sintasa
(control positivo). Por otra parte, el tratamiento de las raices de frijol con un elicitor de
origen fingico, mostrd un incremento en la acumulacion del transcrito 3 hrs después.
Delannoy et al (2003), reportaron un incremento en la acumulacion del transcrito de dos
peroxidasas de algodén 2 hrs después y de otra peroxidasa 4 hrs después de haber sido
tratadas con X. campestris. También, en plantas de frijol tratadas con un elicitor de
origen fungico, Blee et a/ (2001) encontraron un incremento en la acumulacion del
transcrito de dos peroxidasas 1.5 hrs después, seguida por la acumulacion de los
transcritos de otras dos peroxidasas, 3 hrs después y finalmente de otra 4.5 hrs después
de ser tratadas. Estos resultados contrastan con los reportados en la simbiosis de S.
rostrata-A. caulinodans, ya que no observan incrementos en la acumulacion del
transcrito Srprx después del tratamiento con elicitores de patdgenos (Den Herder et al.,
2006).

Por otra parte, bajo un estrés de tipo mecanico, encontramos que no hay
incremento en la acumulacion del transcrito Pvripl. Den Herder et al., (2006) en la
simbiosis de S. rostrata-A. caulinodans tampoco encontraron un incremento en la
acumulacion del transcrito Srprx en respuesta al estrés mecanico, sin embargo los
tratamientos con elicitor y estrés mecanico fueron realizados en hojas de S. rostrata y
no en raices, que es donde se estudio su induccion en respuesta al tratamiento con los

factores de nodulacion.
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El aumento en la acumulacién del transcrito Pvripl en respuesta al tratamiento
con un elicitor de origen fungico y no asi en respuesta a los demas tratamientos, podria
deberse probablemente a elementos regulatorios de respuesta en la region promotora de
este gen, ya que diversos reportes seflalan que los genes de peroxidasas Clase III de
plantas, pueden presentar elementos en cis inducibles por H,O,, ABA, SA, MJ, IAA
(4cido indol-acético) y etileno (Susumu et al., 2001).

En el presente trabajo se aislé un cADN de frijol que codifica una peroxidasa. El
analisis bioinformatico de su secuencia demostré que ésta presenta todas las
caracteristicas reportadas para las peroxidasas Clase III de plantas, y predice que tiene
una localizacion en la region apoplastica. Mediante Southern gendmico encontramos
que existe una sola copia de Pvripl en el genoma de frijol, mientras que la ubicacion del
transcrito en las raices de frijol, se observd en la zona de elongacion. Finalmente al
estudiar la acumulacién del transcrito en respuesta a diferentes tratamientos,
encontramos una acumulacion basal del transcrito Pvripl en las raices de frijol y un
ligero incremento 3hrs después del tratamiento con los factores Nod. En respuesta al
tratamiento con un elicitor de origen fungico, observamos un incremento también ligero
3 hrs después, sin embargo no encontramos cambios en la acumulacion del transcrito en
respuesta a otro elicitor (quitosan) y tampoco con un estrés de tipo mecanico. El
incremento ligero observado en respuesta al tratamiento con los factores Nod, coincide
en tiempo con el aumento en la acumulacioén del transcrito en respuesta al tratamiento
con el elicitor de origen fungico, lo cual sugiere que el microsimbionte podria estar
siendo detectado como un patégeno, lo cual se ha propuesto que podria estar sucediendo
durante las primeras etapas de la interaccion entre los rhizobios y las leguminosas (Soto
et al.,20006).

Estos datos en conjunto, indican que a diferencia de lo reportado en M. truncatula y S.
rostrata, el transcrito Pvripl no se acumula de manera evidente en respuesta al
tratamiento con los factores Nod especificos. Es por ello, que consideramos que el
silenciamiento o bien la sobre-expresion de este gen, seria una estrategia adecuada para

determinar su funcion en las raices de frijol.
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VII. CONCLUSIONES

El cADN aislado por nuestro grupo de trabajo presenta un alto porcentaje de
identidad con las peroxidasas de plantas Clase IIl y todas las caracteristicas
descritas para estas enzimas. El mayor porcentaje de identidad a nivel de a. a.
(75.2%) lo presenta con la peroxidasa MtRIP1, cuyo transcrito se induce en la
simbiosis M. truncatula-S. meliloti.

Mediante Southern gendémico se encontrd una sola copia del gen Pvripl en el
genoma de frijol.

El transcrito Pvripl se encuentra localizado en la zona de elongacion de las
raices de frijol, en cuya region se ha reportado una alta concentracion de EOR.
La acumulacion del transcrito Pvripl no muestra cambios evidentes en respuesta
al tratamiento con los factores Nod durante los tiempos registrados, asi como
tampoco al elicitor quitosan y a un estrés de tipo mecéanico. Sin embargo, tiene

un ligero incremento en respuesta a un elicitor de origen fingico.

VIII. PERSPECTIVAS

La recién descrita técnica de transformacion en raices de frijol, nos permitira

realizar diferentes ensayos como son:

Aislar y analizar la region promotora del gen Pvrip].

El silenciamiento de Pvripl, lo cual ayudaria a definir su funcidon durante las
etapas iniciales de la simbiosis entre R. etli y frijol.

Realizar la localizacion subcelular de la proteina en las células de la raiz de
frijol, mediante la fusion a la proteina GFP.

Detectar la generacion de EOR mediante el uso de algin fluor6foro en las
plantas transgénicas silenciadas en Pvripl, durante los tiempos estudiados y

tratar de correlacionar su produccion con la probable actividad de PvRIP1.
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