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I. RESUMEN

Se ha demostrado que en plantas, las bases de cadena larga (BCL) participan en
funciones celulares de defensa contra patdgenos, favoreciendo la muerte celular
programada (MCP) en las células de la regién de entrada del patdgeno, para asi evitar su
proliferacién. En este trabajo se investigd si la acumulaciéon de BCL pudiera contribuir a la
defensa de la planta contra patégenos basada en un mecanismo de inmunidad mediado

por el reconocimiento gen por gen.

Con este fin, se evalud el crecimiento bacteriano de Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 avrRPM1 (Pst avirulenta) y Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 virulenta
(Pst virulenta) en plantulas de Arabidopsis thaliana genotipos silvestre y mutantes,
Atlcb2a-1 y Atmpk6. Las lineas mutantes presentaron alterados a los genes LCB2A y
MPK6, respectivamente. El primero codifica a la subunidad LCB2A de la serina
palmitoiltransferasa (SPT), primera enzima de la via de sintesis de novo de
esfingolipidos. El segundo gen codifica a la proteina MPK6, una MAP cinasa involucrada
en vias de transduccion de senales por ataque de patdégenos y en la via de la MCP
inducida por BCL. Con objeto de elevar los niveles endégenos de BCL, el material
bioldgico se expuso previamente a la toxina fumonisina B1 (FB1) durante 4 6 12 h, para
posteriormente evaluar los cambios fenotipicos y el crecimiento bacteriano desde las 24

hasta las 72 o0 120 h pos infeccion (hpi).

El analisis fenotipico de las plantulas de la linea silvestre tratadas con FB1 indicé la
presencia de sefales de muerte celular a las 72 h, mismas que se observaron también a
las 72 h tras la exposicion a las cepas bacterianas Pst vir y Pst avir. La adicidn de ambos
agentes promovié mayores indicios de muerte en las plantulas a las 72 hpi. En cuanto a
la linea Atlcb2a-1, se observd una resistencia de la plantula a la toxina al no inducir ésta
dafios aun a las 120 hpi. En el caso de la Pst avirulenta este efecto se mostré a las 72
hpi, y para la Pst virulenta este efecto se manifesté a las 120 hpi. La adicion de ambos
agentes ocasiond rasgos mayores de muerte en las plantulas a 72 hpi. En la linea
Atmpk6 se observd un nulo efecto de la FB1 en la plantula. En el caso de la exposicién
independiente a los patdgenos, avirulento y virulento, la muerte de la plantula se
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observd a las 120 hpi. La adicion de FB1 y del patdgeno, produjo indices de muerte
celular mas evidentes a las 120 hpi para la Pst avirulenta y a las 72 hpi para la Pst

virulenta.

Con respecto al crecimiento bacteriano, se observé un menor crecimiento del patégeno
in planta cuando a) se utilizd una concentraciéon de patégeno de 1x10’ UFC/mL, b) la
cepa bacteriana fue la Pst DC3000 avrRPM1, c) las lineas de Arabidopsis fueron la
silvestre y la Atlcb2a-1. La disminucién en el crecimiento bacteriano obtenido en las tres
condiciones anteriores fue acentuada por la exposicion previa a la FB1 10 yM, por 4 o0 12
h sugiriendo que el aumento de BCL a estos tiempos es suficiente para activar las vias de
defensa para contender la infeccion en las plantulas. En el caso de la linea Atmpk6, el
crecimiento bacteriano fue mayor con la cepa virulenta que en la avirulenta y no se
encontraron diferencias en la proliferacién bacteriana cuando hubo un pre-tratamiento
con la FB1 por 4 6 12 h con respecto a los controles. Estos resultados indican que al
inducir el aumento de las BCL mediante el uso de la FB1, éstas son capaces de activar la
via de transduccidon de sefales de ataque de patdgenos, en particular Pst DC3000
avrRPM1, y de MCP, siempre y cuando la proteina MPK6 se encuentre presente en el

sistema vegetal.

14



II. INTRODUCCION

1. MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS CONTRA
PATOGENOS.

Las plantas evolutivamente han desarrollado una amplia variedad de mecanismos de
defensa para poder contrarrestar el ataque de virus, bacterias, protozoarios hongos,
nematodos o insectos [Najera et al., 2001], por lo que el éxito de que se presente un
mecanismo de defensa por parte de la planta es evitando una susceptibilidad de ésta al
agente abiodtico o bidtico.

Los sintomas de enfermedad en la planta son causados por factores no infecciosos
(abidticos) como temperatura, humedad, contaminantes, luz, etc. que se encuentren por
debajo o por encima de los niveles de tolerancia que la planta presenta o por
microorganismos patdgenos (bidticos) que causan enfermedad al interrumpir el
metabolismo de la célula a través de enzimas, toxinas, reguladores de crecimiento y
otras sustancias secretadas por estos agentes.

Las plantas combaten a los patdgenos con caracteristicas estructurales que actuan
como barreras fisicas que dificultan la entrada del agente extrafio y evitan asi su
expansién en el interior de la planta, o bien, a través de reacciones bioquimicas en las
células vegetales que producen sustancias que pueden ser toxicas para el patdgeno, e
incluso crear un microambiente adverso para el crecimiento del microorganismo invasor.
Segun el tipo de célula o tejido infectado, sera una determinada funcién fisioldgica de la
planta la que se vea alterada. No obstante, el proceso de infeccidn puede ocurrir en

todas las especies de plantas [Agrios, 1997].

1.1Mecanismos de defensa relacionados a la infeccion por patogenos.
1.1.1 Defensa constitutiva

Los mecanismos de defensa de una planta pueden ser no especificos o especificos;
los primeros se manifiestan en una respuesta de la planta ante el patégeno, es decir, una
respuesta de no enfermedad para la planta. Esta respuesta se presenta en todas las

especies vegetales de forma natural y se llama también inmunidad innata o constitutiva.

15



El caso de un tipo de defensa especifica requiere una interaccion mas compleja que
involucra genes especificos tanto de la planta como del patégeno, por lo que la presencia
0 ausencia de este tipo de defensa dependera de los genotipos de las especies que estén
interactuando mutuamente [Bonas y Lahaye, 2002].

Ante un ataque por algun patdgeno, los mecanismos de defensa innatos son los
primeros que actuaran para una proteccion de la especie vegetal, puesto que éstos
consisten en barreras fisicas estructurales y moléculas quimicas existentes de forma
practicamente permanente en la planta. Si bien las plantas no generan respuestas como
la produccion de anticuerpos en caso de una infeccion, pueden excluir o eliminar partes
de un tejido afectado por patdégenos, mediante mecanismos de defensa constitutivos
para detener de inmediato y de forma efectiva la propagacion de la infeccidon. Algunas
sustancias de proteccién con las cuales cuenta la planta de forma natural son
compuestos fendlicos, terpenoides, triterpenos; ademas de varias proteinas que actuan
como inhibidores de proteinasas y enzimas hidroliticas del patdgeno involucradas en la
degradacion de la pared celular de la planta hospedera. También estan las lectinas,
proteinas que se unen especificamente a ciertos azlcares que se encuentran en gran
concentracién en muchos tipos de semillas, causando lisis e inhibiendo el crecimiento de
muchos tipos de hongos [Agrios, 1997].

Las plantas pueden desplegar un modelo de reconocimiento de patdgenos a través de
receptores con el objeto de identificar a los agentes extrafios y asi iniciar una respuesta
basal de inmunidad; ya que cuando un patdgeno ataca una planta, la primera linea de
defensa es la que se desencadena por el reconocimiento de moléculas del invasor y que
pueden ser proteinas, oligosacaridos o lipidos, los cuales se denominan enddgenos si
éstos son producidos por la planta misma o exdgenos si son excretados por el organismo
invasor [Hammond-Kosack y Jones, 1996]. A las moléculas producidas por los agentes
invasores se les denomina de forma genérica patrones moleculares asociados a microbios
(MAMPs) o bien patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs); entre estas
moléculas se han identificado algunas como la flagelina, la cual es una proteina presente
en los flagelos bacterianos; el factor de elongacién Tu, la quitina y el ergosterol, que son
componentes de la pared celular de hongos, asi como lipopolisacaridos presentes en las
paredes celulares de las bacterias Gram-negativas [Wit, 2007]. Estas moléculas son

reconocidas mediante distintos receptores presentes en la superficie de la célula vegetal
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gue poseen diferentes dominios localizados en distintas partes de la célula: un dominio
extracelular de uniéon al ligando, un dominio transmembranal y un dominio intracelular
denominado receptor-cinasa [Bittel y Robatzek, 2007].

La inmunidad mediada por estas moléculas que son MAMPs produce una defensa
denominada PTI (Inmunidad Desencadenada por PAMPs, IDP) [Nicase et al., 2009; Peer
et al., 2010], pero la resistencia resultante no es especifica para la especie del patégeno
que infecta, ya que independientemente de la naturaleza quimica del agente, los
mecanismos de defensa desencadenados por éste son muy similares para todos los
agentes quimicos del patégeno. Ademas, aunque el reconocimiento del MAMP o PAMP por
el receptor respectivo de la planta es muy especifico, los MAMPS o PAMPS estan muy
conservados en una gran variedad de especies, lo que los hace inespecificos en el patrén

de inmunidad que desatan.

1.1.2 Defensa no hospedera.

En la interaccién de las plantas con bacterias fitopatdgenas ocurren complejos
procesos de senalizacion, tanto en la planta como en el microorganismo, que determinan
gue una infeccidn sea exitosa o por el contrario contrarrestada por las defensas de la
planta hospedera. El éxito de una infeccién depende, en gran parte, de que el patégeno
sea capaz de inhibir o retardar la activacion de las respuestas defensivas de la planta. Se
sabe que los patdgenos cuentan con un rango limitado de especies de plantas a las
cuales pueden causar enfermedad. Sin embargo, con frecuencia plantas de un solo
género suelen ser organismos hospederos para un patégeno en particular; por lo que una
especie vegetal susceptible a una especie o subespecie de un patégeno se denomina
“hospedero” para ese microorganismo en particular. El resto de las plantas se conocen
como “plantas no hospederas” y los organismos que las atacan son “patdgenos no
hospederos”.

Por lo cual el fendmeno de resistencia no hospedera se manifiesta cuando el patégeno
en cuestion no es capaz de abatir las lineas de defensa innatas de la planta. En este

caso, la planta no presenta la enfermedad.
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1.1.3 Modelo de defensa gen por gen o ETI (inmunidad desencadenada

por efectores, IDE)

El modelo denominado gen por gen o ETI, postula que la resistencia de una planta a
un fitopatégeno ocurre cuando la planta posee un gen de resistencia llamado R y el
patégeno expresa un gen complementario de avirulencia llamado Avr. Es decir, la
infeccidn solo ocurre cuando la planta o el patdégeno (o ambos) carecen del alelo del gen
R o Avr respectivamente, por lo que se manifiesta entre una planta resistente y un
patégeno avirulento. Lo anterior da como resultado una interacciéon incompatible, es
decir, hay defensa de la planta contra el patégeno. Para ello, la planta reconoce al
patdgeno de manera muy especifica y echa a andar un programa de defensa contra el
patdgeno en cuestion [Hammond-Kosack y Jones, 1997]. En el caso de la defensa
mediada por una interaccidon gen por gen, los genes estan dirigidos reciprocamente, por
lo que los individuos participantes no sélo tienen que ser de cierta especie, sino de una
cepa de entre todas las que puede haber en una especie. En el caso contrario, cuando la
infeccidn progresa, la interaccién se denomina compatible y se dice que la planta
presenta susceptibilidad.

Muchos genes de resistencia poseen en su secuencia dominios involucrados en
sefalizacidn, como cierres de leucina (leucine zippers), Toll/Interleukinel/resistance o
dominios de proteinas cinasas. En consecuencia, se cree que las proteinas codificadas por
los genes R tienen dos tipos de funciones: reconocimiento de la sefial derivada del Avry
activacion de vias de sefializacion que desencadenan la respuesta defensiva contra el
patdgeno [Dood et al., 2006]. Por su parte, los productos de muchos genes Avr tienen
dos efectos contrapuestos. El primero es el de ser blanco directo o indirecto de los genes
de resistencia, despertando de esa manera la respuesta defensiva del hospedador. El
segundo, es el de interferir con las sefalizacién defensiva del hospedador [Abramovitch
et al., 2006]. Las bacterias fitopatégenas residen en el espacio intercelular del
hospedador, sin embargo muchos productos de los genes Avr conocidos ejercen su
efecto, tanto de estimular como de interferir con las respuestas defensivas del
hospedador, dentro de las células vegetales.

Muchas proteinas Avr y otros compuestos del patdgeno son introducidos a través de

sistemas de secrecion especializados que las transportan a través de las paredes y
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membranas celulares bacterianas primero, y del hospedador después [Alfano y Collmer,
2004].

1.2 Muerte celular programada

La muerte celular programada (MCP), se conoce como una secuencia de eventos que
conducen a la destruccién de las células de un organismo de una forma organizada y
controlada como parte del desarrollo normal o en respuesta a algun estimulo recibido
[Reape et al., 2008]. En el caso de organismos vegetales esta respuesta de defensa es
crucial para el desarrollo y la sobrevivencia del mismo [Greenberg, 1996] y la efectividad
de la MCP se debe a la activacion de eventos moleculares regulados de forma constante
en la célula; sin embargo a diferencia de los estudios realizados sobre apoptosis en
células animales, en la MCP que sucede en plantas la secuencia de eventos moleculares y
celulares todavia no estd totalmente establecida. Se han reconocido alteraciones
morfoldgicas y bioquimicas durante este proceso y que comprenden desarreglo del
citoesqueleto, condensacion de la cromatina, fragmentacién del DNA y generacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) [Gilchrist, 1998; Balk et al.,, 2003]. Al final de
proceso se presentan alteraciones tanto en el tonoplasto como en la membrana
plasmatica, lo que da como resultado un colapso celular y la liberacidn de enzimas
hidroliticas vacuolares, lo cual determina una parte importante en la degradacion de
todos los componentes celulares [Nooden, 2004]. Hay situaciones regulares en el ciclo de
vida de la planta que presentan la MCP, como la etapa de senescencia de las células
vegetales. Esta es considerada como un proceso de MCP que involucra vias de
sefializacidon coordinadas [Pennell et al., 1997]. Sin embargo, uno de los ejemplos mas
conocidos de la MCP expresada en plantas, es la que sucede en las respuestas de
defensa contra patdgenos y en la cual su propdsito es restringir el avance del patdégeno.
Esta respuesta se conoce como respuesta de hipersensibilidad (HR) [Reape et al., 2008].

Por lo tanto, las plantas poseen distintos mecanismos evasores para poder enfrentar
el ataque de cualquier agente extrano, si bien, dependiendo de los mecanismos inducidos

de inmunidad, sera el éxito de la defensa para eliminar al agente exdgeno.
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1.3 Respuesta de hipersensibilidad

Una de las formas de defensa mas efectivas es la respuesta de hipersensibilidad (HR),
la cual se define como una muerte programada limitada sélo a una poblacién de células
en y alrededor del sitio de entrada del patégeno y que se expresa como una lesion
necrética en el tejido vegetal unas horas después del ataque del patdégeno [Hammond-
Kosack y Jones, 1996]. Esto puede suceder gracias al reconocimiento especifico con base
en el modelo de la interaccidon gen por gen, aunque otros mecanismos de defensa en los
gue esta interaccidn no sucede, también presentan a la HR, como en el caso de la
defensa no-hospedera. Una vez que es realizado el reconocimiento de elementos del
patdgeno, se desencadena la activacién de una cascada de reacciones bioquimicas en las
células vegetales atacadas y en las células circundantes, llevando asi a la produccién de
compuestos relacionados con la defensa de la planta. Se sabe que durante la HR se
presenta una rapida y transitoria produccidn de grandes cantidades de Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO) como el ién superdxido (O,) y el perdoxido de hidrégeno
(H,0,) [Agrios, 1997; Greenberg, 1997].

La HR presenta caracteristicas de las formas de muerte celular que suceden en células
animales como podrian ser apoptosis y autofagia. Lo anterior indica que la muerte celular
programada es un proceso que se ha conservado a lo largo de la evolucién de las células
animales y vegetales [Mur et al., 2008] y ésto se observa cuando en la HR se llegan a
presentar caracteristicas propias de la apoptosis; es decir se incrementa la permeabilidad
de la membrana plasmatica (MP), se presenta un encogimiento de la célula, hay
degradacion controlada del DNA y hay condensacidon del citoplasma y nucleo [Morel y
Dangl, 1997].

2. MEMBRANA PLASMATICA
Los limites de las células estdn constituidos por membranas bioldgicas, que son
barreras que definen el interior y exterior de la célula y que de acuerdo a su estructura,
también ayudan a comunicar el interior y exterior de ésta, ya que poseen sistemas de
transporte que permiten tomar del exterior moléculas especificas y desechar compuestos
no deseados, lo que proporciona a las membranas bioldgicas la permeabilidad selectiva
indispensable para la supervivencia celular [Stryer et al., 2004].
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La MP es una bicapa lipidica muy resistente, que es flexible. La composicién quimica
de ésta es variada, pero tiene como componentes principales: proteinas, lipidos y

carbohidratos, en un orden decreciente en cuanto al porcentaje ocupado en la

membrana.
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Fig. 1. Modelo de la estructura de la membrana plasmatica

Algunos puntos importantes en este modelo son:

I. Las proteinas de membrana interaccionan especificamente con una pequeia
proporcién de lipidos membranales los cuales pueden ser esenciales para su
funcion.

II. Las proteinas de membrana pueden difundir lateralmente en la matriz
lipidica a menos que queden restringidas por interacciones especificas,
mientras que no pueden girar libremente de un lado al otro de Ia

membrana. [Stryer, 2003].
ITI. Los constituyentes lipidicos de la membrana se encuentran en forma de
bicapa debido a su polaridad anfipatica. La bicapa lipidica representa una

barrera de permeabilidad y a la vez es también un disolvente para las

proteinas integrales de membrana.
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2.1 Composicion proteinica.

La membrana posee en su interior un gran numero de proteinas especificas que
facilitan distintas funciones en la célula como son el transporte, la comunicacion y la
transduccion de energia. Las proteinas son polimeros de aminoacidos y veinte de ellos
son usados para la formacion de todas las proteinas existentes en las células tanto de
procariontes y eucariontes, variando el ordenamiento y niumero de estos aminoacidos en
las cadenas polipeptidicas. Se ha evidenciado la existencia de dos tipos de proteinas que
se encuentran asociadas a las membranas: i) proteinas periféricas y ii) proteinas

integrales o transmembranales.

Las primeras son aquellas que estan unidas a las membranas a través de interacciones
débiles, interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno, que en su conjunto forman
una red de asociaciones estables con la membrana [Stryer et al., 2004]. Por otra parte,
las proteinas integrales pueden estar constituidas por cadenas polipeptidicas aisladas o
por grandes complejos formados a su vez de subunidades, con componentes adicionales
no proteicos, como los son los grupos prostéticos. Y aunque algunas proteinas integrales
sblo tienen acceso a un lado de la MP, las proteinas transmembranales tienen la

capacidad de atravesar la MP por ambos lados [Raven et al., 1992].

2.2 Composicion de carbohidratos.

Los oligosacaridos se sitlan en la superficie externa de las células eucariotas, por lo
que contribuyen a la asimetria de la membrana. Alrededor del 5% del peso total de
lipidos membranales estd en forma de glucolipidos, sin embargo, a pesar de su
diversidad en la naturaleza, solamente algunos se encuentran en las glicoproteinas y los
glucolipidos de las membranas bioldgicas en general; entre los principales carbohidratos
gue estan unidos a lipidos estan la galactosa, manosa, glucosa, fructosa, glucosamina,

galactosamina y el acido sialico.

2.3 Composicion lipidica.

Los lipidos son biomoléculas insolubles en agua que presentan solubilidad elevada en
solventes organicos. Los lipidos de las membranas tienen una parte hidrofilica y una

parte hidrofdbica. Sin embargo, desde el punto de vista bioldgico, una de las propiedades
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mas importantes de los lipidos es su hidrofobicidad, misma que deben a la presencia de
acidos grasos, bases esfingoideas o anillos heterociclicos dependiendo del tipo de
biomolécula lipidica de la que se trate. Los principales lipidos de membranas plasmaticas
en plantas y en animales son esteroles, esfingolipidos y glicerolipidos.

Los esteroles son compuestos que contienen un nucleo de
ciclopentanoperhidrofenantreno y presentan un grupo hidroxilo en el C-3. La mayoria de
esteroles naturales poseen una cadena lateral de 8 a 10 atomos de carbono y un enlace
doble en el C-5.Los esteroles son sintetizados en el reticulo endoplasmico y distribuidos a
otros organelos por trafico vesicular y no vesicular [Max Fiel y Tabas, 2005]. La mayoria
de los esteroles se encuentran libres. De éstos, en el caso de plantas los esteroles de
mayor proporcion son el sitosterol, el campesterol y el estigmasterol [Bohn et al., 2001].

La composicion de los esteroles varia de un drgano a otro de la planta.
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Fig.2. Estructura de glicerolipidos y principales esteroles vegetales

El glucocerebrdsido es el principal esfingolipido en la membrana plasmatica de plantas.
La fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE) son los principales glicerolipidos en
membranas plasmaticas y animales [Palacios Bahena, 2008]. En membranas vegetales,
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el acido fosfatidico (PA) es el tercer glicerolipidos mas abundante seguido por la PC y PE
que se encuentran en mayor cantidad [Palacios Bahena, 2008].

Los principales acidos grasos de las membranas plasmaticas de las plantas y de la
mayoria de otros organismos, tienen una longitud de cadena de 16 a 18 atomos de
carbono, conteniendo de una a tres insaturaciones [Buchanan et al., 2000]. Los acidos
mas abundantes en las membranas vegetales son acido palmitico (16:0), acido oleico
(18:1), acido linoléico (18:2) y acido linolénico (18:3) [Burgos y Donaire, 1996]. Pero el
grado existente de insaturacién de los acidos grasos en la membrana plasmatica es

similar en las membranas plasmaticas de animales y plantas [Buchanan et al., 2000].

3. COMPUESTOS ESFINGOIDEOS COMO MODULADORES EN PLANTAS
3.1 Esfingolipidos
Los esfingolipidos son moléculas que contienen dos cadenas largas hidrofébicas que
integran la porcién de ceramida y una cabeza polar. Las dos cadenas hidrofdbicas que
forman la ceramida pertenecen a una BCL y un acido graso, unidos por un enlace amida
entre el grupo amino de la BCL y el grupo carboxilo del acido graso. El grupo hidroxilo
terminal de la BCL une un grupo polar que puede estar formado por uno o varios
residuos de carbohidratos y un grupo fosfato.
Son sintetizados en el reticulo endoplasmico (ER) y el aparato de Golgi. En el caso de
los mamiferos, los esfingolipidos principalmente presentes son la esfingomielina,
mientras que en tejidos vegetales, las glucosilceramidas son los esfingolipidos complejos

de mayor proporcidn en las células [Markham et al., 2006].
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Fig.3. Estructura basica de los esfingolipidos

Los esfingolipidos (Fig. 3) basan su complejidad y diversidad en las numerosas
posibilidades estructurales de cada uno de sus tres componentes grupo polar, BCL y
acido graso. Estas biomoléculas son derivadas de la esfingosina (4-esfingenina), y estan
constituidas por largas cadenas alquilicas que constan desde 14 hasta 22 atomos de
carbono, un grupo amino (*NHs) en el C-2 y dos grupos hidroxilo (OH) en C-1 y C-3. Las
BCL pueden llegar a presentar dobles enlaces en los carbonos en posicion 4 u 8. Las BCL
predominantes en los tejidos vegetales tienen una cadena hidrocarbonada de 18 atomos
de carbono con diferencias en el nimero y posicidon de hidroxilaciones, asi como en el
numero, posicién y configuracion estereoquimica de los dobles enlaces presentes en

estas moléculas (Fig. 4).
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Fig. 4. Estructuras de bases de cadena larga presentes en plantas [Sperling y

Heinz, 2003].

Entre las BCL presentes en mayor proporcion en plantas estan la esfinganina
(dihidroesfingosina), 4-hidroxiesfinganina (fitoesfingosina), (8E/Z)-4-hidroxi-8-
esfingeninas, (E/Z)-esfing-8-enina, (4E, 8E/Z)-esfinga-4,8-dienina [Lynch y Dunn,
2004]. Aunque otras BCL con diferentes numero de carbonos estan presentes, se

encuentran en menor proporcion [Sperling y Heinz, 2003].

3.2 Biosintesis de novo de esfingolipidos

La biosintesis de los esfingolipidos da inicio en el Reticulo Endoplasmico con la
condensacién de palmitoil-CoA con L-serina para llevar a cabo la produccion de 3-

cetoesfingosina, reaccién catalizada por la enzima serina palmitoiltransferasa (SPT),
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heterodimero formado por las subunidades LCB1 y LCB2. En un segundo paso en la via,
la 3-cetoesfingosina es reducida hasta la formacion de esfinganina, mediante la 3-
cetoesfinganina reductasa utilizando NADPH [Lynch y Dunn, 2004]. En una reaccion
subsecuente, la esfingosina puede ser fosforilada mediante la esfinganina cinasa para dar
lugar a la formacién de esfinganina-1-fosfato. Para la formacién de ceramida, el grupo
amino de la esfinganina es acilado mediante un enlace amida, catalizado por la enzima
esfinganina N-aciltransferasa o comUnmente llamada ceramida sintasa. Posteriormente,
a las ceramidas se le agregaran enzimaticamente diversos grupos polares para dar paso
a la formacion de los esfingolipidos complejos, como son glicosilceramida o Ia

glicosilinositolfosforilceramida [Sperling y Heinz, 2003].

Palmitoil-CoA + Serina

Serina palmitoil transferasa (SPT)
LCB1, LCB2

3-Cetoesfinganina

l 3-cetoesfinganina reductasa

Hidroxilasa de Esfi . Cinasa de
i i Stinganina i ina-1-
esfinganina g esfinganina Esfinganina-1-fosfato

4-Hidroxiesfinganina AC”'CON Esfinganina N-aciltransferasa

Glucosilceramida Ceramida Inositolfosforilceramida
sintasa sintasa

Glucosilceramida Inositolfosforilceramida
Glucosilceramida Inositolfosforilceramida
manosil transferasa glicosil transferasa
Glicosilceramida Glicosilinositolfosforilceramida
(GIPC)

Fig. 5. Biosintesis de novo de los esfingolipidos en plantas
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3.3 Fumonisina B1 como inhibidor de la biosintesis de novo de
esfingolipidos

La fumonisina B1 (FB1) es una micotoxina producida por Fusarium verticillioides,

hongo que contamina frecuentemente diferentes granos de cultivos, entre ellos el maiz;

esta toxina es la mas potente y predominante de su grupo [Desai et al., 2002]. La FB1 es

un aminopentol con dos &cidos tricarbalilicos unidos mediante un enlace éster a la

cadena hidrocarbonada.

HyC
COOH O CH, OH OH

0
0 CH, OH
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Fig.6.Estructura quimica de la Fumonisina B1 (FB1)

Esta molécula es un potente inhibidor competitivo de la ceramida sintasa, enzima que
cataliza la acilacién de esfinganina en la biosintesis de novo de los esfingolipidos (Fig. 4).
Por lo tanto, la inhibicidn de esta enzima tiene como consecuencia una disminucidn en la
sintesis de esfingolipidos complejos y de ceramida, produciéndose concomitantemente
una acumulacion de BCL [Merrill et al., 1996]. Se sabe que esta inhibicidon es producida
por las similitudes estructurales que presentan las BCL y la micotoxina, puesto que el
aminopentol compite con el sustrato, es decir las BCL, por el sitio catalitico de la
esfinganina N-acil transferasa o ceramida sintasa; al mismo tiempo, los acidos
tricarbalilicos interfieren con el enlace del acido graso-acil CoA [Desai et al., 2002].

En Arabidopsis thaliana, la muerte celular inducida por FB1 tiene caracteristicas en
comun con la respuesta de defensa tipo HR, incluyendo la presencia localizada de
lesiones, produccién de ERO, de fitoalexinas y la expresién de genes de defensa que

dependen de la sefializacidén por el acido salicilico, el etileno y el acido jasmanico.
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3.4 Funciones generales de los esfingolipidos

Las funciones de los esfingolipidos estan bien estudiadas en células animales y en
levaduras. Entre las funciones que mas destacan son la formacion de la estructura
membranal, la unidn a sitios especificos de microorganismos, toxinas o virus, y la
modulacién de la actividad de receptores membranales [Lynch y Dunn, 2004]. Ademas
de ser moléculas importantes en la organizacion de las membranas de células tanto
eucariotas como de células vegetales, los esfingolipidos juegan un papel muy importante
en distintos procesos celulares, especificamente en células vegetales, como
diferenciacion, crecimiento, muerte celular programada (MCP) y defensa contra
patégenos [Sperling y Heinz, 2003].

3.5 Funciones de los esfingolipidos en plantas

La informacién sobre las funciones de los esfingolipidos en plantas aun no se ha
dilucidado del todo, en oposicion a lo avanzado de su conocimiento en células animales,
pero se ha establecido que éstos son importantes mediadores celulares, al igual que en
animales y hongos [Kawaguchi et al., 2000].

A este respecto se ha encontrado que las BCL desempefian un papel en la
sefalizacidn en células vegetales mediando el cierre de estomas, que son poros en la
epidermis de las hojas y tallos que son importantes para la absorcion del CO, durante la
fotosintesis y para la reduccion de la pérdida de agua por transpiracién. Las células
regulan la apertura y cierre de los estomas respondiendo a diversas sefiales ambientales
y quimicas como son la intensidad de la luz, temperatura, estado del agua, niveles de
CO, y sefales hormonales [Chen et al., 2009]. Se ha demostrado que la esfingosina 1-
fosfato (S1P) promueve el cierre de estomas al inducir un incremento en la concentracion
citosdlica de Ca?*, ademas se sabe que los efectos de la S1P en la célula son reversibles
y la presencia del doble enlace A4 es esencial, ya que la S1P no afecta la apertura de
estomas. Sin embargo, estos experimentos también demostraron que la disminuciéon de
los niveles enddgenos de S1P mediante el uso de un inhibidor competitivo de la
esfingosina cinasa en animales, como es la DL-treodihidroesfingosina (DHS) atenuan el

cierre de los estomas inducidos por acido abscisico (ABA) [Ng et al., 2001].
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3.6 Relacion de las BCL con mecanismos de senalizacion en la defensa
contra patégenos

Las respuestas tempranas detectadas en células de plantas infectadas por patégenos
se dan en la region del apoplasto, y en particular en la membrana plasmatica (MP). La
MP es el sitio en donde la interaccion elicitor-receptor inicia la via de transduccion de
senales que lleva a la resistencia de la planta hospedera. Los receptores de MP pueden
percibir y responder a diversos estimulos externos. En la mayoria de los casos, este
proceso se lleva a cabo mediante la unién de ligandos especificos a receptores
membranales [Callow y Gree, 1996]. Entre ellos las mas documentadas son la
interaccion de productos del patdgeno con receptores, la activacidon de canales idnicos vy
la produccion de perdxido de hidrogeno.

Mediante los resultados obtenidos en los Ultimos afos sobre la importancia de los
esfingolipidos, se ha podido establecer que éstos son moléculas sefalizadoras potenciales
en las vias de defensa de las plantas, ejemplo de ésto es que en mutantes de Arabidopsis
thaliana que presentan una acelerada muerte celular, el fenotipo de estas plantulas
proporcionan evidencias adicionales que unen el metabolismo de los esfingolipidos con
una respuesta tipo HR, ya que involucran proteinas del metabolismo o el transporte de
esfingolipidos [Brodersen et al., 2002].

La transduccion de senales estda formada por una serie de elementos como
receptores, cinasas, generaciéon de segundos mensajeros (como el Ca®* o productos de la
degradacion de lipidos complejos), asi como cambios en la fosforilacion de las proteinas
mediada por cinasas especificas. Se ha determinado que las cascadas de sefalizacién
estan involucradas en las respuestas de defensa a patdégenos a diferentes niveles, los
cuales estan determinados por el equilibrio entre la actividad de las proteinas cinasas y

proteinas fosfatasas [Sheel, 1998].

3.6.1Sistemas de transduccidn de sefiales con MAPK en plantas

Al igual que en la mayoria de los organismos animales, las plantas incurren en el
estado de enfermedad como excepcidén durante su ciclo de vida, pero en las interacciones
planta-patégeno, ambos organismos desarrollan diversos mecanismos de defensa y de

ataque, respectivamente y, dependiendo de la intensidad, temporalidad y mecanismos
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estratégicos, se establece la enfermedad o la resistencia en el sitio de infeccidn de la

planta hospedera y eventualmente, en toda la planta.

A lo largo de la evolucion, las plantas han desarrollado diversos mecanismos de
defensa que les permiten responder de forma rapida y eficaz a los cambios que se
presentan en su entorno. Si la induccién de estas respuestas es lo suficientemente
intensa y persistente temporalmente, la planta se adapta a las modificaciones de su
ambiente. Uno de los mecanismos que la planta emplea con frecuencia para activar la
defensa contra muchos tipos de estrés, es la activacion de cascadas de MAPK (proteinas
activadas por mitdgenos), las cual se caracteriza por responder a una gran variedad de
estimulos de tipo bidtico y abidtico, a hormonas y a procesos de divisiéon y desarrollo
celular [Ichimura et al., 2002].

3.6.1.1 Cascada de cinasas de proteinas activadas por mitogenos
(MAPK).

Las MAPK, son componentes frecuentes en la transduccion de senales de células
eucaridticas, cuya principal funcién es transducir los estimulos extracelulares reconocidos
por los receptores de la célula a una respuesta celular que involucra gran nimero de
moléculas blanco que en relevo, integran respuestas intracelulares altamente especificas
al estimulo inicial con la finalidad de permitir a la planta mayor grado de defensa
[Ichimura et al., 2002].

Las cascadas de MAP cinasas estan integradas por tres elementos consecutivos:
MAPKKK (cinasa de la cinasa de la MAPK), MAPKK (cinasa de la MAPK) y MAPK; éste es el
orden en el que los componentes se van activando consecutivamente mediante
reacciones de fosforilacion. Las MAPKKKs no se encuentran asociadas directamente con
el receptor membranal, necesitan activarse por componentes intermediarios cuya
actividad si puede depender de él. Estos elementos transductores pueden activarse por
cross-talking, ejemplo de ellos son la cinasa de proteina C (PKC) y las proteinas de union
a GTP (proteinas-G) monoméricas y/o heterotriméricas [Saucedo-Garcia., 2007].
Mientras que la fosforilacidon del sustrato puede efectuarse tanto en el citoplasma como
en el nucleo, pues muchos de sus blancos son factores o reguladores transcripcionales
[Zhang et al., 2001].
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Se ha reportado la activacién de algunos componentes de cascadas de MAP cinasas en
plantas estimuladas con algunos evocadores flngicos y bacterianos. Asimismo, se sabe
que la muerte celular que se presenta durante la HR inducida tanto por patdgenos
avirulentos como por evocadores puede ser bloqueada por la inhibicién de cinasas, lo que

sugiere la participacion de estas enzimas en el proceso [Liu et al., 2007].
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III. ANTECEDENTES INMEDIATOS

La caracterizacion de la mutante Atfbr11-1 de Arabidopsis thaliana suministro
evidencia directa de que la acumulaciéon de BCL media la muerte celular [Shi et al.,
2007]. Puesto que en esta mutante el gen de la subunidad LCB1 de la SPT estd
modificado con la insercién de un T-DNA, la Atfbr11-1 es incapaz de incrementar los
niveles de BCL después del tratamiento con FB1 y de iniciar la respuesta de muerte
celular [Shi et al., 2007]. Adicionalmente, se ha establecido que la FB1 produce una
acumulacién de BCL [Abbas et al., 1994] y que la FB1 induce a la MCP en la cual
participan vias de sefializacién como la del acido salicilico, el jasmonato y el etileno [Asai
et al., 2000].

Resultados obtenidos en el laboratorio sobre la medicién de BCL en plantulas de
Arabidopsis thaliana lineas silvestre y mutante (Aticb2a-1) después de haber sido
expuestas a FB1 10 pM, indicaron que los niveles mayores de BCL se alcanzaron a las 12
y 72 h post-infeccion, si bien a las 4 h la linea silvestre ya mostraba un aumento
significativo. En particular, las BCL que mas se elevaron fueron la esfinganina, la
fitoesfingosina y las formas fosforiladas respectivas.

Los antecedentes sugerian abordar la exploracion de la posibilidad de que la elevacién
en los niveles de BCL en las plantulas de Arabidopsis thaliana expuestas a la FB1
tuvieran un efecto en la inmunidad de las plantulas contra el ataque de patdgenos
[Gonzélez-Solis., 2009; Saucedo-Garcia., 2007].

Recientemente, se ha reportado que la MCP que es inducida por BCL es importante en
la defensa contra patdégenos no hospederos (Takahashi et al., 2009). Por ello,
adicionalmente era pertinente estudiar si la forma de muerte celular mediada por el
incremento de BCL estaba asociada a la forma de inmunidad que esta mediada por la
interaccidon gen por gen en plantas.

Explorando esas posibilidades, se pretende en este trabajo proporcionar una evidencia
mas a favor de que los esfingolipidos puedan estar mediando respuestas de defensa en

las plantas.
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IV. HIPOTESIS

La acumulacion de BCL altera la respuesta de inmunidad en la planta mediada por el

reconocimiento gen por gen.

V.OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si la acumulacion de BCL contribuye a limitar el crecimiento bacteriano de

dos cepas de Pseudomonas syringae contra las cuales Arabidopsis thaliana presenta una

respuesta de resistencia y de susceptibilidad independientemente.

Objetivos particulares

1)

2)

3)

4)

Establecer las condiciones experimentales de exposicidon de plantulas de Arabidopsis
thaliana al patégeno Pseudomonas syringae pv.tomato DC3000 avrRPM1 (cepa Pst
Avirulenta) y Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 Virulenta (cepa Pst
Virulenta).

Evaluar el crecimiento bacteriano en las plantulas de Arabidopsis thaliana linea
silvestre y mutante, en presencia y ausencia de FB1, para inducir los cambios en los
niveles de BCL.

Evaluar el crecimiento bacteriano en las plantulas de Arabidopsis thaliana de la linea
mutante Atmpk6, en presencia y ausencia de FB1, para interrumpir la via de
sefalizacion de la MCP por BCL.

Evaluar los fenotipos de las lineas de Arabidopsis expuestas a las condiciones

experimentales anteriores.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico

Plantulas de Arabidopsis thaliana, genotipo silvestre (ecotipo Col- 0) y dos genotipos
mutantes de la linea silvestre (Aticb2a-1 y Atmpk6), se usaron a una edad de tres
semanas. La linea Aticb2a-1, es una linea genéticamente modificada en el gen LCB2a el
cual ha sufrido una interrupcién por la insercion de un transposéon [Chen et al., 2006],
dejando un gen inactivo que no se transcribe, por lo que en esta linea vegetal, la
subunidad LCB2A de la serina palmitoiltransferasa (SPT) no se sintetiza. Sin embargo, en
esta linea, hay una forma de SPT aun activa, puesto que las funciones de la subunidad
LCB2A son suplidas por la subunidad LCB2B, cuyo gen permanece intacto en el genoma
de la planta [Chen et al., 2006]. La linea Atmpk6, presenta un silenciamiento del gene
mpk6 que codifica para la proteina MPK6, por lo cual esta linea no expresa esta proteina.
La MPK6 es una MAPK involucrada en vias de transduccion de sefales de ataque de
patdgenos y de MCP inducida por BCL, si bien es de esperarse que la producciéon de BCL

presente niveles normales en esta linea.

En la Tabla 1 se pueden observar las diferencias existentes entre las tres lineas de

Arabidopsis thaliana utilizadas.

Linea de cgs o x Caracteristicas fenotipicas
. . Clasificacion Gen alterado
Arabidopsis relevantes
Niveles normales de BCL libres
WT (Col-0) Silvestre Ninguno (bajos) y de_ esfingolipidos
complejos (altos)
Niveles normales de AtMPK6
Homociga de la linea de Nl\(/glae_s(;slgornazleéssfci:l: Elcl;l‘ié'g;es
Atlcb2a-1 | insercién de T-DNA Salk- LCB2A 10s)Y ngolip
061472 complejos
Niveles normales de AtMPK6
. , Niveles normales de BCL y de
Atmpk6 HomOC|§j§7d5eol7a_:l;geXa SALK MPK6 esfingolipidos complejos
) Niveles nulos de AtMPK6

Tabla 1. Lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este proyecto, denominacién y contenido de
esfingolipidos.
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Se utilizaron las cepas bacterianas de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst
DC3000 avrRPM1 y la Pst DC3000 virulenta) [Golapan y Frederick, 2008].

2. Cultivo de las plantulas de Arabidopsis thaliana

Para efectuar la germinacion de semillas de Arabidopsis thaliana, éstas se colocan en
un tubo Eppendorf en una cantidad suficiente, agregandoles 1 mL de NaHCIO, al 20%
(estéril) y 1 uL de Tween 20 (Cf 0.1%), agitando vigorosamente en un agitador eléctrico
durante 20 min. Después se centrifugan los tubos anteriores aproximadamente durante
10 seg en una minifuga. Una vez terminado este periodo, se retira el sobrenadante con
micropipeta (usando puntas estériles). Posteriormente, se agrega nuevamente 1 mL de
NaHCIO, al 20% (preparado con agua estéril) con una agitacién vigorosa en un agitador
eléctrico durante 10 min, y se centrifuga aproximadamente durante 10 seg para poder
retirar el sobrenadante de la mejor manera. Después, las semillas se enjuagan varias
veces (aproximadamente 9 veces), cada vez anadiendo 1 mL de agua estéril y agitando
suavemente durante 30 seg en el agitador eléctrico y eliminando el sobrenadante en
cada uno de los lavados, hasta eliminar completamente el NaHCIO, y el Tween. Después
del Ultimo lavado se agrega agua estéril a las semillas para que queden facilmente
manejables para su siembra posterior.

Una vez desinfectadas, las semillas se siembran sobre mallas de nylon (De 63 um de
apertura de poro, estériles) colocadas en la superficie del medio sdlido depositado en
cajas Petri desechables estériles (con diametro de 90 x 15 mm, No. Cat 7718, Proveedor
Cientifico). El medio sdlido es Gamborg B-5/Agar/Sacarosa (ver apéndice) preparado en
fresco, y que debe haber sido esterilizado. Se vierten de 25 a 30 mL de medio
aproximadamente en cada una de las cajas Petri desechables estériles (con diametro de
90 x 15 mm, No. Cat 7718, Proveedor Cientifico), y se dejan enfriar completamente
(realizar en camara de flujo laminar). Se mantienen en refrigeracién hasta su uso.

Las cajas con las semillas sembradas se cubren con plastico autoadherente y papel
aluminio para mantenerlas durante 48 h a 4°C en la oscuridad (rompimiento de la
latencia de las semillas). Transcurrido este periodo, se transfieren a la cadmara de

incubacién a 29°C con un fotoperiodo de 16 h de oscuridad/ 8 h de luz.
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3. Cultivo de cepas bacterianas de Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 avrRPM1 (Pst avirulenta) y DC3000 (Pst virulenta)

Las bacterias de Pseudomonas syringae pv. tomato se cultivan utilizando medio B de
King como medio base, suplementado con antibidticos diferencialmente para la cepa Pst
DC3000 avrRPM1 (rifampicina Cf 50 mg/mL y tetraciclina Cf 20 mg/mL) y para la cepa
Pst DC3000 virulenta (rifampicina Cf 50 mg/mL) [Zipfel, 2004](ver apéndice). El rociado

de las bacterias a las plantulas se detalla a continuacion.

4. Exposicion de las plantulas de Arabidopsis thaliana linea silvestre y
mutantes Aticb2a-1 y Atmpk6 a FB1

Una vez cultivadas las plantulas de Arabidopsis como se menciond anteriormente y con
una edad aproximada de 3 semanas, éstas se transfieren, junto con la malla donde
fueron crecidas, a medio Gamborg B-5/agar/sacarosa con FB1 10 pM (Sigma Chemicals
Co, St Louis, MO; disuelta en agua estéril) y a medio sin la toxina como control. La
exposicion a FB1 se llevd a cabo durante 12 h con fotoperiodo continuo; una vez
concluido el tiempo con el tratamiento, se realiza la aspersidon de Pst DC3000 avrRPM1 o
Pst DC3000 virulenta.

5. Exposicion de las plantulas de Arabidopsis thaliana a Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 avrRPM1 y a Pseudomonas syringae
DC3000 virulenta

La exposicion de las diferentes plantulas de Arabidopsis thaliana a Pst DC3000
avrRPM1 (avirulenta) y Pst DC3000 (virulenta) consta de diferentes fases, las cuales se

mencionan a continuacion:

a)Fase de sembrado del pre-cultivo de uno fresco en LB mas glicerol, por estria.

De la cepa original congelada a -70°C, que esta en un tubo Eppendorf en medio de
LB/glicerol, se quema primero el asa en la flama del mechero, se enfria en el agar de la
caja de Petri que se va a inocular, se abre el tubo del cultivo bajo condiciones de
esterilidad con ayuda de un mechero y se toma rapidamente una asada del cultivo

congelado (rotando el asa en el tubo del cultivo para arrastrar una cantidad suficiente de
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éste). Inmediatamente se cierra el tubo Eppendorf con la cepa congelada y se regresa a
las condiciones de temperatura antes mencionada.

La asada tomada de la cepa se esparce por estria (por agotamiento) en la caja de
Petri que se desea inocular, tomando en cuenta cada una de las secciones de la caja a
estriar para lograr ir diluyendo y extendiendo el cultivo en cada una de estas secciones,
con la finalidad de obtener colonias aisladas de las cuales se parte para el siguiente
cultivo. Una vez inoculada la caja de Petri respectiva, se cubre con papel aluminio, se

invierte y se incuba a 29°C bajo luz continua durante 36-48 h.

b)Fase de resiembra por estria completa de la caja

Una vez que el pre-cultivo anterior ha crecido, se observa si hay homogeneidad en la
apariencia de las colonias obtenidas, en cuanto a morfologia, color y consistencia; para
posteriormente, con el asa previamente quemada y enfriada en el agar, se pican una o
dos de las colonias aisladas obtenidas, y con esto se estria completamente toda la
superficie del medio fresco; logrando asi un cultivo fresco abundante. Nuevamente, se
cubre la caja de Petri inoculada con papel aluminio, se invierte y se incuba a 29°C bajo

luz continua durante 36-48 h.

c) Preparacién del indculo bacteriano.

Bajo condiciones asépticas, colocar aproximadamente 20 mL de MgCl, 10 mM (estéril)
en un matraz Erlenmeyer de 50 mL (estéril) y afiadir varias asadas del cultivo bacteriano
resembrado anteriormente, agitando suavemente hasta lograr una suspension
homogenea.

Una alicuota de la suspencién de aproximadamente 1 mL se deposita en una celda de
plastico, para poder tomar la lectura de absorbancia a una A=600 nm; ajustando el
cultivo bacteriano hasta alcanzar una lectura de absorbancia de 0.1 UDO que
corresponde a una concentracién de 1 x 10® UFC/ mL. Esta suspensidén se puede diluir
con soluciéon de MgCl, 10 mM (estéril) si se requiere un inéculo mas diluido [Zipfiel,
2004], tomando siempre en cuenta la relacidn de la absorbancia con la concentracidon

celular.

d)Condiciones de infeccion
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Con la finalidad de permitir que una mayor cantidad de bacterias logren ingresar a los
espacios intercelulares de la hoja de la plantula, en un recipiente estéril con atomizador
se agrega una solucién del detergente Silwet Cf 0.01% [Zipfiel, 2004], adicionada a el
indculo bacteriano (preparado fresco), que serd la suspension con la que se rociara cada
una de las cajas con plantulas de Arabidopsis thaliana seleccionadas para el experimento
(Wt, Aticb2a-1, Atmpk6).

La aspersion sobre cada una de las cajas con las plantulas se realiza aplicando un
numero aproximado de 8 a 10 aspersiones que corresponden a aproximadamente 1 mL,
manteniendo el atomizador a una distancia aproximada de 15 o 20 cm; de tal forma que
todas las plantulas reciban una cantidad similar de la solucidn asperjada. Las cajas
asperjadas se mantienen bajo iluminacién continua, en cdmaras y a 29 °C mientras dura

el experimento.

6. Determinacion del crecimiento bacteriano

Una vez expuestas las plantulas de Arabidopsis thaliana al patégeno Pst DC3000
avrRPM1 o bien a la cepa Pst DC3000 virulenta, se obtienen muestras por triplicado de
las plantulas, tomando con un par de pinzas estériles, una porcién de plantulas
completas con un peso de entre 0.1 y 0.25 g de peso fresco en promedio, las cuales se
pesan en pequefas charolas plasticas muy ligeras numeradas con el nimero de la
muestra.

Después de haber pesado las plantulas y de registrar estos datos en una tabla
disenada para tal efecto, cada una de las muestras se lava por 30 seg en una solucion
etandlica al 70%. Posteriormente se colocan sobre papel absorbente, para finalmente
realizar un segundo lavado en agua estéril durante 30 seg y secar por segunda ocasion
[Zipfiel, 2004]. De inmediato las plantulas lavadas se colocan en una bolsa pequefia de
plastico, de aproximadamente 10 cm de alto por 8 cm de ancho, procurando colocar las
plantulas en una de las esquinas del fondo, en donde se les afiaden 400 pL de MgCl, 10
mM (estéril) para llevar a cabo la trituracidn completa de cada una de las muestras
independientes de plantulas enteras. Esta fase de homogenizacién se lleva a cabo
presionando alrededor de 26 veces un pistilo de mortero de porcelana sobre la parte

exterior de la bolsa que contiene a las plantulas.
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Posterior a la maceracion del total de las muestras, de cada homogenado resultante se
toma una alicuota de 200 pL (con una punta de micropipeta cortada en su punta con
tijeras, para que no se tape con las fibras del homogenado), y se anade a un tubo
Eppendorf que contiene 800 pL de MgCl, 10 mM (estéril). Una vez colocada la alicuota, se
agita vigorosamente con un vortex, con la finalidad de homogenizar la muestra. Asi
gueda preparada la primera dilucion de la muestra del homogenado. A partir de este
tubo se realiza una serie de diluciones sucesivas, tomando alicuotas de 100 pL del tubo
anterior para colocarlo en otro nuevo tubo Eppendorf conteniendo 900 uL de MgCl, 10
mM (estéril), hasta obtener un total de 5 tubos Eppendorf por muestra (equivalentes a
las respectivas diluciones 10°, 10, 10% 10°, 10%). Tras la adicién de cada alicuota y antes
de tomar del tubo que sigue, se agita vigorosamente cada tubo para homogeneizar
perfectamente las suspensiones diluidas.

Una vez terminadas las diluciones, se toman 3 gotas de 5 pL de cada una de las
diluciones (incluyendo el homogenado inicial) y se colocan en una caja de Petri
desechable estéril, que contenga el medio B de King como base, suplementado con los
antibioticos adecuados a la cepa de Pst que se inoculd, (este proceso debera realizarse
en condiciones estériles en una campana de flujo laminar para obtener resultados
confiables).

Al terminar de colocar todas las gotas respectivas en las cajas de Petri, éstas deben
secarse por completo en la campana para después ser cubiertas con papel aluminio,
invertirlas e incubarlas a 29°C durante 36-48 h. Después de este periodo, se realiza el
conteo de colonias crecidas en cada una de las gotas segun sea el crecimiento mas
conveniente (para mayor facilidad durante el conteo bacteriano, se sugiere tener en
constante vigilancia a las cajas, puesto que las colonias pueden crecer muy rapido y
alcanzar un tamafio muy grande, y resultar practicamente imposibles de contar). De
cada muestra de plantas se tendria por tanto un conteo por triplicado y en general, se
preparan tres muestras de plantas por condicidon experimental, con objeto de hacer un
andlisis estadistico de los resultados, mismo que se grafican comparativamente para
evaluar los resultados experimentales.

Debe tomarse en cuenta que todas las cajas con plantulas se mantienen en la camara

de incubacién a 29°C bajo luz continua durante todos los dias que dura el experimento.
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7. Analisis estadistico de los resultados
Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante la prueba de

t-Student y mediante el software Graphpad Prism (t-Student) para determinar las
posibles diferencias significativas en el crecimiento bacteriano encontrado con cada cepa

bacteriana y con el tratamiento con la FB1.
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VII. RESULTADOS

1. Efecto del lavado de las plantulas expuestas al patégeno previamente

a su homogenizacion

Con objeto de determinar si la inoculacion de la cepa Pst DC3000 avrRPM1, lograba
prosperar en Arabidopsis thaliana y de caracterizar su crecimiento, se infectaron tres
lineas distintas: silvestre (Col-0), Atlcb2a-1 y Atmpk6, en las cuales se evalud la
efectividad del lavado realizado inmediatamente antes de la toma de muestra para
determinar el crecimiento bacteriano. Las muestras se tomaron a las 48 h pos-infeccion
(Fig. 7). Se mostrd que el crecimiento bacteriano a las 48 h aumentd 2 ordenes de
maghnitud con respecto a las muestras con el inéculo inicial, ya fuera en las plantulas con
el tratamiento de lavado como en las controles. El crecimiento bacteriano determinado
en las muestras tratadas sin realizar el lavado, tanto en el tiempo inicial como a las 48 h
post-infeccién, fue superior con respecto a las muestras tratadas con el lavado
inmediatamente antes de su homogeneizacion, siendo la diferencia de aproximadamente
de 2 érdenes de magnitud (log UFC/tejido) en todas las lineas tratadas.

Lo anterior indicé que al realizar el lavado respectivo en cada muestra se elimind una
cantidad importante de indculo bacteriano que permanecia en la superficie de la hoja, ya
gue el lavado sdélo es una desinfeccion superficial que elimina parte importante del

inéculo bacteriano asperjado en la superficie de la plantula.
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Fig. 7. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en tres genotipos diferentes de
Arabidopsis thaliana a 48 h pos-infeccion. Efecto del lavado anterior al homogeneizado de las
muestras. Las lineas silvestre, Aticb2a-1 y Atmpk6 fueron expuestas a un inéculo bacteriano de 1x
10® UFC/mL. Se tomaron muestras inmediatamente después de la inoculacién bacteriana y
después de un periodo de incubacion de 48 h, se determiné el crecimiento bacteriano.

2. Efecto de la adicion de un surfactante en la efectividad de la

inoculacion bacteriana.

Se evalud el efecto de la adicion de un surfactante al indculo bacteriano que se
asperjo sobre las plantulas, tomando como ejemplo la linea de Arabidopsis thaliana linea
Atlcb2a-1, determinando el crecimiento de Pst DC3000 avrRPM1 a las 0, 12 y 24 h pos-
infeccion. En la Fig. 8 se muestra que en el tiempo inicial del experimento, el tratamiento
de lavado removid parte del indculo bacteriano como se habia encontrado anteriormente.
Sin embargo, en los tiempos posteriores de muestreo, en especial después de realizar la
incubacién de las plantulas durante 12 h, se observo en la grafica que aunque el lavado
no se realice, el surfactante adicionado permitid una mayor penetracion de Pst DC3000
avrRPM1 a los espacios intercelulares de los tejidos de las hojas de la plantula, ya que la
proliferacién bacteriana se llevd a cabo de una forma mas eficaz. Al tomar la muestra
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después del tiempo de incubacién de 24 h, se observé que al realizar el lavado de las
muestras el crecimiento de Pst DC3000 avrRPM1 con respecto al control disminuyd un

orden de magnitud.
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Fig. 8. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea Aticb2a-1 a 12y 24 h
pos-infeccion. Efecto de la adicion de Silwet 0.01% a la solucion asperjada y del lavado de las plantulas
antes de ser homogeneizadas. La exposicion de estas plantulas se realizé con un indculo bacteriano de 1x
10% UFC/mL. Se tomaron muestras inmediatamente después de la inoculacién bacteriana y después de un
periodo de incubacion de 12 y 24 h, se determind el crecimiento bacteriano. n=5, con 15 réplicas

individuales.

En el tratamiento de los experimentos posteriores, el lavado fue parte del manejo
integral de las muestras, puesto que de acuerdo a los resultados anteriores, éste es
necesario para poder discernir entre el crecimiento bacteriano en los espacios
intercelulares vy el epifito.

Por los objetivos de este trabajo, se llevaron a cabo experimentos que incluyeron tres
lineas con genotipos diferentes, dos cepas bacterianas con genotipos diferentes, dos
indculos bacterianos diferentes y dos tiempos diferentes de exposiciéon a FB1. Con la
finalidad de resumir las diferentes variables y las combinaciones en las determinaciones

experimentales, todas ellas se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Diferentes combinaciones de linea vegetal, cepa bacteriana, indculo bacteriano y tiempo de
tratamiento de FB1 utilizadas en este proyecto.

Concentracion de
inoculo bacteriano
de Pst DC3000
avrRPM1 (UFC/mL)

Concentracion inoculo
bacteriano de Pst
DC3000 (UFC/mL)

Tratamiento con FB1 (h)

1x10” | 1x108 1 x 107 1x 108 4 12
v v
v v
v v
WT Col-0
v v
v v
v v
v v
v v
v v
Atlcb2a-1 = =
v v
v v
v v
v v
v v
Atmpk6 = =
v v
v v
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3. Determinaciones realizadas en plantulas de Arabidopsis thaliana linea

silvestre.

3.1. Determinacion del crecimiento bacteriano de Pseudomonas syringae
pv. tomato (Pst) DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis thaliana

linea silvestre. Efecto de la FB1.

Se evaluo el efecto de la FB1 en el crecimiento in planta de un inéculo bacteriano de
1x108 UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 asperjado sobre plantulas de Arabidopsis thaliana
linea silvestre. A tiempos pos-infecciéon de 0, 24, 48, 72, 96 y 120 se obtuvieron las
muestras vegetales correspondientes. En la Fig. 9 se observd que a tiempo de 0 hpi, el
indculo bacteriano inicial en las muestras fue practicamente el mismo, tanto para las
muestras control (barras gris claro) como para las muestras tratadas con la toxina, FB1
(barras gris obscuro). En los tiempos posteriores de muestreo, el crecimiento bacteriano
de Pst DC3000 avrRPM1 en los espacios intercelulares de los tejidos de las hojas de la
plantula aumentd, rapidamente a las 24 h manteniéndose asi hasta las 96 h, para
después incrementarse un 6rden de magnitud a las 120 h. Lo anterior se observo en las
condiciones control y en las muestras expuestas a la FB1 sin encontrarse diferencias

significativas entre ambos tratamientos.
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Fig. 9. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea silvestre expuesta a
FB1. Las plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y posteriormente se
asperjé un indculo bacteriano de 1x108 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 hpi para
evaluar el crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error
estandar. n=13, con 39 réplicas individuales.

Empleando las mismas horas de exposicion a FB1, 12 h, se probd un indculo
bacteriano de 1x10” UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 que fue asperjado sobre plantulas
de Arabidopsis thaliana linea silvestre para evaluar el efecto de la toxina con un indculo
menor que el probado con anterioridad (1x10® UFC/mL). Se tomaron muestras pos-
infeccion a tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi. En la Fig. 10 se muestra que el inéculo
bacteriano detectado a 0 hpi en todas las plantulas, tanto las tratadas con la toxina,
como las controles fue practicamente igual. Después de 24 hpi, la poblacién bacteriana
de Pst DC3000 avrRPM1 en las plantulas aumentd en la muestra control, mientras que en
las muestras tratadas con FB1, éste fue practicamente igual al del tiempo de 0 hpi. A las
48 hpi se observo un aumento de 3 drdenes de magnitud en los niveles del crecimiento
bacteriano en las muestras del control mientras que en las muestras expuestas a la FB1
el aumento sdlo fue de 2 érdenes de magnitud; aun asi, el crecimiento bacteriano en las
plantulas control superd al obtenido a las muestras de las plantulas con tratadas con
FB1. Mientras que a las 72 hpi el crecimiento bacteriano obtenido en las plantulas control
aumentd aproximadamente un o6rden de magnitud en comparacidon con el tiempo

anterior, mientras que para las muestras expuestas a la FB1 el aumentd detectado fue
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de 1.1 érdenes de magnitud; manteniendo una carga bacteriana mayor en muestras

control que en muestras expuestas previamente a la toxina.
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Fig. 10. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea silvestre expuesta a
la FB1. Las plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h, concluido este lapso
de tiempo se asperjé un inéculo bacteriano de 1x107 UFC/ml. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi
para evaluar el crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error
estandar. n= 2, con 6 réplicas individuales. Los asteriscos indican las diferencias significativas entre la
muestra control y la muestra expuesta a FB1 en el mismo tiempo (p<0.05, t-Student y Graphpad Prism).

Para poder confirmar el efecto encontrado por la exposicion de FB1 por 12 h, se probd
un tiempo menor de tratamiento con la toxina (4 h) utilizando un indculo bacteriano de
1x107 UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 que fue asperjado sobre plantulas de Arabidopsis
thaliana linea silvestre. Se tomaron muestras post-infeccion a tiempos de 0, 24, 48 y 72
hpi. En la Fig. 11 se muestra que el inéculo bacteriano muestreado a 0 hpi en todas las
plantulas, tanto las tratadas con la toxina (barras gris obscuro), como en las controles
(barras gris claro) fue esencialmente igual. Después de 24 hpi, la poblacién bacteriana de
Pst DC3000 avrRPM1 en las plantulas aumentd en la muestra control, como ya se habia
observado para un indculo mayor, y aunque hubo un incremento también en las
muestras tratadas con FB1, éste fue menor al obtenido en las muestras control. A las 48
hpi se observé una disminucidon en los niveles del crecimiento bacteriano en ambas

muestras tratadas, pero el crecimiento bacteriano en las plantulas control se mantuvo
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superior al obtenido a las muestras con tratadas con FB1. Mientras que a las 72 hpi la

magnitud del crecimiento bacteriano obtenido en ambas muestras fue indistinguible.
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Fig. 11. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea silvestre expuesta a
la FB1. Las plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 4 h, concluido este lapso
de tiempo se asperjé un indculo bacteriano de 1x10” UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi
para evaluar el crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y error
estandar. n= 3, con 9 réplicas individuales. Los asteriscos indican las diferencias significativas entre la
muestra control y la muestra expuesta a FB1 en el mismo tiempo (p<0.05, t-Student y Graphpad Prism).

3.2. Determinacion del crecimiento bacteriano de Pseudomonas syringae
pv. tomato (Pst) DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana linea

silvestre. Efecto de la FB1

Para determinar el efecto de FB1 sobre el crecimiento de la cepa virulenta y
compararlos con los resultados obtenidos con la cepa avirulenta, se evalud el efecto de la
FB1 con una exposicién de 12 h, sobre el crecimiento in planta de un indculo bacteriano
de 1x10% UFC/mL de Pst DC3000 (cepa virulenta). A tiempos pos-infeccién de 0, 24, 48,
72, 96 y 120 h, se tomaron las muestras correspondientes para cada determinacion. En
la Fig. 12 se muestra que el indculo bacteriano inicial en las muestras control y en las

tratadas con la FB1 fue practicamente igual. Posteriormente, el crecimiento bacteriano de
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Pst DC3000 aumentd ligeramente hasta las 120 h. Alcanzando niveles de 5.0x10® UFC/g
tejido. Lo anterior se observd en las condiciones control y en las muestras expuestas a la

FB1, sin encontrarse diferencias significativas entre ambos grupos.
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Fig. 12. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea silvestre expuestas a FB1. Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h, y luego a un indculo bacteriano
de 1x10% UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 hpi para evaluar el crecimiento
bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=3, con 9 réplicas
individuales.

Intentando obtener resultados mas claros sobre el efecto de la FB1 en esta cepa, ahora
se probd un indculo bacteriano de 1x10” UFC/mL de Pst DC3000 que se asperjo sobre las
plantulas de Arabidopsis thaliana linea silvestre, las cuales fueron expuestas por 12 h a la
FB1. Se tomaron muestras vegetales a tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi, obteniéndose los
resultados de la Fig. 13. La carga bacteriana en el tiempo de 0 hpi fue practicamente la
misma, tanto para las muestras control como para las muestras tratadas con la FB1 por
12 h. A las 24 hpi, el crecimiento bacteriano de Pst DC3000 aumentd 3 drdenes de
magnitud para las muestras control y 4 érdenes de magnitud para las muestras tratadas
con la FB1. Después de 48 hpi, las diferencias entre los niveles de crecimiento bacteriano

reflejaron una menor carga bacteriana en las plantulas control que las muestras tratadas
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con la FB1 y para las 72 hpi, el crecimiento bacteriano de la Pst DC3000 alcanzé niveles

de 4x10” UFC/g tejido en ambos casos.

10
9
038
27
Ie
005
U4 35 3.5
[
353
:

-l
0 .

8.3
7.5 7.6

~
0

7.6

Tiempo [h]

O ontrol EFE]

Fig. 13 Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea silvestre expuestas a FB1 Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y transcurrido este periodo a un
indculo bacteriano de 1x107 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi para evaluar el
crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=2,
con 6 réplicas individuales.

Debido a que el tratamiento por 12 h con la FB1 no fue lo suficientemente claro sobre
el efecto de la toxina sobre el crecimiento bacteriano con la cepa virulenta con un inéculo
de 1x10’ UFC/mL, se probd una exposicion de 4 h. Se tomaron muestras vegetales a
tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi, obteniéndose los resultados mostrados en la Fig. 14. Se
pudo observar que la poblacion bacteriana en el tiempo de 0 hpi fue esencialmente la
misma, tanto para las muestras control como para las muestras tratadas con la FB1 por
4 h. A las 24 hpi, el crecimiento bacteriano de Pst DC3000 aumentd 4 ordenes de
magnitud tanto para las muestras control como para las muestras tratadas con la FB1.
Después de 48 hpi, las diferencias entre los niveles de crecimiento bacteriano encontrado
en ambas muestras reflejaron una menor cantidad de UFC de Pst en las plantulas control
y las tratadas con la FB1 pero no se presentaron diferencias significativas entre ellas.
Para las 72 hpi, el crecimiento bacteriano de la Pst DC3000 alcanzd niveles mayores
respecto al crecimiento bacteriano obtenido a tiempos de 24 y 48 hpi en ambos casos.
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Fig. 14. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea silvestre, expuestas a FB1 Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 4 h y transcurrido este periodo a un
indculo bacteriano de 1x107 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi para evaluar el
crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=3,
con 9 réplicas individuales.

Se regraficaron los resultados experimentales obtenidos mostrados en las Figs. 9 y 12
con la finalidad de poder comparar los resultados sobre la poblacion bacteriana obtenidos
sblo con el tratamiento control a 0, 48, 72 y 120 hpi, de las dos cepas utilizadas de Pst
en las plantulas de Arabidopsis thaliana linea silvestre con un indculo bacteriano de 1x108
UFC/mL con una exposicidon previa a FB1 de 12 h. El inéculo asperjado a las plantulas fue
practicamente el mismo, tanto para las muestras expuestas a Pst DC3000 avrRPM1
(barras gris claro) como para las plantulas expuestas a Pst DC3000 virulenta (barras gris
obscuro). La cinética de crecimiento bacteriano entre las 0 y las 120 h en ambas cepas
aumentd gradualmente. Lo anterior se observé en ambas cepas bacterianas utilizadas sin

mostrar diferencias significativas.
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Fig. 15. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana,
linea silvestre. Las plantulas de tres semanas de edad de Arabidopsis thaliana linea silvestre fueron
expuestas a un inéculo bacteriano de 1x108 UFC/mL en cada caso. El crecimiento bacteriano se determiné a
las 0, 48, 72 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error estandar, n=13 para la Pst avirulenta y n=3
para la Pst virulenta. Resultados experimentales mostrados en las Figs. 9y 12.

Se regraficaron los datos experimentales obtenidos en las Figs. 9 y 12, y se muestran
en la Fig. 16. En ésta se compara el nUumero de UFC de cada Pst utilizada en plantulas de
Arabidopsis thaliana linea silvestre obtenidas a partir de un indéculo de 1x10%® UFC/mL
para observar las diferencias del crecimiento de cada cepa bacteriana utilizada sobre la
misma linea vegetal. El indculo total asperjado a las plantulas fue exactamente el mismo,
tanto para las muestras expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 (barras gris claro) como para
las muestras expuestas a Pst DC3000 virulenta (barras gris obscuro). La poblacién
bacteriana de ambas cepas utilizadas desde las 0 y hasta las 120 h aumento
gradualmente, alcanzando una poblacién de 3.9x10” UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g
tejido y 5x107 UFC de Pst DC3000/g tejido respectivamente sin mostrar diferencias

significativas.
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Fig. 16. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana,
linea silvestre. Las plantulas de tres semanas de edad de Arabidopsis thaliana linea silvestre fueron
expuestas a FB1 por 12 h, al cabo del cual se asperjé el inéculo bacteriano de 1x108 UFC/mL en cada caso. El
crecimiento bacteriano se determind a las 0, 48, 72 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error
estandar, n=13 para la Pst avirulenta y n=3 para la Pst virulenta. Resultados experimentales mostrados en
las Figs. 9y 12.

3.3 Analisis fenotipico del crecimiento bacteriano de Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst) DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis

thaliana linea silvestre.

El andlisis fenotipico de la linea silvestre de Arabidopsis thaliana expuesta a Pst
avrRPM1 y/o a la FB1 se expone en la Fig 17, observandose que desde las 0 h y hasta las
24 h todas las muestras vegetales mostraron apariencias saludables equivalentes. A
tiempo de 48 h, las plantulas expuestas a Pst avrRPM1 mostraron una leve apariencia de
enfermedad. En el mismo lapso de tiempo las plantulas que se expusieron a FB1

mostraron leves cambios en cuanto al tono de las hojas.

54



Sin embargo, fue a las 72 h cuando se alcanzd un claro efecto de la FB1 induciendo la
muerte en los tejidos de las plantulas de la linea silvestre. En el caso de la Pst avrRPM1,
el efecto de muerte celular se manifest6 a las 72 h haciéndose mas evidente a las 120 h.
Para la adicion de ambos agentes los indicios de muerte celular en las plantulas se

manifestd a las 72 h, realzandose a las 120 h.

Fig. 17. Efectos fenotipicos de la FB1 y del patégeno Pst DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis
thaliana genotipo silvestre. Para cada condicidon se utilizaron lotes independientes de plantulas de tres
semanas de edad. En la primera columna de izquierda a derecha se muestran los controles, los cuales son
plantulas solamente expuestas al medio Gamborg B-5/agar/sacarosa, la segunda columna representa a las
plantulas expuestas a FB1 10 uM en el medio sélido por 12 h, la tercera columna representa la infeccién de
las pléntulas expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 1x10® UFC/mL, y la cuarta columna representa a las
plantulas tratadas con FB1 10 uM por 12 h y luego expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 1x10% UFC/mL por los
tiempos indicados. Las fotografias de registro fenotipico se tomaron a los tiempos sefialados para evidenciar
los indicios de muerte celular en las plantulas.
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3.4 Analisis fenotipico del crecimiento bacteriano de Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst) DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana

linea silvestre.

Para evidenciar las diferencias fenotipicas entre las plantulas de Arabidopsis thaliana
linea silvestre expuestas a la cepa avirulenta, se realizd el analisis fenotipico con
plantulas de Arabidopsis thaliana expuestas con la cepa virulenta; el cual se mostré en la
Fig 18. A tiempo de 0 h y hasta las 24 h todas las muestras vegetales se mostraron
sanas en los controles y en todos los tratamientos. Esta apariencia continué hasta las
120 h en las plantulas control. A las 48 h las plantulas expuestas a Pst DC3000 o a la
FB1 no mostraron signos de enfermedad. Sin embargo, las plantulas expuestas a Pst
DC3000 y a FB1, al tiempo de 48 h mostraron leves indicios de muerte celular. Sin
embargo, es a las 72 h cuando se alcanzé un claro efecto de muerte en las plantulas con
el tratamiento de la Pst DC3000, que se manifestd aln mas a las 120 h. En el caso de las
plantulas expuestas a la FB1, éstas no manifestaron sintomas de enfermedad incluso a
las 120 h. Para la adicion de ambos agentes, Pst DC3000 y FB1, los indicios de muerte

celular en las plantulas se manifestaron a las 72 h, realzandose a las 120 h.

Fig. 18. Efectos fenotipicos de la FB1 y del patégeno Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana
genotipo silvestre. Para cada condicion se utilizaron lotes independientes de plantulas de tres semanas de
edad. En la primera columna de izquierda a derecha se muestran los controles, los cuales son plantulas
solamente expuestas al medio Gamborg B-5/agar/sacarosa, la segunda columna representa a las plantulas
expuestas a FB1 10 pM en el medio sdlido por 12 h, la tercera columna representa la infeccion de las
plantulas expuestas a Pst DC3000 1x10® UFC/mL, y la cuarta columna representa a las plantulas tratadas
con FB1 10 uM por 12 h y luego expuestas a Pst DC3000 1x10® UFC/mL por los tiempos indicados. Las
fotografias de registro fenotipico se tomaron a los tiempos sefialados para evidenciar los indicios de muerte
celular en las plantulas
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4. Determinaciones realizadas en plantulas de Arabidopsis thaliana linea
Aticb2a-1

4.1 Determinacion del crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en

plantulas de Arabidopsis thaliana linea Aticb2a-1.Efecto de la FB1

Uno de los objetivos de esta tesis era determinar si la linea mutante de Arabidopsis
thaliana, Atlcb2a-1 en presencia de FB1 era capaz de presentar iguales niveles de
inmunidad que la linea silvestre de Arabidopsis thaliana en la misma condicion. Por ello,
los experimentos que se hicieron para las plantulas silvestres se replicaron en la linea
mutante de Arabidopsis thaliana, Atlcb2a-1. En la Fig 19 se presenta el crecimiento
bacteriano in planta a partir de un indculo bacteriano inicial de 1x10® UFC/mL de Pst
DC3000 avrRPM1, realizando muestreos de las muestras vegetales a tiempos de O, 8, 12,
24, 32, 48, 72, 96 y 120 hpi. Se mostrd que el inéculo bacteriano asperjado en todas las
muestras fue esencialmente el mismo. Con el objeto de averiguar si se llegaba a
presentar algun efecto de la FB1 en tiempos mas cortos, se incluyeron los tiempos de 8 y
12 hpi de muestreo. El crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 aumentdé
gradualmente desde las 8 hpi hasta las 120 hpi, lapso en el que la poblacion bacteriana
crecié dos 6rdenes de magnitud.

Lo anterior se observd en las condiciones control y en las muestras expuestas a la FB1,

sin encontrarse diferencias significativas entre ambos tratamientos.
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Fig. 19. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea Atlcb2a-1 expuestas
a FB1. Las plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y luego a un inéculo
bacteriano de 1x108 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 8, 12, 24, 32, 48, 72, 96 y 120 hpi para evaluar
el crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar.
n=11, con 33 réplicas individuales.

Empleando las mismas horas de exposicion a FB1, 12 h, se probd un indculo
bacteriano de 1x10” UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1, que era menor que el probado con
anterioridad, y que fue asperjado sobre plantulas de Arabidopsis thaliana linea Aticb2a-1
para evaluar el efecto de la toxina con un indculo. Se tomaron muestras post-infeccion a
tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi. En la Fig. 20 se muestra que el indculo bacteriano
muestreado a 0 hpi en todas las plantulas, tanto las tratadas con la toxina, como las
plantulas controles fue esencialmente el mismo. Después de 24 hpi, la poblacidén
bacteriana de Pst DC3000 avrRPM1 en las plantulas tanto en las muestras control como
en las muestras tratadas con FB1, no aumentdé en mayor magnitud al obtenido a tiempo
de 0 hpi, ademas no se manifestaron diferencias significativas entre el crecimiento
bacteriano en ambos tratamientos a este tiempo en especifico. A las 48 hpi se observéd
un aumento de 3 dérdenes de magnitud en los niveles del crecimiento bacteriano en las
muestras control mientras que en las muestras expuestas a la FB1 el aumento sélo fue
de 2 érdenes de magnitud. A las 72 hpi el crecimiento bacteriano obtenido en ambas

muestras fue idéntico al obtenido al tiempo de 48 hpi, obteniéndose una diferencia de un
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orden de magnitud en el nimero de UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g tejido entre las

muestras control y las muestras expuestas a la toxina.
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Fig. 20. Crecimiento bacteriano de Pst avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea Atlcb2a-1 expuesta a FB1. Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y luego expuestas a un indculo
bacteriano de 1x107 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi para evaluar el crecimiento
bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=2, con 6 réplicas
individuales. Los asteriscos indican las diferencias significativas entre la muestra control y la muestra
expuesta a FB1 en el mismo tiempo (p<0.05, t-Student y Graphpad Prism).

De acuerdo a lo que se habia encontrado con la linea silvestre, para establecer mas
claramente el efecto del tratamiento de la FB1 sobre las plantulas de Arabidopsis thaliana
linea Atlcb2a-1, se utilizé un tiempo de exposicion de 4 h en lugar de las 12 h utilizadas
con anterioridad. Posterior a la exposicion a la toxina, se asperjé un inéculo bacteriano
de 1x10” UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 sobre las plantulas de la linea Aticb2a-1, para
finalmente muestrear el crecimiento bacteriano obtenido a tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi,
el cual se observa en la Fig. 21. Se puede notar que en el tiempo de 0 hpi, el inéculo
bacteriano en las plantulas control y en las muestras tratadas con la FB1 por 4 h
mostraron el mismo niumero de UFC de Pst DC3000 (1x10* UFC/g tejido). A las 24 hpi, el
crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en las plantulas control aumentdé 3
ordenes de magnitud, mientras que para las muestras tratadas con la FB1 sélo se
presentd un aumento de 2 érdenes de magnitud. A 48 hpi las bacterias reportadas en las

muestras control alcanzaron 5x10° UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g tejido, mientras que
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las muestras expuestas a la FB1 alcanzaron 2.5x10° UFC de Pst avrRPM1/g tejido. Para
las 72 hpi se mantuvo un mayor crecimiento bacteriano en las plantulas control que en

las muestras expuestas a la toxina, pero mostrando una diferencia mas pequefia entre

ellas.
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Fig. 21. Crecimiento bacteriano de Pst avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea Aticb2a-1 expuesta a FB1. Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 4 h y luego expuestas a un inéculo
bacteriano de 1x107 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi para evaluar el crecimiento
bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y la error estandar. n=3, con 9 réplicas
individuales. Los asteriscos indican las diferencias significativas entre la muestra control y la muestra
expuesta a FB1 en el mismo tiempo (p<0.05, t-Student y Graphpad Prism).

4.2 Determinacion del crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en
plantulas de Arabidopsis thaliana linea Aticb2a-1. Efecto de la FB1

Con la finalidad de comparar los resultados obtenidos en las plantulas de Arabidopsis
thaliana linea Aticb2a-1 con la cepa avirulenta, se evalud el efecto de la FB1 sobre el
crecimiento in planta de un indculo bacteriano de 1x10® UFC/mL de Pst DC3000 (cepa
virulenta) que se asperjoé sobre plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atlcb2a-1. Se
tomaron muestras vegetales a tiempos de 0, 24, 48, 72, 96 y 120 hpi. En la Fig. 22 se
muestra que el indculo asperjado en las muestras control y en las muestras tratadas con
la FB1 fue esencialmente igual. Desde las 24 hpi y hasta las 120 hpi el crecimiento

bacteriano de Pst DC3000 se incrementd de forma gradual. Lo anterior se observo en las

62



muestras control y en las muestras expuestas a la FB1, sin encontrarse diferencias

significativas entre ambos tratamientos.
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Fig. 22. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea Atlcb2a-1 expuestas a FB1. Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y luego expuestas a un indculo
bacteriano 1x108 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 hpi para evaluar el crecimiento
bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=2, con 6
réplicas individuales.

Para obtener resultados mas claros sobre el efecto de la FB1 en esta cepa, se probd un
indculo bacteriano de 1x10’ UFC/mL de Pst DC3000 que se asperjo sobre plantulas de
Arabidopsis thaliana linea silvestre, las cuales fueron expuestas por 12 h a la FB1. Se
tomaron muestras vegetales a tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi, obteniéndose los
resultados de la Fig. 23. La carga bacteriana en el tiempo de 0 hpi fue practicamente la
misma, tanto para las muestras control como para las muestras tratadas con la FB1 por
12 h. A las 24 hpi, el crecimiento bacteriano de Pst DC3000 aumentd 3.8 o6rdenes de
magnitud aproximadamente para las muestras control y 4 érdenes de magnitud para las
muestras tratadas con la FB1. Después de 48 hpi, las diferencias entre los niveles de
crecimiento bacteriano reflejaron una menor carga bacteriana en las plantulas control
que las muestras tratadas con la FB1. Para las 72 hpi, el crecimiento bacteriano de la Pst

DC3000 alcanzd niveles aproximadamente de 1.2x10% UFC/g tejido en ambos casos.
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Fig. 23. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea Atlcb2a-1 expuestas a FB1.
Las plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y luego expuestas a un
indculo bacteriano de 1x107 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi para evaluar el
crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=2,
con 6 réplicas individuales.

Para encontrar efectos mas claros de la FB1 sobre las plantulas de Arabidopsis thaliana
linea Atlcb2a-1 se utilizé un tiempo de exposicidn a la toxina de 4 h en lugar de las 12 h
probadas anteriormente y un indculo bacteriano 1x10” UFC/mL de Pst DC3000. Después
de haber asperjado la cepa bacteriana a las plantulas, se tomaron muestras vegetales a
tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi, obteniéndose los resultados de la Fig. 24. Se puede
observar que el inéculo bacteriano asperjado en las muestras fue igual, tanto para las
muestras control (barras gris claro) como para las muestras tratadas con la FB1 por 4h
(barras gris obscuro). A las 24 hpi, el crecimiento bacteriano de Pst DC3000 aumento
aproximadamente 4 6rdenes de magnitud en ambos casos llegando a obtenerse hasta
6.3x107 UFC de Pst DC3000/g tejido aproximadamente. Para las 48 y 72 hpi estos
niveles de crecimiento se mantuvieron sin mostrar diferencias significativas entre los

grupos de estudio.
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Fig. 24. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea Atlcb2a-1 expuestas a FB1. Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 4 h y luego expuestas a un indculo
bacteriano de 1x107 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi para evaluar el crecimiento
bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y error estandar. n=2, con 6 réplicas
individuales.

Se regraficaron los resultados experimentales obtenidos en las Figs. 19 y 22 para
realizar una comparacion entre el crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 y Pst
DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana linea Aticb2a-1 mostrado a tiempos de 48,
72 y 120 hpi, los cuales se muestran en la Fig. 25. El inéculo asperjado a las plantulas
fue esencialmente igual (1x10° UFC/g tejido) lo que se aprecia en los niveles bacterianos
determinados en el tiempo cero, tanto para las muestras expuestas a Pst avrRPM1 como
para las muestras expuestas a Pst DC3000 virulenta. El crecimiento bacteriano de ambas
cepas, entre las 0 y las 120 h no mostré aumentos considerables manteniendo asi la
misma tendencia de crecimiento bacteriano hasta obtener 1x10’ UFC de Pst DC3000
avrRPM1/g tejido y 3.9x10° UFC de Pst DC3000/g. Sin embargo, el crecimiento entre
ambas cepas a lo largo de los tiempos muestreados no presentd diferencias

significativas.
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Fig. 25. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana,
linea Atlcb2a-1. Las plantulas de tres semanas de edad de Arabidopsis thaliana linea Atlcb2a-1 fueron
expuestas a un indéculo bacteriano de 1x108 UFC/mL en cada caso. El crecimiento bacteriano se determiné a
las 0, 48, 72 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error estandar, n=11 para la Pst avirulenta y n=2
para la Pst virulenta. Resultados experimentales mostrados en las Figs. 19y 22.

Para facilitar la comparacion de las diferencias entre el crecimiento bacteriano obtenido
con plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atlcb2a-1 expuestas a la Pst avrRPM1 y las
expuestas a la Pst DC3000, se realizd un regrafico con los resultados experimentales
mostrados en las Figs. 19 y 22 (Fig. 26), observandose que a tiempo de 0 hpi la
poblacion bacteriana muestreada en plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atlcb2a-1
expuestas a la Pst avrRPM1 y en plantulas de la misma linea expuestas a Pst DC3000 fue
practicamente el mismo. El crecimiento bacteriano obtenido con la Pst avrRPM1 mostro
gue es a las 72 hpi cuando se alcanzé el maximo en la cinética de crecimiento del
fitopatdgeno, mismo que se mantuvo hasta las 120 hpi. Para la Pst DC3000, el
crecimiento bacteriano mostré un patréon de crecimiento muy semejante. Los
crecimientos obtenidos de las plantulas tratadas con la FB1 siempre fueron superiores a
las muestras de las plantulas control al tiempo inicial de muestreo, alcanzando

diferencias de uno o dos 6rdenes de magnitud, dependiendo del tiempo y la cepa.
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Fig. 26. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana,
linea Atlcb2a-1. Las plantulas de tres semanas de edad de Arabidopsis thaliana linea Atlcb2a-1 fueron
expuestas a FB1 por 12 h, al cabo del cual se asperj6 el in6culo bacteriano de 1x108 UFC/mL en cada caso. El
crecimiento bacteriano se determind a las 0, 48, 72 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error
estandar. n=11 para la Pst avirulenta y n=2 para la Pst virulenta. Resultados experimentales mostrados en
las Figs. 19y 22.
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4.3 Analisis fenotipico del crecimiento bacteriano de Pst DC3000

avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis thaliana Aticb2a-1.

El analisis fenotipico realizado a plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atlcb2a-1
expuestas a Pst avrRPM1 se muestra en la Fig 27. A tiempos de 0 y 24 h todas las
plantulas manifestaron caracteristicas de buena salud. En el caso de las plantulas
expuestas Unicamente a la Pst avrRPM1 se observaron indicios de enfermedad a las 72 h
pos-infeccién, haciéndose aun mas evidentes a las 120 hpi. En las plantulas que se
expusieron a la FB1 no se manifestaron indicios de muerte de las células vegetales, por
lo que se muestra una resistencia de la plantula a la toxina. Pero al agregar ambos
componentes, cepa bacteriana y toxina a las plantulas, se produjeron mayores indicios

de muerte en las plantulas al tiempo de 48 h, siendo ain mayores a tiempos posteriores.

Fig. 27. Efectos fenotipicos de la FB1 y del patégeno Pst DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis
thaliana linea Aticb2a-1. Para cada condicion se utilizaron lotes independientes de plantulas de tres semanas
de edad. En la primera columna de izquierda a derecha se muestran los controles, los cuales son plantulas
solamente expuestas al medio Gamborg B-5/agar/sacarosa, la segunda columna representa a las plantulas
expuestas a FB1 10 uM en el medio sdlido por 12 h, la tercera columna representa la infeccién de las
plantulas expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 1x10® UFC/mL, y la cuarta columna representa a las plantulas
tratadas con FB1 10 uM por 12 h y luego expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 1 x 108 UFC/mL por los tiempos
indicados. Las fotografias de registro fenotipico se tomaron a los tiempos sefalados para evidenciar los
indicios de muerte celular en las plantulas
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4.4 Analisis fenotipico del crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en

plantulas de Arabidopsis thaliana Aticb2a-1

El analisis fenotipico realizado a plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atlcb2a-1
expuestas a Pst DC3000 se muestra en la Fig 28. En tiempos cortos de 0 y 24 h no
existieron sintomas de enfermedad en las plantulas. En el caso de las plantulas
expuestas Unicamente a la Pst DC3000 se observaron indicios de enfermedad a las 120 h
pos-infeccidn. En las plantulas que se expusieron a la FB1 no se manifestaron indicios de
muerte, evidenciando una resistencia de la plantula a la toxina. Tras la adicidn de ambos
agentes, Pst DC3000 y FB1, se manifestaron mayores signos de muerte en las plantulas
a partir de las 48 hpi, haciéndose mas evidentes a tiempos posteriores.

Fig. 28. Efectos fenotipicos de la FB1 y del patégeno Pst DC3000 en pléntulas de Arabidopsis thaliana linea
Atlcb2a-1. Para cada condicidn se utilizaron lotes independientes de plantulas de tres semanas de edad. En
la primera columna de izquierda a derecha se muestran los controles, los cuales son plantulas solamente
expuestas al medio Gamborg B-5/agar/sacarosa, la segunda columna representa a las plantulas expuestas a
FB1 10 uM en el medio sélido por 12 h, la tercera columna representa la infecciéon de las plantulas expuestas
a Pst DC3000 1x108 UFC/mL, y la cuarta columna representa a las plantulas tratadas con FB1 10 uM por 12
h y luego expuestas a Pst DC3000 1x10® UFC/mL por los tiempos indicados. Las fotografias de registro
fenotipico se tomaron a los tiempos sefialados para evidenciar los indicios de muerte celular en las plantulas
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5. Determinaciones realizadas en plantulas de Arabidopsis thaliana linea
Atmpk6
5.1 Determinacion del crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1

La linea Atmpk6 de Arabidopsis thaliana presenta una insercion de T-DNA en el gen
mpk6 que codifica para la proteina MPK6, la cual es una MAPK involucrada en vias de
transducciéon de sefiales de ataque de patégenos y de muerte celular programada
inducida por BCL. Al utilizar esta plantula mutante de Arabidopsis thaliana se hipotetizo
que la defensa expuesta ante un fitopatdgeno no seria suficiente para contender la
infeccidn aun cuando las BCL fueran incrementados de forma exdgena. En este caso, el
crecimiento bacteriano manifestaria un aumento mayor que en una condicidn en la que la
MPK6 se expresara y las BCL se incrementaran (plantulas con genotipo silvestre
expuestas a FB1). Para probar esta hipdtesis se asperjoé un inéculo bacteriano de 1x10°®
UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 sobre plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atmpk6
realizando muestreos pos-infeccion a las 0, 24, 48, 72 y 120 h. En la Fig. 29 se puede
observar que las plantulas control (barras gris claro) y las plantulas tratadas con la FB1
(barras gris obscuro) fueron inoculadas con esencialmente el mismo el indculo
bacteriano. Desde las 48 hpi se observd un incremento en la poblacion bacteriana en
comparacién con los tiempos de 0 y 24 hpi. Pero el crecimiento bacteriano mostrado
tanto para las muestras control como para las muestras expuestas a la FB1 no mostré

diferencias significativas a tiempos largos como 72 y 120 hpi.
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Fig. 29. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea Atmpk6 expuestas a
FB1. Las plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y luego expuestas a un
indculo bacteriano de 1x10% UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 72 y 120 hpi para evaluar el
crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=6,
con 18 réplicas individuales.

Ya que practicamente en todos los tiempos no se habia encontrado diferencia del
crecimiento bacteriano entre las plantulas tratadas con o sin FB1 y desafiadas con un
indculo de 1x10® UFC/mL (Fig. 29), se probd ahora un indculo de 1x10’” UFC/mL de Pst
DC3000 avrRPM1 asperjado sobre las plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atmpk6
expuestas a 12 h con la FB1. Se tomaron muestras bacterianas a tiempos de 0, 24, 48 y
72. En la Fig. 30 se muestra que la carga bacteriana depositada en ambas muestras a 0
hpi fue idéntica. Después de 24 hpi el nimero de UFC de Pst avrRPM1 no presento
cambios significativos en ambos tratamientos pero si registré un incremento de un orden
de magnitud en ambos casos. A tiempos de 48 hpi los niveles bacterianos se
incrementaron de 1.9x10* UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g tejido a 3.9x10” UFC de Pst
DC3000 avrRPM1/g tejido en las muestras control, mientras que en las muestras
tratadas con la FB1 el incremento fue de 6.3x102? UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g tejido.
Después de 72 hpi el crecimiento bacteriano para las muestras control no mostro

cambios significativos con respecto al tiempo anterior, pero en las muestras tratadas con
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la FB1 si se encontré un aumento de 1.3 6rdenes de magnitud. Pero no se hallaron

diferencias significativas entre ambos grupos de estudio.
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Fig. 30. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea Atmpk6 expuesta a
FB1. Las plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y luego expuestas a un
indculo de 1x107 .Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi para evaluar el crecimiento bacteriano en los
tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y error estandar n=2, con 6 réplicas individuales.

Con la finalidad de obtener resultados mas claros sobre el efecto del tratamiento con la
FB1 en las plantulas de Arabidopsis thaliana de la linea Atmpk6, se realizd una exposicidon
de las muestras a la toxina por 4 h para luego asperjarlas con un indculo bacteriano de
1x10” UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1. Posterior a ésto, se tomaron muestras
bacterianas a tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi. En la Fig. 31 se muestra que la poblacién
depositada en ambas muestras a 0 hpi fue igual. Después de 24 hpi el nUmero de UFC de
Pst DC3000 avrRPM1 desarrollado en las plantulas evidencid cambios significativos en
ambos tratamientos. A tiempos de 48 hpi el crecimiento bacteriano aumentd sélo un
orden de magnitud sin que se mostraran diferencias significativas entre muestras control

y muestras expuestas a FB1 en ningun caso. A las 72 hpi se alcanzaron niveles de hasta
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7.9x107 UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g tejido sin mostrar diferencias significativas entre

ambos tratamientos.
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Fig. 31. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en Arabidopsis thaliana, linea Atmpk6 expuesta a
FB1. Las plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 4 h y luego expuestas a un
indculo de 1x107 .Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 hpi para evaluar el crecimiento bacteriano en los
tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y error estandar. n=3, con 9 réplicas individuales.

5.2 Determinacion del crecimiento de Pst DC3000 en plantulas de

Arabidopsis thaliana linea Atmpk6

Para comparar los resultados obtenidos anteriormente con la cepa avirulenta de Pst se
realizaron determinaciones experimentales equivalentes, pero ahora utilizando la cepa
virulenta de Pst. En la Fig. 32 se observa que la aspersion del indculo bacteriano
realizado tanto para las plantulas control (barras gris claro) como para las plantulas
expuestas a la FB1 (barras gris obscuro) fue reproducible al tener la misma carga
bacteriana en ambas muestras. A tiempos de 24 hpi se observé un incrementd de 1x10°
UFC de Pst DC3000/g tejido hasta 1x10® UFC de Pst DC3000/g tejido en ambos
tratamientos y estos niveles de crecimiento bacteriano se superaron hasta las 120 hpi.
De manera excepcional, se observdé un descenso en el crecimiento bacteriano para

ambos tratamiento a las 96 hpi, ya que no hubo diferencias significativas en los niveles
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de crecimiento bacteriano en los otros tiempos en plantulas control o en plantulas

expuestas a FB1 por 12 h.
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Fig. 32. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea Atmpk6 expuestas a FB1. Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y posteriormente expuestas a un
indculo bacteriano de 1x108 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 hpi para evaluar el
crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=2,
con 6 réplicas individuales.

Para esclarecer efecto de la FB1 en esta cepa, ahora se probd un indculo bacteriano de
1x10’ UFC/mL de Pst DC3000 que se asperjo sobre plantulas de Arabidopsis thaliana
linea Atmpk6, las cuales fueron expuestas por 12 h a la FB1. Se tomaron muestras
vegetales a tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi, obteniéndose los resultados de la Fig. 33. La
carga bacteriana en el tiempo de 0 hpi fue practicamente la misma, tanto para las
muestras control (barras gris claro) como para las muestras tratadas con la FB1 por 12 h
(barras gris obscuro). A las 24 hpi, el crecimiento bacteriano de Pst DC3000 aumentd 2
ordenes de magnitud aproximadamente tanto para las muestras control como para las
muestras tratadas con la FB1. Después de 48 hpi, las diferencias entre los niveles de
crecimiento bacteriano reflejaron una menor carga bacteriana en las plantulas control
gue las muestras tratadas con la FB1, obteniéndose aproximadamente 0.5 dérdenes de

magnitud de diferencia entre las muestras. Para las 72 hpi, el crecimiento bacteriano de
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la Pst DC3000 alcanzd niveles aproximadamente de 2.5x10° UFC/g tejido en ambos

Casos.
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Fig. 33. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea Atmpk6 expuestas a FB1. Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 12 h y posteriormente expuestas a un
indculo bacteriano de 1x107 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72hpi para evaluar el
crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=2,
con 6 réplicas individuales.

Para explorar mas el efecto del tratamiento de la FB1 sobre el crecimiento bacteriano
de la Pst DC3000 sobre plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atmpk6 se probd un
indculo de 1x10’ UFC/mL de Pst DC3000 aunado a una exposicion de 4 h a la toxina.
Posteriormente se tomaron muestras bacterianas a tiempos de 0, 24, 48 y 72 hpi. En la
Fig. 34 se muestra que la poblacion bacteriana en ambas muestras a 0 hpi fue
esencialmente idéntica. Después de 24 hpi se presenté un aumento de aproximadamente
un orden de magnitud para las muestras de ambos tratamientos. A tiempos de 48 hpi los
niveles bacterianos se muestran con valores similares. Después de 72 hpi aunque se
reportd un incremento de un orden de magnitud en ambos casos, no se mostraron

diferencias significativas en ningun tratamiento.
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Fig. 34. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en Arabidopsis thaliana, linea Atmpk6 expuestas a FB1. Las
plantulas de tres semanas de edad fueron expuestas o no a la FB1 por 4 h y posteriormente expuestas a un
indculo bacteriano de 1x107 UFC/mL. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72hpi para evaluar el
crecimiento bacteriano en los tejidos de las plantulas. Se muestran los promedios y el error estandar. n=2,
con 6 réplicas individuales.

Para comparar las diferencias entre los crecimientos de Pst avrRPM1 y de Pst DC3000
reportados en las Figs. 29 y 32 se realizd6 un regrafico en donde se alinearon los
resultados obtenidos sélo con el tratamiento control del crecimiento bacteriano
muestreado a 0, 48, 72 y 120 hpi. En la Fig. 35 se presentan los datos que indican que el
indculo asperjado a las plantulas expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 (barras gris claro) fue
menor en comparacion con el utilizado en las plantulas expuestas a Pst DC3000 virulenta
(barras gris obscuro). A las 48 hpi, se observd una diferencia de 2 6rdenes de magnitud
entre el niumero de UFC de Pst desarrollado en las plantulas expuestas a Pst avrRPM1 y
las expuestas a la Pst DC3000. A las 72 hpi el indculo en ambos casos alcanza niveles de
hasta 3x10’ UFC/g tejido sin mostrar diferencias significativas en ningin caso. Para las
120 hpi el nivel de crecimiento bacteriano se incrementd ligeramente hasta 3x10% UFC/g
tejido en el caso de la cepa de Pst DC3000 virulenta pero los niveles de crecimiento

bacteriano se mantienen en el caso de la cepa avirulenta a 120 hpi.
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Fig. 35. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana,
linea Atmpk6. Las plantulas de tres semanas de edad de Arabidopsis thaliana linea Atmpk6 fueron expuestas
a un indculo bacteriano de 1x108 UFC/mL en cada caso. El crecimiento bacteriano se determino a las 0, 48,
72 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error estandar. n=5 para la Pst avirulenta y n=2 para la Pst
virulenta. Resultados experimentales mostrados en las Fig. 29 y 32.

Se realizd un regrafico de los datos obtenidos en la Figs. 29 y 32 para poder mostrar
las diferencias en el crecimiento bacteriano encontradas con ambas cepas de Pst a
tiempos de 0, 48, 72 y 120 hpi, en plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atmpk6 con un
indculo bacteriano de 1x10® UFC/mL. El regrafico se muestra en la Fig. 36. El indculo
asperjado a las plantulas expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 (barras gris claro) fue de
aproximadamente un orden de magnitud menor en comparaciéon con el inéculo al que
fueron plantulas de Pst DC3000 virulenta (barras gris obscuro). El crecimiento bacteriano
obtenido con la Pst DC3000 avrRPM1 mostré que es desde las 48 hpi cuando se obtiene
un salto de aproximadamente 4 6rdenes de magnitud, pero es a las 120 hpi cuando se
encuentra el maximo en la cinética de crecimiento del fitopatégeno.

Para la Pst DC3000, el crecimiento bacteriano se incrementd 3 érdenes de magnitud en
comparacién con su control a las 48 hpi, pero este crecimiento no mostré cambios hasta
las 120 hpi. Los crecimientos muestreados en las plantulas tratadas con la FB1 siempre

fueron superiores a las muestras de las plantulas control al tiempo inicial de muestreo.
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Fig. 36 Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana,
linea Atmpk6. Las plantulas de tres semanas de edad de Arabidopsis thaliana linea Atmpk6 fueron expuestas
a FB1 por 12 h, al cabo del cual se asperjé el indculo bacteriano de 1x10® UFC/mL en cada caso. El
crecimiento bacteriano se determind a las 0, 72 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error estandar.
n=>5 para la Pst avirulenta y n=2 para la Pst virulenta. Resultados experimentales mostrados en las Figs. 29
y 32.
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5.3 Analisis fenotipico del crecimiento bacteriano de Pst DC3000

avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atmpke6.

Los resultados del andlisis fenotipico de la exposicion a las plantulas de Arabidopsis
thaliana linea Atmpk6 a Pst DC3000 avrRPM1 se muestran en la Fig. 37, observandose
gue a tiempos de 0 y hasta 48 hpi no hubo signos de enfermedad en las plantulas. En el
caso de las muestras expuestas Unicamente a la Pst avrRPM1, la muerte de las células
vegetales se observd hasta las 72 h post-infeccién. Se observd que aun a las 120 hpi el
efecto de la FB1 no se manifesté en la plantula, pero la adiciéon de la cepa bacteriana y
de la FB1 origind6 mayores indicios de enfermedad que los causados por sélo uno de ellos,

mostrandose los efectos desde las 72 hpi.

Fig. 37. Efectos fenotipicos de la FB1 y del patégeno Pst DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis
thaliana linea Atmpk6. Para cada condicion se utilizaron lotes independientes de plantulas de tres semanas
de edad. En la primera columna de izquierda a derecha se muestran los controles, los cuales son plantulas
solamente expuestas al medio Gamborg B-5/agar/sacarosa, la segunda columna representa a las plantulas
expuestas a FB1 10 uM en el medio sélido por 12 h, la tercera columna representa la infeccidon de las
plantulas expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 1x10® UFC/mL, y la cuarta columna representa a las plantulas
tratadas con FB1 10 pM por 12 h y luego expuestas a Pst DC3000 avrRPM1 1x10® UFC/mL por los tiempos
indicados. Las fotografias de registro fenotipico se tomaron a los tiempos sefialados para evidenciar los
indicios de muerte celular en las plantulas
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5.4 Analisis fenotipico del crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en

plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atmpke6.

Los resultados del analisis fenotipico de la exposicidn de las plantulas de Arabidopsis
thaliana linea Atmpk6 a Pst DC3000 se muestran en la Fig. 38, observandose que a
tiempos de 0 y 24 hpi no se muestran signos de enfermedad en las plantulas. En el caso
de las muestras expuestas Unicamente a la Pst DC3000 los indicios de enfermedad en
las células vegetales se mostraron desde las 48 hpi, haciéndose mas evidentes a tiempos
posteriores. Se observd que aun a las 120 hpi, el efecto de la FB1 no se manifesté en la
plantula. Pero al agregar tanto la Pst DC3000 como la FB1 los indices de enfermedad se

hicieron mas evidentes mostrandose estos efectos fenotipicos desde las 72 hpi.

Fig. 38. Efectos fenotipicos de la FB1 y del patégeno Pst DC3000 en pléntulas de Arabidopsis thaliana linea
Atmpk6. Para cada condicién se utilizaron lotes independientes de plantulas de tres semanas de edad. En la
primera columna de izquierda a derecha se muestran los controles, los cuales son plantulas solamente
expuestas al medio Gamborg B-5/agar/sacarosa, la segunda columna representa a las plantulas expuestas a
FB1 10 uM en el medio sélido por 12 h, la tercera columna representa la infeccidon de las plantulas expuestas
a Pst DC3000 1x108 UFC/mL, y la cuarta columna representa a las plantulas tratadas con FB1 10 uM por 12
h y luego expuestas a Pst DC3000 1x10® UFC/mL por los tiempos indicados. Las fotografias de registro
fenotipico se tomaron a los tiempos sefialados para evidenciar los indicios de muerte celular en las pléntulas
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6. Comparacion del crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en
plantulas de las tres lineas de Arabidopsis thaliana en presencia y
ausencia de FB1.

Uno de los objetivos de esta trabajo de tesis es poder determinar la capacidad de
inmunidad de las tres lineas de Arabidopsis thaliana frente a un fitopatégeno avirulento
por lo cual se realizd un regrafico de los resultados experimentales mostrados en las
Figs. 9, 19 y 29 al tiempo de 72 hpi. En la Fig. 39 se muestra el regrafico en el que el
indculo bacteriano inicial de las muestras de las plantulas de Arabidopsis thaliana lineas
silvestre (barras gris claro) y Atlcb2a-1 (barras gris obscuro) es de 1x10°> UFC de Pst
DC3000 avrRPM1/g tejido, mientras que para las plantulas de Arabidopsis thaliana linea
Atmpk6 (barras café claro) éste fue de cerca de 1.2x10* UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g
tejido. A pesar de estas diferencias en los indculos iniciales entre las tres lineas, a tiempo
de 72 hpi el crecimiento bacteriano alcanzado de Pst DC3000 avrRPM1 fue de 1x10’
UFC/g tejido para los tres casos, sin mostrar diferencias significativas en ninguna linea de

Arabidopsis thaliana utilizada.
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Fig. 39. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis thaliana, linea silvestre,
Atlcb2a-1 y Atmpk6, respectivamente. Las plantulas de tres semanas de edad de las tres lineas de
Arabidopsis thaliana fueron expuestas a un indculo bacteriano de 1x10% UFC/mL en cada caso. El crecimiento
bacteriano se determind a las 0 y 72 hpi. Se muestran los promedios y el error estandar. n=13 para la linea
silvestre de Arabidopsis thaliana, n=11 para la linea Atlcb2a-1 de Arabidopsis thaliana y n=5 para la linea
Atmpk6 de Arabidopsis thaliana. Resultados experimentales mostrados en las Figs. 9, 19 y 29.

Se regraficaron los datos experimentales obtenidos anteriormente mostrados en las
Figs. 9, 19 y 29 para poder presentar mas facilmente las diferencias encontradas en el
crecimiento bacteriano tanto de la Pst DC3000 avrRPM1 como de la Pst DC3000 a tiempo
de 72 hpi en plantulas de Arabidopsis thaliana de las tres lineas expuestas a FB1 por 12
h. En la Fig. 40 se mostré que el inéculo asperjado tanto a las plantulas silvestres (barras
gris claro) como a las de la linea Aticb2a-1 de Arabidopsis thaliana (barras gris obscuro)
fue igual pero para las plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atmpk6 (barras gris claro),
éste fue un orden de magnitud menor. Al tiempo de 72 hpi, las tres lineas de Arabidopsis
thaliana expuestas a la FB1 muestran niveles idénticos de la poblacidon bacteriana para la

Pst DC3000 avrRPM1 sin encontrarse diferencias significativas entre las lineas utilizadas.
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Fig. 40. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis thaliana, linea silvestre,
Atlcb2a-1 y Atmpk6, respectivamente. Las plantulas de tres semanas de edad de las tres lineas de
Arabidopsis thaliana fueron expuestas a FB1 por 12 h, al cabo del cual se asperjoé un indculo bacteriano de
1x10% UFC/mL en cada caso. El crecimiento bacteriano se determiné a las 0 y 72 hpi. Se muestran los
promedios y el error estandar. n=13 para la linea silvestre de Arabidopsis thaliana, n=11 para la linea
Atlcb2a-1 de Arabidopsis thaliana y n=5 para la linea Atmpk6 de Arabidopsis thaliana. Resultados
experimentales mostrados en las Figs. 9, 19 y 29.

Para encontrar diferencias o semejanzas entre los niveles de crecimiento bacteriano de
las tres lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas se realizé un regrafico de los resultados
experimentales encontrados a las 0 y 120 hpi mostrados en las Figs. 9, 19 y 29. En la
Fig. 41 se observd que el indculo bacteriano de las plantulas de Arabidopsis thaliana
lineas silvestre (barras gris claro) y Atlcb2a-1 (barras gris obscuro) fue esencialmente el
mismo, a diferencia del encontrado en plantulas de Atmpk6 (barras gris claro), el cual es
particularmente cerca de un orden de magnitud menor. Al tiempo de 120 hpi, el
crecimiento bacteriano encontrado para las tres lineas de Arabidopsis thaliana fue cerca
de 1x10” UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g tejido. Sin embargo, en el caso de las tres lineas
de Arabidopsis thaliana utilizadas, el incremento fue de cerca de 2 6rdenes de magnitud
en comparaciéon al tiempo de 0 hpi, sin encontrarse diferencias significativas en ningun

caso.
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Fig. 41. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis thaliana, linea silvestre,
Atlcb2a-1 y Atmpk6, respectivamente. Las plantulas de tres semanas de edad de las tres lineas de
Arabidopsis thaliana fueron expuestas a un indculo bacteriano de 1x108 UFC/mL en cada caso. El crecimiento
bacteriano se determind a las 0 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error estandar. n=13 para la
linea silvestre de Arabidopsis thaliana, n=11 para la linea Atlcb2a-1 de Arabidopsis thaliana y n=5 para la
linea Atmpk6 de Arabidopsis thaliana. Resultados experimentales mostrados en las Figs. 9, 19 y 29.

Evaluando las diferencias encontradas en el crecimiento de la Pst DC3000 avrRPM1 en
las tres lineas de Arabidopsis thaliana se realizd un regrafico de los datos experimentales
encontrados, mismos que se muestran en las Figs 9, 19 y 29. En la Fig. 42 (regrafico) se
muestra que el indculo bacteriano depositado en las plantulas de las lineas silvestre
(barras gris claro) y Aticb2a-1 (barras gris obscuro) de Arabidopsis thaliana fue
esencialmente el mismo, mientras que para las plantulas de Arabidopsis thaliana linea
Atmpk6 (barras gris claro) éste fue aproximadamente un orden de magnitud menor. Al
tiempo de 120 hpi en las tres lineas utilizadas, las muestras expuestas a la FB1 se
observé un crecimiento de aproximadamente 1x10” UFC de Pst DC3000 avrRPM1/g
tejido. En cuanto al incremento desde el tiempo de O hpi para las primeras dos lineas
éste fue de 2 6rdenes de magnitud, mientras que para la linea Atmpk6 éste fue de cerca

de 3 6rdenes de magnitud.
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Fig. 42. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 en plantulas de Arabidopsis thaliana, linea silvestre,
Atlcb2a-1 y Atmpk6, respectivamente. Las plantulas de tres semanas de edad de las tres lineas de
Arabidopsis thaliana fueron expuestas a FB1 por 12 h, al cabo del cual se asperjoé un indculo bacteriano de
1x10% UFC/mL en cada caso. El crecimiento bacteriano se determiné a las 0 y 120 hpi. Se muestran los
promedios y el error estandar. n=13 para la linea silvestre de Arabidopsis thaliana, n=11 para la linea
Atlcb2a-1 de Arabidopsis thaliana y n=5 para la linea Atmpk6 de Arabidopsis thaliana. Resultados
experimentales mostrados en las Figs. 9, 19 y 29.

7. Comparacion del crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en plantulas
de las tres lineas de Arabidopsis thaliana en presencia y ausencia de FB1.

Para comparar los resultados de crecimiento bacteriano de la Pst DC3000 alas 0y 72
hpi obtenidos en las tres lineas de Arabidopsis thaliana se realizé un regrafico de los
datos experimentales mostrados en las Figs. 12, 22 y 32 para evaluar las diferencias
existentes, el cual se muestra en la Fig. 43. Al tiempo de 0 hpi se observé que las tres
lineas utilizadas recibieron una carga bacteriana idéntica. A tiempo de 72 hpi se observo
un incrementd de dos d6rdenes de magnitud en la linea silvestre y la linea Atmpk®6, el
caso contrario se reportd en la linea Atlcb2a-1 con un crecimiento de sélo 1 orden de

magnitud al mismo tiempo muestreado.
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Fig. 43. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana, linea silvestre, Atlcb2a-
1 y Atmpk6, respectivamente. Las plantulas de tres semanas de edad de las tres lineas de Arabidopsis
thaliana fueron expuestas a un indculo bacteriano de 1x10% UFC/mL en cada caso. El crecimiento bacteriano
se determind a las 0 y 72 hpi. Se muestran los promedios y el error estandar. n=3 para la linea silvestre de
Arabidopsis thaliana, n=2 para la linea Atlcb2a-1 de Arabidopsis thaliana y n=2 para la linea Atmpk6 de
Arabidopsis thaliana. Resultados experimentales mostrados en las Figs. 12, 22 y 32.

Se realizé un regrafico de los resultados experimentales mostrados anteriormente en
las Figs, 12, 22 y 32, el cual se muestra en la Fig 44. Este se realiz para comparar los
niveles de crecimiento bacteriano obtenidos a las 0 y 120 hpi en las tres lineas de
Arabidopsis thaliana utilizadas en este proyecto. Se observd que el nUmero de UFC de Pst
DC3000 desarrollado en las tres lineas utilizadas fue constante. A tiempos de 72 hpi en el
caso de la linea silvestre y de la linea Atmpké6, el incrementd mostrado fue de 2 érdenes
de magnitud aproximadamente, mientras que para la linea Aticb2a-1 fue solamente de 1
orden de magnitud. En el tiempo de 72 hpi se observd que se alcanzd un crecimiento

mayor para las muestras tratadas con la FB1 en comparacion con las muestras control.
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Fig. 44. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana, linea silvestre, Atlcb2a-
1 y Atmpk6, respectivamente. Las plantulas de tres semanas de edad de las tres lineas de Arabidopsis
thaliana fueron expuestas a FB1 por 12 h, al cabo del cual fueron expuestas a un inéculo bacteriano de 1x108
UFC/mL en cada caso. El crecimiento bacteriano se determino a las 0 y 72 hpi. Se muestran los promedios y
el error estandar. n=3 para la linea silvestre de Arabidopsis thaliana, n=2 para la linea Atlcb2a-1 de
Arabidopsis thaliana y n=2 para la linea Atmpk6 de Arabidopsis thaliana. Resultados experimentales
mostrados en las Figs. 12, 22 y 32.

Con la finalidad de comparar los datos obtenidos en las Figs. 12, 22 y 32 al tiempo de
120 hpi de las muestras control de las tres lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas, se
realizd un regrafico el cual se muestra en la Fig. 45. A tiempo de 0 hpi el indculo
bacteriano en las tres lineas de Arabidopsis thaliana es igual. Después de 120 hpi se
observé un incremento en los niveles de la poblacidn bacteriana en la linea Atmpk6
llegando a alcanzar hasta 3.5 ordenes de magnitud mas que el tiempo de 0 hpi. Para la
linea silvestre éste incremento sélo fue de 2.5 dérdenes de magnitud respecto a su
muestra control, pero caso contrario en la linea Atlcb2a-1 el incremento respecto a la
muestra control sélo fue de un orden de magnitud, llegando a alcanzar niveles
bacterianos solamente de 3x108 UFC de Pst DC3000 /g tejido.
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Fig. 45. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana, linea silvestre, Atlcb2a-
1 y Atmpke6, respectivamente. Las plantulas de tres semanas de edad de las tres lineas de Arabidopsis
thaliana fueron expuestas a un indculo bacteriano de 1x108 UFC/mL en cada caso. El crecimiento bacteriano
se determind a las 0 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error estandar. n=3 para la linea silvestre de
Arabidopsis thaliana, n=2 para la linea Atlcb2a-1 de Arabidopsis thaliana y n=2 para la linea Atmpk6 de
Arabidopsis thaliana. Resultados experimentales mostrados en las Figs. 12, 22 y 32.

Realizando un regrafico de los datos obtenidos en las Figs. 12, 22 y 32 se compararon
los resultados experimentales del crecimiento bacteriano mostrados a tiempos de 0y 120
hpi desarrollado en plantulas de Arabidopsis thaliana linea silvestre, Aticb2a-1 y Atmpk6
que fueron expuestas por 12 h a FB1. En la Fig. 46. se observd que la carga bacteriana
en las tres lineas de plantulas de Arabidopsis thaliana a tiempo de 0 hpi fue idéntica
llegando hasta 1x10°> UFC de Pst DC3000 /g tejido. En el caso del tiempo muestreado
post-infeccion de 120 h, se observd que es la linea Atmpk6 en la cual se obtuvo un
incremento de hasta 3.5 ordenes de magnitud en comparacién con el tiempo inicial,
mientras que en el caso de la linea silvestre se alcanzaron 2 6rdenes de magnitud mas
respecto al tiempo inicial de la plantula muestreada. Respecto a la linea Atlcb2a-1, ésta
s6lo alcanzé un incremento de un érden de magnitud respecto a su control. Sin embargo,
en todos los casos se observd un incremento superior de crecimiento bacteriano aun

cuando las muestras habian sido tratadas con la FB1.
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Fig. 46. Crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis thaliana, linea silvestre, Atlcb2a-
1 y Atmpk6, respectivamente. Las plantulas de tres semanas de edad de las tres lineas de Arabidopsis
thaliana fueron expuestas a FB1 por 12 h, y luego expuestas a un inéculo bacteriano de 1x108 UFC/mL en
cada caso. El crecimiento bacteriano se determino a las 0 y 120 hpi. Se muestran los promedios y el error
estandar. n=3 para la linea silvestre de Arabidopsis thaliana, n=2 para la linea Aticb2a-1 de Arabidopsis
thaliana y n=2 para la linea Atmpk6 de Arabidopsis thaliana. Resultados experimentales mostrados en las
Figs. 12, 22 y 32.

8. Comparacion del crecimiento bacteriano de Pst DC3000 avrRPM1 y Pst
DC3000 con un inéculo de 1x107 UFC/mL en plantulas de Arabidopsis

thaliana en las tres lineas en presencia y ausencia de FB1.

Con objeto de facilitar el analisis de los resultados obtenidos con el inéculo bacteriano
de 1x10” UFC/mL de Pst avirulenta o virulenta, todos ellos se organizaron en tres figuras
gue agrupan los datos de los tres genotipos de Arabidopsis: Figura 47 (linea silvestre),
Figura 48 (linea Atlcb2a-1) y Figura 49 (linea Atmpk6).
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Fig. 47. Compendio de los resultados de crecimiento bacteriano obtenidos utilizando un indculo bacteriano de 1x10”7 UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 y Pst DC30000
con una exposicion a 12 y 4 h de FB1 en plantulas de Arabidopsis thaliana genotipo silvestre. Los paneles de la parte superior muestran la exposicion de las plantulas
a FB1 durante 12 h, los paneles inferiores muestran la exposicion de las plantulas a FB1 durante 4 h. Los paneles de la izquierda muestran los resultados obtenidos con
Pst DC3000 avrRPM1, los paneles de la derecha muestran los resultados obtenidos con la cepa Pst DC3000. Los asteriscos indican las diferencias significativas en el
crecimiento bacteriano encontrado en muestras tratadas al mismo tiempo post-infeccién (p<0.05, t-Student y Graphpad Prism).
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Fig. 48 Compendio de los resultados de crecimientos bacterianos obtenidos utilizando un indculo bacteriano de 1x107 UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 y Pst DC30000
con una exposicién a 12 y 4 h de FB1 en plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atlcb2a-1. Los paneles de la parte superior muestran la exposicion de las plantulas a
FB1 durante 12 h, los paneles inferiores muestran la exposicién de las plantulas a FB1 durante 4 h. Los paneles de la izquierda muestran los resultados obtenidos con
Pst DC3000 avrRPM1, los paneles de la derecha muestran los resultados obtenidos con la cepa Pst DC3000. Los asteriscos indican las diferencias significativas en el
crecimiento bacteriano encontrado en las muestras tratadas al mismo tiempo post-infeccion (p<0.05, t-Student y Graphpad Prism).
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Fig.49. Compendio de los resultados del crecimientos bacterianos obtenidos utilizando un indculo bacteriano de 1x107 UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 y Pst DC30000
con una exposiciéon a 12 y 4 h de FB1 en plantulas de Arabidopsis thaliana linea Atmpk6. Los paneles de la parte superior muestran la exposicion de las plantulas a FB1
durante 12 h, los paneles inferiores muestran la exposicién de las plantulas a FB1 durante 4 h. Los paneles de la izquierda muestran los resultados obtenidos con Pst
DC3000 avrRPM1, los paneles de la derecha muestran los resultados obtenidos con la cepa Pst DC3000. Los asteriscos indican las diferencias significativas en el
crecimiento bacteriano encontrado en muestras tratadas al mismo tiempo post- infeccion (p<0.05, t-Student y Graphpad Prism).
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VIII. DISCUSION

1. Consideraciones sobre el sistema y el planteamiento de Ila

estrategia experimental.

Varios estudios han demostrado que existe una participacion de los esfingolipidos en la
transduccidon de sefiales y en la regulacién del crecimiento celular en plantas [Brodersen
et al., 2002; Dagan et al.,, 2003; Chen et al., 2009]. Algunos de éstos, han
proporcionado evidencias de la participacion de bases esfingoideas libres y ceramidas en
la sefializacién que lleva a la MCP durante las respuestas al estado de enfermedad de la
planta [Hannun et al., 1996; Desai et al., 2002; Chen et al., 2006]. Dentro de estos
trabajos, inicialmente algunos autores habian sugerido que las BCL estaban implicadas
en la muerte celular [Assai et al.,2002; Spassieva et al., 2002; Liang et al., 2003].
Experimentacion reciente ha confirmado que éste es el caso [Shi et al., 2007] y que esta
muerte celular mediada por BCL es una de las formas de MCP implicada en la defensa
contra patdégenos [Takahashi et al., 2009; Gang et al., 2009, Peer et al., 2010].

En organismos multicelulares, la muerte celular ocurre como necrosis o como MCP,
ésta Ultima esta genéticamente determinada. La MCP es un proceso activo que involucra
vias de sefalizacion que controlan el desmantelamiento de la célula. En plantas la rapida
y localizada muerte celular conocida como respuesta de hipersensibilidad (HR) en las
plantas resistentes a los patdgenos puede ser activada a través de la interaccidon
especifica gen por gen (ETI, Inmunidad Desencadenada por Efectores; IDE) [Hammond-
Kosak y Jones, 1997; Peer et al., 2010]. Y aunque la aparicién de la respuesta tipo HR no
es imprescindible, la presencia de ésta no asegura la resistencia de la planta a la
infeccion [Bonas et al., 2002; Gab et al., 2008].

Ademas de contar con el tipo de defensa ETI, también las plantas poseen una defensa
denominada PTI, la cual es un mecanismo propio de las plantas que se inicia a nivel
membranal para poder detectar desde el comienzo del contacto con el patégeno a
aquellas moléculas altamente conservadas en ellos, llamadas PAMPs. Una de ellas, la
flagelina, la cual es una proteina que forma el flagelo de las bacterias, es reconocida por

los receptores de la planta para evocar una respuesta de defensa y si ésta llega a ser
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eficiente, la infeccion se controla desde este nivel para asi evitar mayor desgaste

energético de la planta [Nicase et al., 2009; Peer et al., 2010].

En este trabajo, se estudidé la relacién entre los esfingolipidos y la respuesta de
defensa a patdgenos. En particular, BCL o bases esfingoideas que son precursoras
metabdlicas en la sintesis de esfingolipidos complejos, fueron las especies esfingoideas
analizadas. Lo anterior se abordd debido a que en el laboratorio ya se habian hecho las
determinaciones de BCL libres en plantulas de Arabidopsis thaliana genotipos silvestre y
Atlcb2a-1 en presencia y ausencia de FB1 mediante HPLC/ESI-MS/MS. En ellas se
encontré que a tiempo de 0 h, es decir en condiciones basales, las plantulas de
Arabidopsis tanto silvestre como la mutante Aticb2a-1 presentaron muy bajos niveles de
BCL libres, pero dentro de éstos, las BCL libres que llegan a ser mas abundantes son la
esfinganina (d18:0) y la fitoesfingosina (t18:0), tanto en sus formas no modificadas
como en las formas fosforiladas (d18:0-P y t180-P). Cuando las plantulas se exponen a
FB1 por tiempos de 4 y 12 h, los niveles de esfinganina y fitoesfingosina aumentan hasta
aproximadamente 45 y 110 nmol/ peso seco, respectivamente, lo cual corresponde a un
aumento de 112.5 y 73.3 veces, respectivamente; en el caso de las plantulas genotipo
silvestre, mientras que para la mutante Atlcb2a-1 los niveles alcanzan solo 8 y 30 nmol/
peso seco, respectivamente, lo que corresponde a un aumento de 13.3 y 12 veces
respectivamente[Gonzalez-Solis, 2009; Saucedo-Garcia et al., 2010 enviado]. Estas
determinaciones arrojaron informacidon muy importante que permite asociar la cinética de
acumulacién de las BCL con un posible efecto de sefializaciéon hacia la defensa contra
patdgenos. Como se menciond anteriormente, esta idea se sustentaba en reportes
previos que han involucrado a las BCL con la respuesta tipo HR, que es una forma de
MCP que limita el crecimiento de los patdgenos en la planta [Morel et al., 1997; Gilchrist
et al., 1998; Liang et al., 2003; Noodén et al., 2004; Reape et al., 2008].

Para explorar la relacion BCL-defensa contra patdégenos, la estrategia fue utilizar un
sistema de interaccién planta-patdgeno en el cual se podia determinar la cinética del
crecimiento bacteriano en plantas de Arabidopsis thaliana expuestas inicialmente a la
FB1 para inducir una elevacién de los niveles enddgenos de las bases esfingoideas.

Conociendo ya los niveles que se pueden alcanzar y asumiendo que estas moléculas
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participan en la sefalizacién de defensa de las plantulas contra patdgenos, se podia ver

su efecto en el crecimiento bacteriano.

Ademas de conocer si un aumento en las BCL mediaba una respuesta de inmunidad,
también se quiso explorar qué tipo de inmunidad era en la que las BCL estaban
involucradas. Por ello, una vez que las plantas fueron tratadas con la FB1, se desafiaron
con el fitopatdgeno Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 avrRPM1 (cepa
avirulenta) y Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (cepa virulenta). En el caso de
la linea silvestre el genotipo de Arabidopsis contiene el gen R y ya que el genoma esta
intacto, los niveles de BCL son normales. Por ello, se esperaba que al inducir un aumento
en los niveles de estas especies sefalizadoras (las BCL acumuladas tras la adicion de la
FB1), la respuesta de defensa contra el fitopatégeno avirulento se manifestaria mas
eficientemente si esta respuesta estaba mediada por el reconocimiento gen por gen (ETI,
Inmunidad desencadenada por efectores; IDE). Por ello era necesario usar las dos
contrapartes del patégeno requeridas para explorar tanto a la interaccion no-compatible
o de resistencia al patdégeno, usando el pv. tomato de la cepa bacteriana que contiene el
gen de avirulencia y la interaccién compatible o de susceptibilidad a la enfermedad,
empleando la cepa bacteriana virulenta que carece del gen de avirulencia. En el ultimo
caso, la infeccion bacteriana proliferaria, pues carece de dicho gen de avirulencia que es
reconocido por el gen R de la planta hospedera [Dodds et al., 2006; Bittel et al., 2007;
Mishina et al., 2007; Gab et al., 2008].

Si las BCL estuvieran involucradas en este mecanismo de inmunidad, una elevacion de
las BCL enddgenas (inducida por la FB1), potenciaria los mecanismos de resistencia y por
tanto se expresaria diferencialmente en la respuesta contra la cepa avirulenta y la

virulenta.

En la mutante Aticb2a-1 estos mecanismos de inmunidad operarian de igual forma que
en la silvestre y sus contrapartes bacterianas, sélo que en esta linea, si bien los niveles
de BCL libres aumentan tras el tratamiento con la FB1, su elevacion es
comparativamente mucho mas baja que la experimentada por las plantas con el genotipo
silvestre en la misma condicién [Gonzalez-Solis, 2009; Saucedo-Garcia et al., enviado
2010]. Por eso, el uso de esta mutante es importante al dar informacion sobre los

requerimientos cuantitativos de las BCL para cumplir con su funcion de moléculas de
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sefializacidon. Los menores aumentos de BCL en esta mutante tras su exposicién a la FB1
se deben a dos factores: a) El gen LCB2A contribuye a la formacion mayoritaria de
dimeros activos de la SPT, pero en esta mutante tal gen estd inactivo (Chen et al.,
2006). b) Aparentemente la ceramida sintetasa inhibida por la FB1 es la que reconoce a
las BCL di-hidroxiladas como uno de sus sustratos (Saucedo-Garcia et al., enviado 2010].
Asumiendo estas condiciones, se preveia que con la induccién de un discreto aumento de
las BCL en la linea Atlcb2a-1, éstas plantulas fueran capaces de efectuar la defensa ETI
contra el patégeno avirulento, ya que para actuar como segundos mensajeros, las BCL
requeririan un aumento pequefo, rapido y controlado. En este caso, el crecimiento
bacteriano, expresado como numero de UFC de Pst/g tejido, disminuiria. En el caso
contrario, cuando la planta es desafiada con la cepa virulenta, aun cuando la planta
cuente con la defensa PTI, el no contar con la defensa mas eficiente, que es la ETI,
conllevaria a una situacién en la que la infeccion superaria a las lineas de defensa innatas

de la planta, produciéndose una mayor cuenta de UFC de Pst/g tejido.

En este trabajo se dispuso de una tercera mutante, la Atmpk6. En la mutante Atmpk®6,
los niveles de BCL no se encuentran alterados, pero si los niveles de la proteina AtMPK6
los cuales son nulos al presentar esta plantula una alteracion en el gen MPK6. Esta
proteina es importante pues esta involucrada en vias de transduccién de sefiales de
ataque de patdgenos y de MCP inducida por BCL [Zhang y Klessig 2001; Ichimura et al.,
2002]. Ademas, en nuestro laboratorio se ha establecido que la MPK6 esta corriente
abajo de la senalizacion mediada por BCL que conduce a la MCP (Saucedo-Garcia et al.,
enviado 2010]. Por lo tanto, aunque se realice la induccidon exdégena de BCL mediante el
uso de la FB1, éstas moléculas no llevarian a cabo su mecanismo de accién por la falta
de la proteina que estad conformando corriente abajo la misma via de transduccion de
sefiales en la planta, ocasionando que en ésta linea vegetal no se puedan distinguir
diferencias entre los crecimientos bacterianos reportados tanto con la cepa avirulenta
como con la cepa virulenta, expuestas o no a la FB1. Lo anterior implicaria que las BCL y

la MPK6 participan en un proceso de defensa ETI en la que se manifiesta la MCP.
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2. Evaluacion del ensayo de crecimiento bacteriano.

En los resultados obtenidos, se logré observar que el lavado realizado en las plantulas
de Arabidopsis thaliana en todas las lineas de Arabidopsis, fue efectivo, ya que
contribuyd a minimizar la posibilidad de determinar el crecimiento epifito de las hojas de
las plantulas en el conteo bacteriano. La adicién del tensoactivo Silwet al 0.01% en la
soluciéon bacteriana asperjada, permiti®6 una mejor permeacion de los fitopatégenos
bacterianos en las hojas de las plantulas de Arabidopsis thaliana, inclusive en la
condicién tratada con el lavado. El crecimiento bacteriano de cada una de las cepas
utilizadas no se vio afectado por el tensoactivo agregado durante la inoculacion de las
plantas, pues al realizar el control respectivo, las bacterias crecieron normalmente. De
forma semejante, al realizar el control del crecimiento de cada una de las cepas
bacterianas utilizadas bajo la exposicion de la FB1, éstas no presentaron alteraciones en
su morfologia ni en su tiempo de crecimiento. Por otra parte al exponer las plantulas al
tensoactivo Silwet 0.01%, éstas no mostraron dafios fenotipicos, por lo que este
compuesto parecid no afectar de ninguna forma el sistema experimental utilizado
[Zipfiel, 2004] (ver apéndice). Estos controles son importantes pues aseguran que los
efectos encontrados se pueden adjudicar a la interaccidon entre la planta y la cepa
bacteriana y no a las condiciones técnicas del procedimiento experimental.

Una de las condiciones experimentales mas importantes de satisfacer en el sistema
experimental que se uso, era verificar que la carga bacteriana depositada de forma inicial
fuera lo mas parecida posible en todas las plantulas de cada uno de los experimentos
realizados. El resultado que se obtuvo fue satisfactorio, ya que en cada uno de los casos
el crecimiento bacteriano reportado al tiempo de 0 hpi, tanto para las muestras control
como para las muestras tratadas con FB1 fue idéntico en practicamente todos los
experimentos, incluyendo aquellos del mismo conjunto realizados el mismo dia o de los
realizados en fechas independientes. Lo anterior permitié continuar con la caracterizacion
del crecimiento bacteriano tras la exposicion previa de las plantulas a la toxina FB1, ya
sea por 4 0 12 h, y en cada una de las cepas bacterianas utilizadas.

De la misma manera, durante el muestreo bacteriano de todas las determinaciones
experimentales, desde el tiempo de 0 h hasta las 72 o 120 h, tanto en las realizadas en
diferentes fechas como las realizadas conjuntamente el mismo dia, se observd una alta

reproducibilidad en el proceso de infeccidon y en el proceso de cuantificacién bacteriana,
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con lo cual se permitid tener certidumbre en la obtencion de resultados confiables en el
sistema de trabajo implementado, como asi lo constataron las pruebas estadisticas

aplicadas a los datos obtenidos.

3. Efecto de la FB1 en el crecimiento bacteriano en Arabidopsis

thaliana.

Cuando se realizé el conteo de UFC/g tejido en plantulas expuestas previamente a FB1
por 12 h utilizando un indculo bacteriano de 1x10%® UFC/mL ya sea de Pst avirulenta o Pst
virulenta, el resultado obtenido fue muy interesante, pues la toxina no mostré ningun
efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano en las tres lineas de Arabidopsis

thaliana utilizadas.

Sin embargo, al reducir el indculo utilizado a 1x10” UFC/mL y realizar la exposicion
previa de las plantulas a 12 o0 4 h de FB1, se logré la obtencién de diferencias entre el

crecimiento de la cepa avirulenta y de la cepa virulenta.

Para el genotipo silvestre de Arabidopsis thaliana, los resultados obtenidos indicaron
gue el aumento de BCL, inducido por el uso de la FB1, desplegd respuestas moleculares
de defensa ante la presencia de un patdégeno avirulento; es decir la elevacion de BCL fue
consistente con la aparicidon de un tipo de defensa ETI, en la que se observd una menor
proliferacién de la bacteria a lo largo de los tiempos muestreados. En el caso contrario, la
plantula no se pudo defenderse contra la cepa bacteriana virulenta aun cuando las bases
esfingoideas libres aumentaron de forma importante, 45 nmol/peso para esfinganina y
110 nmol/peso seco para fitoesfingosina, tras la exposicidn previa de 12 h a FB1 por
parte de la planta. Correspondiendo a estos resultados, se observd que al exponer a las
plantulas silvestres de Arabidopsis Unicamente a 10 uM de FB1 por 12 h, éstas mostraron
clorosis y dafos en las hojas a tiempos muy largos. Aparentemente este fenotipo que
surge en ausencia del patdégeno y presencia de la toxina se debe a dos componentes que
involucran a los esfingolipidos. Por un lado, el exceso de BCL acumuladas con el paso del
tiempo termina por danar a las membranas de las células de la planta, y por otro lado, la
falta de las ceramidas precursoras de los esfingolipidos complejos formadores

importantes de las membranas celulares también puede contribuir al fenotipo de muerte
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celular. Al realizar el analisis fenotipico de las plantulas silvestres expuestas primero a
FB1 12 h y posteriormente al patdgeno correspondiente, ya fuera Pst DC3000 avrRPM1 o
Pst DC3000 en un indculo de 1x10® UFC/mL, se observé que en ambos casos el efecto
protector de la FB1 se manifestaba hasta antes de las 72 hpi, que fue cuando se
apreciaron danos fenotipicos (coloracion morada de las regiones verdes seguida de una
clorosis que se va generalizando). Este resultado revela que las diferencias fenotipicas
correspondientes al establecimiento de la susceptibilidad de la planta se evidencian mas
claramente que el pardmetro de crecimiento bacteriano, el cual en este caso no mostré

diferencias entre las cepas.

En el contexto de la muerte celular relacionada con la inmunidad, en el trabajo de
Takahashi et al. [2009] se demostrd que la biosintesis de novo de esfingolipidos juega un
papel importante en la resistencia ante un patégeno no hospedero. Estos autores se
enfocaron en la participacién de la serina palmitoiltransferasa (SPT) en la MCP de hojas
de Nicotiana benthamiana expuestas a Pseudomonas cichorii. En este caso, se establecid
gue la sobreexpresién del gen LCB2, provocaba la muerte celular. Considerando en
nuestro caso que la SPT es una enzima que consiste de dos subunidades: LCB1 y LCB2
[Hanada, 2003], la mutaciéon en el gen LCB2A altera la sintesis de esfingolipidos, sin
embargo, en la mutante Aticb2a-1 aun persiste la actividad de la proteina gracias a la
subunidad codificada por el gene LCB2B, por lo tanto la via de defensa alimentada por las
BCL producidas cuando se afade FB1, no se ve afectada totalmente. En el presente
trabajo, se encontrd que al exponer previamente a las plantulas a la FB1 durante 4 h, las
cantidades de bases esfingoideas acumuladas eran suficientes para poder desplegar la
defensa contra la Pst DC3000 avrRPM1, pues el crecimiento bacteriano muestreado bajo

la exposicion a FB1 fue siempre mas pequeio en comparacion con la muestra control.

Tras la exposicion previa de plantulas de Arabidopsis thaliana linea Aticb2a-1 a FB1 por
12 h, las BCL aumentaron en mayor cantidad que a 4 h permitiendo que la linea de
defensa fuera visible aun hasta tiempos largos de 72 hpi con Pst DC3000 avrRPM1. Caso
contrario, al exponer a las plantulas previamente a 4 o 12 h con FB1 e infectarlas con Pst
DC3000, la especie vegetal no logré una defensa exitosa pues la carga bacteriana
encontrada en ambos tratamientos fue similar. En un trabajo reciente [Peer et al., 2010]

se encontré que las BCL, en particular la esfinganina y fitoesfingosina son incrementadas
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significativamente a tiempos cortos por Pst DC3000 avrRPM1 y por Pst DC3000 en

plantulas silvestres.

En el caso de la cepa avirulenta, la defensa fue mas exitosa en la linea Aticb2a-1 al
obtenerse menor crecimiento en las muestras con el tratamiento de la FB1. Mientras que,
con la cepa virulenta, aunque el efecto del aumento de BCL fuera significativo para
inducir una PTI eficiente, es definitorio que la planta no posea las herramientas genéticas
especificas (gen R por ejemplo) para combatir una infecciéon de un fitopatégeno virulento.
Asociando lo anterior con el analisis fenotipico realizado, se observd que al exponer las
plantulas a FB1 y posteriormente a la cepa bacteriana correspondiente, el dafio en la
especie vegetal se mostrd a tiempo de 48 hpi, pero cuando se realizé la exposicidon por
separado, la plantula de Aticb2a-1 mostré resistencia a la FB1 mientras que a tiempos de
72 hpi los indicios de muerte celular se manifestaron con la cepa avirulenta, a diferencia
de lo obtenido con la cepa virulenta, la cual provocé muerte celular hasta las 120 hpi.
Estos datos sugieren que la FB1 acelera la apariciéon de la MCP con propdsitos de limitar
la extensidon del patdégeno. En este sistema de plantulas y con una alta concentracién de
inéculo, la MCP colapsa las plantulas eventualmente, pero en un sistema natural, este
colapso sélo alcanza a las células circundantes al sitio de entrada del patégeno el cual en

general tiene una concentracion muy baja.

Respecto a la linea Atmpk6, se sabe que la activacion de MAPKs esta relacionada con la
promocion de la HR en la interaccion incompatible [Zhang et al., 2001; Menke et al.,
2004]. En particular, la MPK6 es una MAP cinasa implicada en las respuestas de defensa
contra patégenos [Zhang y Klessig, 1997; Romeis et al., 1999]. Resultados encontrados
con Arabidopsis thaliana linea Atmpk6 en este trabajo mostraron que aun cuando se
realizé la exposicién previa a FB1 durante 4 y hasta 12 h, no se observé disminucion en
la carga bacteriana desarrollada en las muestras respecto a las plantulas control. Dato
interesante fue que aunque el indculo bacteriano fuera de 1x10’ UFC/mL ya sea de Pst
DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000 virulenta, no se manifestd respuesta de defensa por
parte de plantula en ningdn caso mostrando crecimientos bacterianos parecidos en las
muestras procesadas. Lo anterior indicé que las especies enddgenas de BCL libres o
fosforiladas acumuladas tanto por efecto del tratamiento con la FB1 como por efecto de

la presencia del patégeno [Peer et al., 2010] no condujeron a la inmunidad de la planta.
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Indicando asi que la MPK6 transduce el mecanismo de accidén de las BCL hacia reacciones

de inmunidad en las que se manifiesta la MCP.

Al realizar el analisis fenotipico de la mutante Atmpk6, resultd interesante que ésta
presentd una muerte celular acelerada al exponer a la plantula a Pst DC3000 pues los
indicios de muerte se manifestaron a las 48 hpi, en comparacion con el genotipo silvestre
de Arabidopsis. Estos resultados son congruentes con los obtenidos por Menke et al.
[2004], quienes encontraron en Arabidopsis que el silenciamiento del gen que codifica
para la MPK6 provocaba un ligero aumento en la susceptibilidad al ataque del patégeno
avirulento (Pst DC3000 avrRPM1) y en mayor grado al patégeno virulento (Pst DC3000
vir). Estos resultados son consistentes a los encontrados en este trabajo pues tras la
exposicion Unicamente a los patdgenos se observd que los indicios de enfermedad se
encontraron a las 48 hpi en el caso de la cepa virulenta y hasta 72 hpi para la cepa
avirulenta. Sin embargo, cuando se agregd tanto la FB1, como la correspondiente cepa
bacteriana, los indicios de enfermedad fueron mostrados a las 72 hpi en ambos casos. lo
cual permite sugerir que el tipo de defensa ETI manifestado por la plantula contra la cepa
avirulenta es eficaz en un inicio pero no es suficiente para combatir la infeccidén, pues las
BCL que participan en el esquema ETI ante el proceso infeccioso, no logran avanzar en la
via se sefalizacion por falta de la proteina AtMPK6. Para la cepa virulenta la
susceptibilidad por parte de la plantula es mayor en comparacion con la defensa PTI que

pudiera establecerse.

4. Diferencias en el crecimiento bacteriano de Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 avrRPM1 (Pst avirulenta) vy
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst virulenta) en
plantulas de las lineas silvestre, Aticb2a-1 y Atmpk6 de

Arabidopsis thaliana.

Como sabemos, los esfingolipidos ademds de formar parte de las membranas
celulares, tiene funciones de sefalizacion. En este trabajo se exploré si en las
condiciones en que se estaba llevando a cabo la infeccion de las plantulas existian
diferencias en el crecimiento bacteriano obtenido con ambas cepas en cada una de las

lineas de Arabidopsis utilizadas.
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Cuando se realizd la infeccidon de las plantulas con un indculo bacteriano de 1x10°%
UFC/mL de Pst DC3000 avrRPM1 o de Pst DC3000, segun sea el caso, en las tres lineas
utilizadas, la poblacién bacteriana no mostré cambios estadisticamente significativos
entre las muestras controles y las muestras tratadas previamente con la FB1 a una
concentracién final de 10 uM.

Al utilizar un indculo de 1x10’ UFC/mL para efectuar la infeccidn de las plantulas de
Arabidopsis thaliana lineas silvestre y Atlcb2a-1, los datos mostraron que la respuesta de
defensa mediada por la acumulacién de bases esfingoideas libres habia sido desplegada
pues al realizar el muestreo del crecimiento bacteriano a lo largo del tiempo, el niumero
de UFC de Pst DC3000 avrRPM1 fue consistentemente menor en el caso de las muestras
expuestas a la FB1 en comparacion con las muestras sin exponer a la toxina.

Sin embargo, al llevar a cabo la infeccién de las plantulas con la Pst DC3000 a una

concentracién de 1x10’ UFC/mL y una exposiciéon previa a 4 o hasta 12 h de FB1, la
proteccidn no se manifestd, pues el crecimiento bacteriano fue practicamente igual para
las muestras control y las muestras expuestas a la toxina durante todos los tiempos
muestreados. Por lo tanto, cuando las plantulas se enfrentan a un fitopatégeno como lo
es la Pseudomonas syringae pv tomato se manifiestan varios niveles de defensa, al nivel
que comienza en la membrana, la planta posee un tipo defensa celular PTI, la cual
establece el primer contacto con el PAMP en cuestién, como la flagelina, esperando que
con este nivel de defensa la plantula sobreviva al ataque del patégeno sin consecuencia
alguna.
Cuando éste nivel de defensa es sobrepasado por el patdgeno, la plantula echa mano de
otro tipo de defensa celular denominado ETI, el cual se manifiesta a nivel genético, sdlo
si el genotipo de la planta y el de la bacteria atacante lo permiten, al hacer contacto los
productos de genes de resistencia de la planta (Rpm1) con los productos de genes de
avirulencia del patégeno (AvrRPM1). Si esta interaccion es exitosa, se contiene la
infeccidn de forma mas eficiente [Kim et al., 2008]. En nuestro sistema, este proceso se
lleva a cabo al enfrentarse la plantula a la cepa avirulenta, pero parece ser magnificado
por la acumulacién de BCL. Esta conclusion es consistente con la participacién de las
BCL en vias de sefalizacién de defensa contra ataque de patdégenos.

En la cepa virulenta, la defensa por parte de la planta sélo se expresa a nivel del
contacto inicial con la bacteria, pues aunque la planta cuenta con genes de resistencia,
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ésta cepa bacteriana no posee genes de avirulencia, con lo cual este nivel de defensa no
puede ser aprovechado y por ende la plantula se ve sobrepasada por la infeccion,
manifestandolo en una mayor numero de colonias de Pst DC3000 desarrolladas aln y
cuando en este sistema, las BCL también se encuentren sobre expresadas. Una
posibilidad para dilucidar la contribucién de las BCL al sistema de inmunidad PTI, seria la
de probar un indculo bajo de Pst DC3000, entre 1x10° a 1x10° UFC/mL, y analizar
tiempos mayores de muestreo pos-infeccion.

En la linea Atmpk6, incluso al ser infectada con un indculo de 1x10’ UFC/mL de Pst
DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000, el numero de UFC/g tejido no se observaron diferencias
en ningun caso. Como sabemos, esta plantula mutante de Arabidopsis thaliana cuenta
con niveles nulos de la proteina denominada MPK6, la cual, por las evidencias
reportadas aqui, forma parte de la misma via de sefializacidon en la cual las BCL son de
los primeros componentes participantes. Esta via de senalizacion de defensa es
expresada activamente por la planta cuando se manifiesta un ataque de patdgenos, por
lo tanto, las evidencias obtenidas referentes al crecimiento bacteriano del fitopatdgeno
utilizado, tanto cepa avirulenta como virulenta, apoyan la teoria de que las BCL libres en
la célula siguen una via de sefializacidn en la que corriente abajo se encuentra la
proteina MPK6. Cuando esta molécula estd ausente en el sistema, aunque las bases
esfingoideas se encuentren exacerbadas en sus niveles, éstas no pueden generar la

respuesta de proteccidn al patégeno al faltar uno de los componentes.

Una interpretacion de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se expresan en

el modelo de la Fig. 50.
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Fig. 50. Modelo de la relacion entre la acumulacion de BCL y la manifestacion de MCP en la respuesta de
inmunidad de la planta. Se propone que el aumento de BCL puede inducir MCP de acuerdo a la interaccion de
componentes del patégeno con la planta. La elevacion de BCL es inducido: 1) por la Pst DC3000 a través de
un mecanismo tipo no hospedero (via PAMPs), que no prospera en una defensa activa ni es coadyuvada por
la FB1. 2) por la Pst DC3000 avrRPM1 (via interaccidn gen por gen o ETI), en un mecanismo que es exitoso
como defensa y es reforzado por la FB1, redundando en una mayor resistencia al patdgeno avirulento y 3) vy
por la FB; (por inhibicién de la ceramida sintasa) en la que participa la via de sefalizacién en la cual esta
implicada la proteina MPK6 que conduce a la MCP que se presenta como HR. (AvrRPM1, producto del gen de
avirulencia del patdgeno; BCL, bases de cadena larga; CS, ceramida sintasa; FB,, fumonisina B;; HR,
respuesta de hipersensibilidad; MPK6, MAP cinasa implicada en la respuesta de defensa contra patdgenos;
MCP, muerte celular programada; PAMPs, patrones moleculares asociados a patdgenos; RE, reticulo
endoplasmico; RPM1, producto del gen de resistencia de la planta).
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IX. CONCLUSIONES

1. Particulares

El proceso de lavado de las muestras previo a su homogeneizacién, fue eficaz en el
sistema de trabajo desarrollado y puede ser manejado en todos los tiempos de
evaluacion del crecimiento para evitar la consideracion del crecimiento bacteriano epifito.
Sin embargo, la omision del lavado en el tiempo 0, también puede ser Util para evaluar la
cantidad total del indculo bacteriano inicial asperjado sobre las plantulas.

La adicién de Silwet 0.01% en la suspensién bacteriana asperjada, permitié que el
indculo bacteriano tuviera una mejor penetracion en los tejidos de la planta, resultando
en una infeccién bacteriana mas efectiva para nuestros propositos.

Las condiciones de ensayo establecidas para las fases de inoculacién y de
determinacion de crecimiento bacteriano in planta, proporcionaron resultados muy
reproducibles en cuanto a la cantidad de UFC/ mL que se asperjan de forma inicial y a la
determinacion de la cinética de crecimiento bacteriano durante el desarrollo de la
infeccidn in planta.

El indculo de 1x107 UFC/mL permitié evidenciar diferencias en cuanto a la capacidad
de defensa de las plantas segun las condiciones exploradas, mientras que el in6culo de
1x108 UFC/mL, no propicié la manifestacion de estas diferencias.

Al haber evaluado el crecimiento bacteriano de las cepas utilizadas a una
concentracién de 1x10’ UFC/mL, se observd que el crecimiento bacteriano manifestado
en la cepa Pst DC3000 avrRPM1 fue consistentemente menor en comparacién con el
reportado con la cepa Pst DC3000 en las tres lineas de Arabidopsis thaliana. Estas
diferencias se expresaron a tiempos de 24 y 40h pos-infeccion en la mayoria de los
casos.

La cepa bacteriana con la cual se evidencid claramente el efecto de la FB1 en la
defensa de la planta contra el fitopatdogeno, fue la Pst DC3000 avrRPM1, pues fue en la
cual el crecimiento bacteriano en las plantulas expuestas a la FB1 fue menor que en los
controles cuando se usd un indculo bacteriano de 1x10” UFC/mL en las lineas silvestre y
Atlcb2a-1. Este menor crecimiento bacteriano observado evidencid que la linea de
defensa ETI de la planta fue realmente eficaz para combatir una infeccién de esta cepa

bacteriana a una concentracién de 1x10’ UFC/mL.
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La exposicion previa a FB1 10 uM por 4 o 12 h de las plantulas de Arabidopsis thaliana
lineas silvestre y Atlcb2a-1 permitié observar el efecto protector de la accion de la toxina
sobre el crecimiento de la Pst DC3000 avrRPM1. Esto indica que las bases esfingoideas
libres participaron como sefales en las plantulas, favoreciendo la iniciacién de las vias de
transduccion de sefiales en contra de la proliferacién bacteriana. Lo anterior se manifesté
por la menor carga bacteriana en las plantulas expuestas previamente a la FB1 en
comparacién con los controles. El hecho de que el tratamiento con la FB1 haya
preservado la inmunidad promovida por la interaccién gen AVRPM-gen R y haya
aumentado el grado de proteccion, sugiere que las bases de cadena larga contribuyen a
los mecanismos de defensa promovidos por la interaccion gen por gen.

En el caso de la linea Atmpk6 no se desarrolld una carga bacteriana menor en las
plantulas expuestas previamente a la toxina FB1 incluso a 12 h bajo un indéculo de 1x10’
UFC/mL en comparacion con las muestras control, con lo cual se manifesté que la linea
de defensa de la plantula necesita contar forzosamente con la MPK6 para poder
contender de forma eficaz con la infeccion del fitopatdégeno utilizado (Pst DC3000
avrRPM1 y Pst DC3000). Esta es una evidencia importante a favor de que las BCL y la
MPK6 estan en una misma via de transduccién de sefales en respuesta al ataque de
patdgenos.

En el caso de la exposicidon de las tres lineas de Arabidopsis thaliana a la cepa Pst
DC3000 a un inbculo de 1x10” UFC/mL, el proceso de infecciéon se desarrolld mas que con
la cepa avirulenta, evidenciando que la respuesta de proteccidén de las plantulas a través
de solo la defensa tipo PTI no fue suficiente, incluso al haber sido expuestas las plantulas
alaFB1 10 uyM por 12 h.

2. General
Se logré evidenciar que la acumulacién de BCL libres incide de forma positiva en la

inmunidad en la planta mediada por el reconocimiento gen por gen o ETI.
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X.PERSPECTIVAS

> Evaluar el crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en plantulas de Arabidopsis
thaliana lineas silvestre y mutantes Aticb2a-1 y Atmpk6, bajo la infeccion de un

indculo de entre 1x10°a 1x10° UFC/mL para evidenciar la inmunidad tipo PTI.

> Evaluar el crecimiento bacteriano en las plantulas de Arabidopsis thaliana silvestre
expuestas a flagelina, en presencia y ausencia de FB1, para evidenciar un efecto

mas especifico de los PAMPs
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XII. APENDICE

1. Preparacion del medio de Gamborg B-5/agar/sacarosa para la

germinacion y el cultivo de Arabidopsis thaliana.

Reactivos Concentracion Final Preparacion

dellL

Medio de Gamborg B-5 (No. Cat 3.2g /L 3.2g
G5893, Sigma Aldrich Quimica S.A
de C.V)
Agar (Select Agar, No Cat 30391- 1% 10 g

023, Invitrogen)

Sacarosa 1% 10

2. Preparacion de medios de cultivo para crecer Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 avrRPM1 y DC3000 virulenta.
Medio B de King (para preparar 100 mL)
v' Proteasa peptona 1.0 g

v Ky;HPO,4 0.15¢g
v' Glicerol 1.2 mL
v' Agar 1.5¢

Para el cultivo de Pst DC3000 virulenta. A 100 mL de medio B de King agregar:

v" Rifampicina (Cf 50 pg/mL) 100 pL (disuelto en DMSO)
v MgCl, (1 M) 1mL

Para el cultivo de Pst DC3000 avrRPM1. A 100 mL de medio B de King agregar:

v' Rifampicina (Cf 50 pg/mL) 100 pL (disuelto en DMSO)
v' Tetraciclina (Cf 20 pg/mL) 100 pL (disuelta en H,O dd estéril)
v’ MgCl, (1 M) 1 mL
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Se vierten de 25 a 30 mL de medio aproximadamente en cada una de las cajas Petri
desechables estériles y se dejan enfriar completamente (realizar en cdmara de flujo

laminar). Se mantienen en refrigeracidon hasta su uso.

3. Controles realizados para la optimizacion de las condiciones

experimentales en las tres lineas de Arabidopsis thaliana.

- Linea vegetal/cepa .
Determinacion Observaciones

bacteriana

Linea silvestre, el tensoactivo no

provoca dafos fenotipicamente

visibles a las plantulas

Silwet 0.01%
asperjado sobre Linea Atlcb2a-1, la exposicion al
plantulas de las tres tensoactivo no provoca indicios de
lineas de muerte celular

Arabidopsis

Linea Atmpk6, no manifestd dafios
fenotipicos al ser expuesta al

tensoactivo

Cepas bacterianas Cepa avirulenta, la adicién del

inoculadas en medio tensoactivo en el medio sdlido no
selectivo adicionado

con Silwet 0.01%

manifestd alteraciones morfoldgicas

en las colonias bacterianas.
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Cepa virulenta, no se observaron
alteraciones morfoldégicas en las

colonias bacterianas

Cepa Pst avirulenta, no manifestd
alteraciones morfolégicas al ser
crecida en el medio suplementado

Cepas bacterianas con la toxina

inoculadas en medio

selectivo adicionado

con FB1 10 pM Cepa Pst virulenta, no manifesto

alteraciones morfolégicas al ser
crecida en el medio suplementado

con la toxina

Tabla 3. Controles elaborados para la optimizacion de las condiciones experimentales en el sistema de
trabajo implementado.
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