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Resumen
En la interaccién planta-patdgeno, tras el reconocimiento del patdgeno por parte del

hospedero, se activa la sefializacion intracelular y la expresion de factores de transcripcion que
regulan las respuestas celulares de defensa. Entre estos factores de transcripcion se encuentran
genes maestros que activan otros genes de expresion tardia. Conocer estos mecanismos
moleculares aportard informacion base a los programas de mejoramiento genético para el
desarrollo de estrategias orientadas a obtener variedades o clones méas resistentes a las
enfermedades. El estudio del transcriptoma nos permite conocer que genes se expresan
después de un ataque por patdgenos y el patron de expresion en diferentes tiempos. En la
actualidad, existe la posibilidad de que algunas enfermedades emergentes aumenten su
incidencia y prevalencia; tal es el caso del patégeno de suelo Macrophomina phaseolina
causante de la podredumbre carbonosa.

En esta tesis se pretenden conocer eventos tempranos de la interaccion de raices de Pinus
radiata con el patdgeno Macrophomina phaseolina, que permitirdn en futuros estudios
acotar y refinar la busqueda de genes en etapas concretas de la interaccién. Por otra parte, se
estudio como la inoculacion del patdgeno compromete la fisiologia de las plantulas mediante
la medida de la eficiencia del fotosistema Il en las aciculas de Pinus radiata. Finalmente, se
evalud la expresion relativa de los genes SCL y COMT durante las etapas tempranas de la
interaccion.

Este trabajo es el primer reporte mediante microscopia electronica de barrido de los eventos
tempranos ocurridos tras la inoculacion de plantulas de una especie de interés forestal como es
Pinus radiata, con el patogeno Macrophomina phaseolina. La penetracion del patogeno al
interior de la raiz se produce alrededor de las 48 horas post-inoculacion (hpi), siendo evidente
la colonizacion superficial y numerosos puntos de penetracion una vez transcurridas las 72
hpi. La eficiencia del fotosistema Il muestra variaciones una vez ocurridos estos sucesos,
concretamente una disminucién de los valores F./Fy, a partir de las 120 hpi. Los resultados
demuestran la virulencia del patdgeno a las pocas horas una vez ocurrido el contacto con la
raiz, y como este hecho provoca un estrés fisioldgico en la planta. A pesar de lo anteriormente
descrito, a nivel transcripcional no se observaron diferencias significativas en la acumulacion

de los transcritos correspondientes a los genes SCL y COMT en plantulas inoculadas.



Abstract

In plant-pathogen interactions, the recognition of pathogen activates intracellular
signaling and the expression of transcription factors that regulate cellular responses to stop
the spread of the pathogen. Among these transcription factores are 'master switch' genes that
activate late gen expression . The knowledge of these molecular mechanisms will provide
tools to breeding programs for the development of strategies to obtain disease-resistant
varieties or clones.The transcriptome study allows us to know whether these genes are
expressed after pathogen attack, as well as their expression pattern at different times.
Currently, it is possible that some emerging diseases increase in incidence and prevalence, as

in the case of the pathogen Macrophomina phaseolina causing charcoal rot.

This work is intented to know the early events of the interaction of roots of Pinus
radiata with the pathogen Macrophomina phaseolina, which allow us to define and refine
the search for genes of interest that increase or decrease their expression in specific stages of
the host interaction -pathogen. Moreover, how the pathogen inoculation compromised the
seedling physiology by measuring the efficiency of photosystem Il of Pinus radiata needles
was studied. Finally, the relative expression of SCL and COMT candidate genes was

evaluated for early stages of interaction.

This is the first report on early events occurring after the inoculation of seedlings in a
species of forest interest (Pinus radiata), with the pathogen causing charcoal rot
(Macrophomina phaseolina). The penetration of pathogen into the root occurs at 48 hours
post-inoculation, with visible surface colonization and presence of many penetration points
after 72 hours after inoculation. The chlorophyll a fluorescence parameters to show variations
at stages of fungal colonization such a decrease in F,/Fp, values starting from 120 hours post-
inoculation. These results demonstrate the virulence of the pathogen at few hours after contact
with the root and that virulence causes a physiological stress on the plant that results in the
variation of the parameters of the chlorophyll a fluorescence. Significant differences were not

observed in the expression of SCL or COMT genes in inoculated seedlings.
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Introduccion general

Las plantas se encuentran sometidas constantemente a cambios en el medio ambiente,
tales como factores abioticos (radiacion, salinidad, etc.) y factores bioGticos (malezas,
patdgenos, plagas, etc.). Como resultado de las relaciones planta-microorganismo patégeno
aparecen las enfermedades que son debidas a interacciones hospedador-patogeno compatibles
(Glazebrook, 2005). Los agentes causales de enfermedades pueden ser bacterias, hongos,
virus, viroides y fitoplasmas, y los mecanismos de defensa de las plantas frente a estos son
constitutivos o inducibles (Odjakova y Hadjiivanova, 2001). La infeccién por fitopatdgenos
conduce a cambios en el metabolismo secundario basado en la induccion de los mecanismos
de defensa asi como a cambios en el metabolismo primario que afectan el crecimiento y
desarrollo de la planta, y dependiendo de si el patdgeno es biotrofo o necrotrofo las vias
metabdlicas defensivas activadas van a ser diferentes (Berger et al., 2007a). La defensa exitosa
depende del reconocimiento temprano del patégeno y de la activacion de respuestas defensivas
adecuadas (van Verk et al., 2009). Tras un primer contacto con el patégeno o con elicitores y
otros tipos de moléculas se activa la produccion de moléculas sefial tales como acido
jasmoénico (JA) o etileno (ET), la fosforilacion/desfosforilacion de proteinas asi como de
especies reactivas de oxigeno (Berger et al., 2007a). Esto conduce a la regulacion de la
expresion génica y la induccién de respuestas de defensa, por ejemplo, la acumulacién de
fitoalexinas y proteinas relacionadas con la patogénesis (proteinas PR) (Ahuja et al., 2012),
engrosamiento de la pared celular, produccién de especies reactivas de oxigeno, produccion de
lipooxigenasas, etc. (Hammond-Kosack y Jones, 1996).

Deteccion de patégenos y vias de transduccion de la sefial

El sistema de reconocimiento de patdgenos consiste en receptores de membrana que
reconocen moléculas de los patdgenos que son presentadas por este durante el proceso
infectivo, y proteinas de resistencia intracelulares para reconocer proteinas efectoras del
patdgeno en las células hospedadoras. Estas proteinas efectoras son las NB-LRR (proteinas

con repeticiones ricas en leucina) cuya funcion principal es reconocer diversas proteinas del
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patdgeno e iniciar una respuesta defensiva, incluyendo la activacion de factores de
transcripcion (Elmore et al., 2011). En un trabajo desarrollado por Zhang y Wang (2005), se
encontrd que la superfamilia de los factores de transcripcion WRKY estaban implicados en
muchos procesos, entre ellos el estrés abidtico y biotico. Ademas, concluyeron que eran
inducidos tempranamente y que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
entre ellos en el pino, entre otros vegetales, y este ha sido encontrado concretamente en Pinus
radiata D. Don frente a la infeccion por el patdégeno Diplodia pinea (Desm.) Kickx. (Frias,
2012). Otro factor de transcripcion implicado en la respuesta frente a estrés es el SCL (Scare
Crow Like Factor) (Gosal et al., (2009), y que también esta implicado en la defensa de P.
radiata frente a D. pinea (Frias, 2012). En la Figura 1 se muestra un modelo de la sefializacion
en la interaccion planta-patgeno.

Hongo + Receptor

I Sefiales secundarias

Citoplasma

-;I Fotosintesis
-;) Genes estructurales
Metabolitos secundarios

Proteinas PR

Figura 1. Modelo de sefializacion intracelular en la interaccion planta-patogeno.
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Alteraciones estructurales

Debido a la presencia y reconocimiento del patégeno es comun, como mecanismo de
defensa inducido por patogenos el reforzamiento de la pared celular mediante la deposicion de
nuevo material sobre esta, constituyendo estructuras denominadas papilas (Nicaise et al.,
2009), cuya composicion varia entre especies, pero que estid constituida basicamente por
calosa, lignina y proteinas estructurales de pared celular (Zeyen et al., 2002). La deposicién de
lignina sobre las paredes celulares esta entre los principales mecanismos de defensa
estructurales a nivel de pared celular vegetal (Freeman et al., 2014). En especies forestales del
género Eucalyptus ha sido observada la biosintesis de lignina en paredes celulares secundarias
en zonas de heridas o de ataques por patégenos (Hawkins y Boudet, 2003). Una de las
principales enzimas de la ruta biosintética de la lignina es la Acido Cafeico 3-O-
metiltransferasa (COMT) (Eckardt, 2002).

Alteraciones metabdlicas

Metabolismo primario

El ataque de patdgenos resulta en una disminucion de la tasa fotosintética (Kocal et al.,
2008) y, como consecuencia, pérdidas en la produccion. La fluorescencia de la clorofila es un
marcador muy sensible para conocer la eficiencia de la fotosintesis, proceso que es afectado
por la exposicion al patdgeno. Pero la infeccidn por patdgenos no solamente provoca cambios
en la fluorescencia de la clorofila, sino también en la acumulacién de azlcares y en el
metabolismo de los productos fotosintéticos (Berger et al., 2007a). Ademas, en las
interacciones planta-patdgeno sugieren se ve afectado el proceso de intercambio gaseoso,
debido al cierre estomatico que termina por disminuir la tasa de fotosintesis neta (Omari et al.,
2001). Esto se ve apoyado por otros estudios en especies forestales donde también se muestran
diferencias significativas en los parametros de intercambio gaseoso entre plantas susceptibles
infectadas y no infectadas (Alonso et al., 2011). La afectacion en el proceso fotosintético

medido mediante fluorescencia, puede ser detectado incluso antes de la aparicion de los
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sintomas especificos de la enfermedad, como se ha demostrado mediante medida de la misma
con fluorimetros y técnicas de imagen (Sebela et al., 2012).

La energia luminica es absorbida por la clorofila y empleada en fotosintesis, el exceso
de energia es disipado en forma de calor o emitido como fluorescencia. El desvio de la energia
a uno de estos procesos va en detrimento de los otros dos. La fluorescencia tiene una longitud
de onda mayor que la absorbida por la clorofila, y puede ser medida por exposicion de la hoja
de una planta a luz de una longitud de onda definida y medir la luz emitida a longitudes de
onda mas largas (Maxwell y Johnson, 2000). La fluorescencia de la clorofila a aporta
basicamente informacion sobre la eficiencia del fotosistema Il (FSII), el cual es indicativo de
la tasa de fotosintesis. El dafio del FSII es a menudo el primer sintoma de estrés y el que mas
dafio sufre inducido por luz. Esta medida da la posibilidad de conocer el rendimiento
fotosintético, en condiciones en las que otros métodos podrian fallar (Maxwell y Johnson |,
2000).

Metabolismo secundario y proteinas relacionadas con la patogénesis

Las plantas producen una alta diversidad de metabolitos secundarios para protegerse
frente a los predadores y los microorganismos patdgenos, algunos de los cuales también estan
implicados en las respuestas frente a factores de tipo abi6tico, en la comunicacion de sefiales
con otros organismos (Schafer et al., 2009, citado por Mazid et al., 2011). Los tres grupos
mayoritarios de metabolitos secundarios son terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, etc.),
fenoles (flavonoides, taninos, etc.) y compuestos con nitrdgeno y azufre (fitoalexinas,
defensinas, etc.) (Mazid et al., 2011).

En ultimo término las respuestas defensivas de las plantas estan representadas por las
proteinas PR (proteinas relacionadas con la patogénesis), las que se acumulan en respuesta a
patogenos, estreses abioticos y resistencia sistémica adquirida. Son varias las especies
forestales donde se han descrito estos genes y sus proteinas como Pinus spp. Eucalyptus spp.,
Populus spp., etc. Concretamente, en Pinus han sido encontradas quitinasas (familia PR-3),
proteinas tipo taumatina (familia PR-5), peroxidasas (familia PR-9), miembros de la familia
PR-10, proteinas transportadoras de lipidos (familia PR-14), proteinas 14-3-3 y lectinas, entre
otras (Veluthakkal y Ghosh, 2010).
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Estudio del transcriptoma en infecciones por patégenos

Para una mejor comprension de las relaciones entre el genoma y las funciones
celulares se estudian los productos del genoma: ARNSs expresados y proteinas. Las proteinas
puede ser que no alberguen toda la historia celular, ya que son dinamicas, interactian con
moléculas, sufren cambios post-traduccionales, etc. Estudiar los ARNm, ayudara a establecer
relaciones entre el cddigo genético y las moléculas funcionalmente activas. Todas las células
tienen los mismos genes, pero no en todas existe el mismo patrén de expresion y esto se
traduce en una amplia variedad de diferencias fisicas, bioquimicas y del desarrollo en células y
tejidos y podrian jugar un papel muy importante en los estadios sano y enfermo. El
transcriptoma no cuenta unicamente con el estudio de los ARNm, sino también de otros tipos
de ARN (Adams, 2008).

La identificacion de las vias defensivas a nivel bioquimico y genético en los
patosistemas de arboles estd comenzando a ser tratadas, pues son importantes desde el punto
de vista ambiental y ecoldgico. Los mecanismos fisioldgicos y bioguimicos en plantas lefiosas
perennes en respuesta a los patégenos son homélogos al género modelo Arabidopsis, pero su
metabolismo secundario y sus estrategias de supervivencia divergen. La domesticacion
limitada de las especies forestales hace que sus mecanismos moleculares sean menos
comparables con las especies cultivadas. Se ha sugerido que la posible diferencia en los
programas genéticos que responden a patdgenos en especies anuales y perennes podrian tener
un patrén espacial y temporal de regulacion génica (Veluthakkal y Ghosh, 2010).

El mayor inconveniente a la hora de descifrar de los fendmenos moleculares que
ocurren en los arboles se atribuye a los largos tiempos de generacién y al gran tamafio de
arboles adultos (Elfstrand et al. 2001). Durante el estudio de estas interacciones planta-
patdgeno se han reportado numerosas familias génicas que aumentan o disminuyen su
expresion, como genes que codifican enzimas implicados en la via fenilpropanoide, proteinas
fungicidas, proteinas de shock térmico, proteinas reguladoras y proteinas relacionadas con la
patogénesis (Veluthakkal y Ghosh, 2010), asi como factores de transcripcion del tipo WRKY
(Zhang y Wang, 2005) o SCL (Gosal et al., 2009).

Los factores de transcripcion son los encargados de regular la expresion del genoma
ante las sefiales ambientales y fisiologicas. Estan codificados por unos pocos genes
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denominados “master switch” o genes maestro, que regulan la expresion de varios otros, lo
que lleva a la activacion de mecanismos adaptativos complejos, y por lo tanto representan
importantes dianas moleculares para la mejora genética de las plantas frente a los diferentes
estreses (Khong et al., 2008). Estos genes principales han sido principalmente identificados en
la especie agricola Oryza sativa L. (Singh et al., 2012).

El estudio temprano del transcriptoma de la planta revel6 que muchos genes asociados
a la fotosintesis son reprimidos después del ataque de un agente bidtico (Berger et al., 2007b).
En una investigacion desarrollada por Bilgin et al., (2010) se observd que los genes que
codifican proteinas de los centros de reaccién del fotosistema | (FSI) y FSII, ATP sintasa y
varios elementos del complejo de captacion de luz (LHCII) asociados con el FSII
disminuyeron su expresion por el dafio bidtico. Sin embargo, otros genes como la ferredoxina
aumentaron su expresion (Bilgin et al., 2010).

Otros estudios transcriptomicos se han llevado a cabo para conocer como varia la
expresion en los genes del metabolismo primario y en genes del metabolismo secundario,
especialmente los relacionados con la defensa en varios géneros de coniferas, entre ellos,
Picea (Johnk et al., 2005) y Pinus (Adomas et al., 2007) posterior a la infeccion con
patégenos fangicos. Johnk et al. (2005) estudié los mecanismos de defensa, mediante la
acumulacion de transcritos, de las raices de picea noruega cuando esta fue inoculada con
Ceratobasidium bicorne Erikss. y Ryv, y encontr6 diferentes isoformas de peroxidasas,
glutation s-transferasa y quitinasas de clase 1V, junto con las proteinas de resistencia NB-LRR.
Frias (2012) estudio la expresion de varios genes relacionados con defensa (genes PR) y los
factores de transcripcion WRKY y SCL en P. radiata tras inoculacion con D. pinea. Por otro
lado, la Acido Cafeico 3-O-metiltransferasa es una de las principales enzimas para la
biosintesis de pared celular (Eckardt, 2002) y se ha visto que el precursor del enzima se

acumula en mutantes de A. thaliana (Quentin et al., 2009).

Tiempos de medida de los niveles de expresion

Hasta la fecha muchos de los estudios transcriptomicos llevados a cabo para estudiar la
expresion génica cuando la planta es infectada por un patdgeno utilizan tiempos de muestreo

que oscilan, en general, entre las 24 h y varios dias post-inoculacion (Adomas et al., 2007).
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Sin embargo, hay pocos estudios donde se considera la evaluacion de las respuestas defensivas
a nivel de transcripcion de forma temprana, es decir, a las pocas horas una vez transcurrida la
inoculacion. Seidenberger et al., (2005) realizan la toma de muestras en tiempos méas cercanos
a la inoculacion desde las 6 h hasta las 168 hpi. En un estudio transcriptébmico de raices de
Medicago truncatula Gaetn. infectadas con M. phaseolina las muestras fueron tomadas entre
las 24 y las 48 h (Mah et al., 2012).

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

M. phaseolina (Tassi.) Goid. es una especie de hongo, patdégeno de suelo, causante del
marchitamiento de las plantulas y de la podredumbre carbonosa de raices, tallo y vainas de
mas de 500 especies de plantas (Sinclair, 1982). Afecta a especies agricolas, arboles frutales,
malas hierbas (Songa y Hillocks, 1996) y coniferas (McCain y Scharpf, 1989). También
genera podredumbre carbonosa en especies de pino como P. radiata (Mufioz, 2006).

Este hongo se encuentra distribuido por todo el mundo, siendo su incidencia y
prevalencia mas alta en paises tropicales y subtropicales con climas aridos o semiaridos. En
Chile la enfermedad fue por primer vez reportada en viveros forestales de P. radiata D. Don
en 1983 (Butin y Peredo, 1986), y se sabe que muchas especies nativas de los géneros
Araucaria o Nothofagus, entre otras, son también susceptibles al patégeno (Hinojosa, 1997), y
en Espafa parece ser importante Gnicamente en especies de interés agricola como Glycine max
L. Merril (Jiménez-Diaz y Montes-Agusti, 1974), entre otras, pues hasta la fecha no ha sido

reportado ningun caso en especies forestales (comunicacion personal).

Ciclo de enfermedad y factores de virulencia

M. phaseolina es un hongo que persiste en el suelo en forma de microesclerocios
(Figura 2) durante largos periodos de tiempo, hasta aproximadamente 15 afios, donde resisten
condiciones ambientales adversas (Short et al., 1980). Una vez que se produce el contacto de
los microesclerocios con las raices en crecimiento, estos germinan, comienza el crecimiento
superficial de las hifas y estas penetran la epidermis de la corteza radicular. El hongo continta

la colonizacién por la corteza y alcanza la raiz principal, degradando el tejido radicular y las
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plantulas frenan su crecimiento, muestran clorosis y finalmente mueren. En los ultimos
estadios del ciclo se forman pequefios esclerocios de color negro en la corteza interior de las
raices y de la parte inferior del tallo. Cuando la planta muere, los microesclerocios son
liberados, y servirdn como nuevo indculo primario para las nuevas plantulas (Smith et al.,
1969). La germinacion de los microesclerocios es estimulada por exudados radiculares de sus
hospedadores (Papavizas, 1977) y el que ocurra o no el ciclo de vida completo del patdgeno es
influenciado por ciertos componentes abidticos como el estrés hidrico y temperaturas elevadas
(30-40° C), que potencian el inicio y severidad de la enfermedad (Meyer y Sinclair, 1974). Los
modelos de cambio climatico indican que las temperaturas medias aumentaran 3-5 °C en los
préximos 50-100 afios (IPCC 2007), lo que provocara mayores periodos de sequia y olas de
calor (IPCCM 2008) y esto favorecera el ciclo de vida de este patégeno. En la Figura 3

aparece representado el ciclo de enfermedad del patdgeno.

Figura 2. Microesclerocios de M. phaseolina sobe medio APD.
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Figura 3. Ciclo de vida del patdgeno M. phaseolina. Adaptado de Smith et al., (1969)
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Los efectos nocivos de M. phaseolina sobre las plantulas vienen determinados por un
grupo de factores de virulencia que inician y permiten el desarrollo de la infeccion. La
penetracion al interior de la célula hospedadora es llevada a cabo mediante enzimas que
degradan la pared celular. Wang y Jones (1995) determinaron una endoglucanasa que explica
la penetracion al interior de las células sea efectiva. M. phaseolina también produce una serie
de micotoxinas como la asperlina, isoasperlina, formalactona, acido faseolinico y faseolinona
(Dhar et al., 1982, citado en Kaur et al., 2012). Han sido identificadas numerosas enzimas que
degradan carbohidratos (esterasas), enzimas que degradan lignina (lacasas, lignina peroxidasa,
etc.) y micotoxinas considerandolo como uno de los patdgenos necrotrofos mas destructivos
(Islam et al., 2012).

Sintomas de la infeccién

M. phaseolina es el agente causal de la podredumbre carbonosa pero, en algunas
ocasiones, puede provocar damping-off o caida de las plantulas (Barnard, 1996). A partir de
lesiones iniciales hay una expansién que termina con el marchitamiento de la planta (Kaur et
al., 2012). Los sintomas que se observan en las raices son el ennegrecimiento de la parte distal
de la raiz principal y las raices laterales, mientras que los sintomas de la parte aérea son
detencion del crecimiento, clorosis, marchitez o muerte (Smith et al., 1989, Shaner et al.,
1999).

Interaccion M. phaseolina-hospedadores

Los primeros estudios llevados a cabo para conocer la interaccion de M. phaseolina en
raices de G. max (Ammon et al., 1974, 1975). El estudio a nivel de superficie de las raices
revel6 detalles del tiempo de germinacion de los microesclerocios, del patron de crecimiento
de las hifas y de la formacion de los apresorios (Ammon et al., 1975). Investigaciones
posteriores han intentado conocer mas sobre la evolucion temporal y espacial del proceso
infectivo de este patdgeno. Joye y Paul, (1992) estudiaron la interaccion de M. phaseolina con
la planta acuatica Hydrilla verticillata (L.F.) Royle reportaron que en menos de 40 horas tras
la inoculacion ocurre la penetracion de la pared celular, observandose una colonizacion

evidente después de las 196 hpi. Bressano et al., (2010) observaron periddicamente la
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penetracion de las raices de soja, asi como la colonizacion interna tanto intercelular como
intracelular. Gaige et al., (2010) empleo la especie M. truncatula y como inoculo de M.
phaseolina los esclerocios, y observé la germinacion y la penetracion de las raices 1 dia post-
inoculacion, la colonizacion una vez transcurridos 2 dias de la inoculacién, y la formacién de

nuevos esclerocios a los 3 y 4 dias post-inoculacion (dpi).

Estudios transcriptémicos en plantas infectadas con M. phaseolina

Mah et al. (2012) emplearon el patosistema M. truncatula — M. phaseolina para
estudiar las respuestas a nivel molecular. En un estudio previo de Gaige et al. (2010), las
plantas infectadas mostraban sintomas de marchitamiento y decoloracién de las hojas un dia
después de la inoculacion y muchas de las plantas morian a los cuatro dias después de la
infeccion. Los estudios de microscopia revelaron que la penetracion del patdégeno se producia
a las 24 h y la colonizacion era rapida transcurridas las 36-48 h (Mah et al., 2012). Analizaron
el transcriptoma de las raices de M. truncatula inoculada con M. phaseolina en la etapa de
penetracién del patégeno (24 h) y en las etapas de colonizacién (36 y 48 h) y fueron
estudiados principalmente genes relacionados con el metabolismo secundario (Mah et al.,
2012).
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Pregunta de investigacion

Después de inocular raices de plantulas de P. radiata con M. phaseolina, ¢cudl es el
evento del ciclo de enfermedad donde se detectan los primeros cambios a nivel de la eficiencia
del fotosistema Il y de expresion de los genes SCL y COMT?

Hipotesis

Los cambios a nivel de la eficiencia del fotosistema Il y de expresion de los genes SCL
y COMT se producen luego de que ocurre la penetracion de M. phaseolina en el tejido
radicular de P. radiata.

Objetivo general

Identificar el evento del ciclo de enfermedad que determina el inicio de cambios a
nivel de la eficiencia del fotosistema Il y de expresion de los genes SCL y COMT luego de

inocular tejido radicular de P. radiata con M. phaseolina.

Objetivos especificos

e Definir un sistema experimental de inoculacion de plantulas de P. radiata con M.

phaseolina y caracterizar las primeras fases de la interaccion planta-patdgeno.

e Relacionar los cambios ocurridos a nivel histolégico con los cambios en la

eficiencia del fotosistema Il y de expresién de los genes SCL y COMT.



21

Capitulo I: Eventos tempranos en la inoculacion de plantulas de
Pinus radiata con Macrophomina phaseolina y variaciones en la
eficiencia del fotosistema II

Introduccion

Las plantas son afectadas por factores abidticos (estrés hidrico, salino,...) , y bidticos
(microorganismos, insectos,...) que determinan su éxito en el medio ambiente. Muchos de
estos microorganismos se comportan como patdgenos, y el resultado de las interacciones
planta-microorganismo patdégeno compatibles es la aparicion de enfermedades (Glazebrook,
2005). Entre los microorganismos patdgenos en plantas encontramos hongos, bacterias, virus,
nematodos y otros parasitos (Okubara y Paulitz, 2005). Los hongos se clasifican en funcion de
su relacion con el hospedero en necrotrofos, que se alimentan de tejidos muertos, y biotrofos,
que viven a expensas de los tejidos de un hospedador vivo (Glazebrook, 2005).

Estas interacciones planta-hongo patégeno conducen a cambios a nivel de metabolismo
primario que afectan al crecimiento y al desarrollo (Berger et al., 2007), y a nivel del
metabolismo secundario (Mazid et al,. 2011), y frente a los ataques por patdgenos las plantas
responden con mecanismos de defensa constitutivos o inducibles (Odjakova y Hadjiivanova,
2001). En cuanto al metabolismo primario, el ataque de patdgenos resulta en una disminucion
de la tasa fotosintética (Kocal et al,. 2008). La fluorescencia de la clorofila a y los pardmetros
a través de los cuales se mide (Fo y F./Fm) son marcadores muy sensibles para conocer la
eficiencia fotosintética (Maxwell y Johnson, 2000) y este proceso se ve afectado por la
exposicion a patogenos (Luque et al., 1999, Wagner et al., 2006, Alonso et al., 2011).

Por otra parte, los hongos pueden provocar enfermedad en cualquier tejido u 6rgano de
la planta, y en funcién de esto pueden ser clasificados en hongos patdgenos foliares y hongos
patogenos de raices (Okubara y Paulitz, 2005). Los patdgenos necrotrofos de las raices no
poseen un alto grado de especificidad por el hospedador, como ocurre en los patdgenos
biotrofos de hojas y raices. Entre los hongos patdgenos del raices encontramos a los géneros
Rizhoctonia, Phytium, Phytophthora (Okubara y Paulitz, 2005), Macrophomina (Kaur et al.,
2012), entre otros. Muchos de estos hongos son capaces de penetrar a través de la epidermis de

la raiz y tienen estructuras de resistencia cuando el hospedador no esta presente (Okubara y
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Paulitz, 2005). No obstante, debido a que la interaccion ocurre en el suelo, es dificil conocer

cémo se desarrollan los procesos de infeccion y colonizacion (Bais et al., 2006).

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid es un hongo necrotrofo del suelo que causa la
podredumbre carbonosa en mas de 500 especies de plantas, (Kaur et al., 2012), afectando
entre otras a especies de coniferas (McCain y Scharpf, 1989). Pinus radiata D. Don es una de
las especies de coniferas méas afectada por el patdgeno (Mufioz, 2006). Este patdgeno tiene
distribucion mundial, y su incidencia y prevalencia es mayor en regiones tropicales y
subtropicales con climas aridos y semiaridos. En Chile, la enfermedad fue reportada por
primera vez en viveros forestales en 1983 (Butin y Peredo, 1986), y las especies nativas
también han mostrado susceptibilidad al patégeno (Hinojosa, 1997). Los sintomas en las raices
son ennegrecimiento de la raiz principal y las raices laterales, y en la parte aérea detencion del
crecimiento, clorosis, marchitamiento y muerte, y la mayoria de estos no son detectados en los
primeros estadios de la infeccién (Smith et al., 1989).

M. phaseolina es un hongo que persiste en el suelo en forma de microesclerocios
durante largos periodos de tiempo, hasta aproximadamente 15 afios (Short et al., 1980). Una
vez ocurre el contacto de los microesclerocios con las raices en crecimiento, estos germinan,
comienza el crecimiento superficial de las hifas y estas penetran la epidermis radicular. En G.
max la penetracién se produce por un mecanismo de presion mecénica generada por los
apresorios (Ammon et al., 1975) o hifopodios (Chowdury et al., 2014). Una vez ha penetrado,
el hongo continGa la colonizacion (Ammon et al., (1974) y alcanza el tejido vascular
(Chowdury et al., 2014), las plantulas frenan su crecimiento, muestran clorosis y finalmente
mueren. En los dltimos estadios del ciclo se forman pequefios microesclerocios de color negro
en la corteza interior de las raices y de la parte inferior del tallo. Cuando la planta cae al suelo,
los microesclerocios se liberan al suelo y serviran como nuevo indculo primario para las
plantulas (Smith et al., 1969). El que ocurra o no el ciclo de vida completo del patdgeno se ve
influenciado por ciertos componentes abioticos que potencian el inicio y severidad de la
enfermedad como los exudados radiculares (Smith (1969), el estrés hidrico y temperaturas
elevadas (30-40° C), (Meyer et al., 1974).
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El objetivo de este estudio fue definir un sistema experimental de inoculacion de
plantulas de P. radiata con M. phaseolina, caracterizar las primeras fases de la interaccion
planta-patdgeno y relacionar los cambios ocurridos a nivel histolégico con los cambios en la

eficiencia del fotosistema I1.

Materiales y métodos

Material vegetal

Esterilizacion previa de la superficie de las semillas con peroxido de hidrégeno al 30%
durante 15 minutos y enjuagado tres veces con agua destilada estéril durante 10 minutos.
Posteriormente, las semillas fueron embebidas en agua durante 24 horas y otras 24 horas en
una solucion de giberelinas (GA3) a una concentracion de 300 mg/L. Una mezcla de semillas
de P. radiata fueron germinadas siguiendo el método descrito previamente por Adomas et al.,
(2007) modificado: esterilizacion previa de la superficie de las semillas con peroxido de
hidrogeno al 30% durante 15 minutos y enjuagado tres veces con agua destilada estéril durante
10 minutos. Se sembraron en medio agar agua al 1%. Se incubaron posteriormente a 20°C en
oscuridad hasta la germinacion. Las plantulas fueron transferidas a camara de crecimiento con

fotoperiodo de 16 horas y temperatura de 25° C hasta los 25 dias de edad.

Patdgeno y produccion de in6culo

La cepa de M. phaseolina que se emple6 en la inoculacion se aislo a partir de suelos
donde estaba presente P. radiata. M. phaseolina se crecié en medio semisolido de agar-patata-
dextrosa (APD) a una temperatura de 25° C. Los microesclerocios fueron producidos en
matraces con caldo-patata-dextrosa (CPD) a partir de discos de micelio durante 21 dias en
oscuridad a una temperatura de 31° C. Posteriormente, se secaron y tamizaaron entre 45y 200

um.

La viabilidad se realizé sobre medio APD depositando microesclerocios individuales

sobre el medio y sobre raices de plantulas de P. radiata, y en ambos casos fueron incubadas a
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25° C. Se calculd la viabilidad de los microesclerocios como porcentaje de germinacion de 30
microesclerocios en medio APD y de 20 microesclerocios sobre la superficie de las raices de

las plantulas por medio de lupa binocular.

Método de inoculacion

El procedimiento de inoculacion fue el siguiente (Figura 4): las raices de las plantulas
de 25 dias de edad se sumergieron en carboximetilcelulosa (CMC) al 1%, se transfirieron a
una placa de Petri con papel filtro himedo estéril y se inocularon a lo largo de 1 cm a partir
del apice, depositando 10 microesclerocios sobre cada raiz (Figura 4A). Las plantulas control
fueron unicamente sumergidas en CMC al 1% (Figura 4B). La zona de las raices se cubrié con
papel de aluminio. A continuacién, se incubaron las plantulas a 25° C hasta la toma de

muestras.

Figura 4. Sistema de inoculacién de raices de plantulas de P. radiata con microesclerocios de M.
phaseolina. A) Raiz de plantula inoculada de P. radiata. B) Raiz de plantula control de P. radiata.

Evaluacion del proceso de infeccion

Se tomaron las raices a distintos tiempos post-inoculacion 6, 12, 24, 36, 48 y 72 h, y se
fijaron con glutaraldehido 2.5 %. Luego se lavaron en buffer fosfato, se deshidrataron con
alcohol y fueron sometidas a secado a punto critico. Finalmente, las muestras fueron

observadas con el microscopio. Se evaluaron dos réplicas por cada tiempo de muestreo.
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Evaluacién de la eficiencia del fotosistema 11

Se midio la fluorescencia de la clorofila a en plantulas control y en plantulas
inoculadas con Handy PEA (Hansatech, UK), a varios tiempos post-inoculacién (0, 12, 24, 48,
72, 96, 120 y 144 h). El pardmetro empleado para evaluar la eficiencia del FSII fue F./Fn =
[(Fm-Fo)/Fm] (Rosenqvist y van Kooten, 2003). En primer lugar se determind la fluorescencia
inicial (Fo) por exposicién de las aciculas de la plantula a 6 pmol/m?.s. Posteriormente, se
aplicé un pulso de luz saturante de 9000 pmol/m?2.s durante 0.8 s para determinar el maximo
de emisién de fluorescencia (Fy). Se recopilaron los datos de tres réplicas por tratamiento

correspondientes a Fo, Fy, Fm, Tm Y Fu/Fr aportados por el fluorimetro.

Figura 5. Sistema de medida de fluorescencia de clorofila a en aciculas de P. radiata.

Analisis de datos

El analisis estadistico de los datos para la eficiencia del fotosistema Il fue realizado
con un ANOVA de dos vias. Se realizé el test LSD de Fisher para encontrar las diferencias
entre los diferentes tratamientos y tiempos post-inoculacion. El andlisis se llevo a cabo

mediante el software estadistico Infostat version 2013.
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Resultados

Pruebas de viabilidad de los microesclerocios

La viabilidad de los microesclerocios de M. phaseolina se evalud sobre placas de
medio APD vy sobre raices de plantulas a las 24 y 48 hpi (Figura 6). En medio APD (Figura
6A), el porcentaje de germinacién de los microesclerocios fue del 83% a las 24 h y aumento
hasta un 93% a las 48 hpi. Las pruebas de viabilidad realizadas sobre raices de plantulas

(Figura 6B) mostraron que el porcentaje de germinacion de los microesclerocios fue cercano

al 36 % a las 24 h, mientras que aumenté hasta el 83 % a las 48 h

Figura 6. Pruebas de viabilidad de M. phaseolina. A) Microesclerocio germinado sobre APD y
crecimiento de las hifas sobre la superficie del medio (flecha). B) Microesclerocio germinado

creciendo sobre la superficie de la raiz de P. radiata (flecha).

Germinacion de microesclerocios y crecimiento del patégeno

Se estudid6 mediante microscopia electronica de barrido la evolucion del proceso
germinativo de los microesclerocios y el crecimiento de las hifas de M. phaseolina sobre la
superficie de las raices, asi como el evento de penetracion en los diferentes tiempos post-
inoculacion. El tamafio de los microesclerocios con los que se inocularon las raices vario entre
los 45 y 200 um. Las plantulas control e inoculadas no mostraron ningan tipo de
sintomatologia provocada por el patdgeno durante el tiempo que dur6 el ensayo. Transcurridas

6 hpi los microesclerocios permanecieron sin signos de germinacion (Figura 7A). A las 12 hpi
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unos pocos microesclerocios comenzaron a emitir los tubos germinativos a partir de los que se
produjo el desarrollo y crecimiento de las hifas (Figura 7B). Transcurridas 24 hpi se observo
un mayor nimero de microesclerocios germinados y un mayor tamafio en longitud de las hifas
(Figura 7C). A las 36 hpi las hifas continuaron su crecimiento y se observo por primera vez el
contacto de las hifas con la superficie de la raiz (foto no mostrada). La germinacion fue
vigorosa, con mayor numero de hifas por microesclerocio a las 48 hpi, al igual que comenzo el
crecimiento de las hifas sobre la superficie y, por tanto, la colonizacion de las misma (Figura
7D). En este tiempo también pudo observarse la adhesion de la hifa, la formacion de una
estructura de aspecto hinchado similar al apresorio, y se presume la penetracién al interior de
la raiz (Figura 7E y 7F).

Es a las 72 hpi cuando se observo un mayor nimero de microesclerocios germinados y
una mayor colonizacién de la superficie radicular (Figura 8A), ademéas de observarse
numerosas estructuras parecidas a apresorios y puntos de penetracion del patégeno (Figura 8B,
8C y 8D). También pudo observarse un agrupamiento de hifas sobre la superficie (Figura 8C).
Por otra parte, las raices empleadas como controles se encontraban sin la presencia del
patégeno (Figura 8E y 8F). A la vista de los resultados, no existe un patrén de crecimiento
definido de las hifas del hongo sobre la superficie de la raiz de las plantulas de P. radiata
(Figura 8A).

En cuanto al tamafio de las hifas, este aumentd progresivamente a medida que
transcurrio el tiempo tras la inoculacién. A las 12 hpi las hifas tenian una longitud aproximada
de 60-80 um (Figura 7B) y a partir de las 36 hpi la longitud de estas hifas super6 los 300 pm
(Figura 7D, 8A).
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Figura 7. Interaccion a las 6, 24, 36, 48 hpi. A) 6 hpi. con microesclerocios (flechas). B) 12 hpi.
Microesclerocio con varios tubos germinativos emergentes (flechas). C) 24 hpi, las hifas
contintan el crecimiento y tienen una mayor longitud. D) Hifas y contacto con la superficie a las
48 hpi. E) Hifa adherida las 48 hpi. F) Adhesién de la hifa, formacion de una estructura similar a

un apresorio y la penetracion de la hifa a las 48 hpi.
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Figura 8. Crecimiento de M. phaseolina sobre la raiz de P. radiata a las 72 hpi. A) Superficie
colonizada externamente por hifas de M. phaseolina. B) Varios puntos de penetracion de una hifa
(flechas). C) Penetracion por aperturas naturales de la raiz (flechas): Agrupaciones de hifas que
recuerdan a las fases iniciales de formacion de microesclerocios (*) y varios puntos de
penetracion (flechas). D) Fase de formacion de estructura similar al apresorio. E y F) Raices

control sin in6culo que no muestran signos.
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Eficiencia del fotosistema 11

En el anexo | muestra los pardmetros Fo y F./Fr, para plantulas control e inoculadas
hasta las 144 hpi. Estos pardmetros son normalmente empleados como indicativos de estrés,
los cuales permiten estimar la eficiencia del FSII. En las plantulas no inoculadas, el valor
F./Fm se acerco al valor esperado 0,83 bajo condiciones normales. Las plantulas inoculadas
mostraron una mayor variacion en estos parametros, especialmente transcurridas las 96 hpi
donde se observo una tendencia creciente en el valor Fq y una disminucion en los valores para
Fu/Fn.

Los valores de Fo se mantienen invariables en las plantulas control, pero se observo
una tendencia al aumento en las Ultimas horas tras la inoculacion (Figura 9). EIl ANOVA de
dos vias entregd un p-valor < 0.05 en el caso del tratamiento (Anexo II), no mostrando
diferencias significativas debido al factor tiempo ni a la interaccion de ambos factores (p-valor

> 0.05).
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Figura 9. Grafico de los valores medios de F, en plantulas de P. radiata control e inoculadas con

M. phaseolina en los diferentes tiempos post-inoculacion.

La representacion grafica de los valores F,/F, mostrd una tendencia a la disminucién a
partir de las 120 y 144 hpi, aunque se observaron diferencias a las 96 hpi (Figura 10). El
analisis estadistico de datos mediante ANOVA de dos vias para Fv/Fm entrego p-valor < 0.05
para ambos factores y para la interaccién, indicando que existian diferencias significativas

entre ambos tratamientos y que esto dependia del tiempo durante el cual estaban en contacto la
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raiz y el patogeno. El test LSD de Fisher mostrd que las diferencias significativas se

concentraban en las plantulas control e inoculadas una vez transcurridas las 120 y 144 hpi

(anexo I11).

Fv/Fm 0,840 -
0,820 - >
0,800 | _ ) . I I I I ] *
0,780 -
0,760 - Fv/Fm controles
0,740 - i MW Fv/Fm inoculadas
0,720 -
0,700 - T T T T T T T i

0 12 24 48 72 96 120 144

Tiempo (h)

Figura 10. Gréafico que muestra los valores medios de F,/F,, en plantulas de P. radiata control e

inoculadas con M. phaseolina en los diferentes tiempos post-inoculacion. *p-valor < 0.05

Discusion

Fue necesario llevar a cabo pruebas de viabilidad de los microesclerocios para conocer
su supervivencia y capacidad germinativa bajo las condiciones ensayadas. Los resultados
obtenidos a partir de estas pruebas muestran que mas del 80% de los microesclerocios
germinan antes de las 24 h y méas del 90% de los microesclerocios lo hacen antes de las 48 h
sobre medio APD. También fueron realizadas pruebas de viabilidad sobre raices de plantulas
de 20 dias de edad para comprobar que la germinacion también ocurre en estas condiciones de
crecimiento in vitro obteniéndose valores de germinacion de 36% a las 24h y 83% a las 48 h.
Smith (1969) encontro valores similares de germinacion sobre medio APD y Ayanru y Green
(1973) encontraron un 72% de germinacion de microesclerocios a las 15 h sobre medio APD.
Por otro lado, Smith (1969) revelé que la germinacion de los microesclerocios de M.
phaseolina se veia afectada por exudados de las raices de plantulas de 18 dias de edad de
Pinus lambertiana, siendo estos exudados radiculares fundamentales en la epidemiologia de la

enfermedad. En nuestros ensayos, las diferencias observadas en el porcentaje de germinacion
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de los microesclerocios a las 24 h y 48 h entre el ensayo de germinacion sobre APD y sobre
raices de plantulas, podrian deberse al tiempo de difusion de las moléculas que actian como
factores estimulantes y activadores de la germinacién, asi como la concentracion necesaria
para que se produzca la activacion. En las raices de las plantulas, estos compuestos bioldgicos
que actuan sobre la germinacion de los microesclerocios y el crecimiento de las hifas tardarian
mas tiempo en difundir al exterior de la raiz y, por tanto, mas tiempo en contactar con el
patdgeno y en alcanzarse la concentracion necesaria de los mismos, algo que no ocurre con el
medio APD, donde estos compuestos se encuentran mas accesibles y en mayor concentracion.
Estas moléculas activadoras serian principalmente, azlcares y aminoacidos, aunque M.
phaseolina parece responder a los aminoacidos pero no a los azlcares (Smith, 1969), a pesar
de que Ayanru y Green, (1973) mostraron estimulacion de la germinacion mediante mezcla de
aminoacidos y azUcares. Nelson (1991) reporté y confirmé que los aminoacidos de los
exudados de las raices actian como estimulantes de la germinacion de los esclerocios. Los
datos obtenidos no serian extrapolables a experimentos desarrollados bajo condiciones
naturales en campo, donde estarian influenciando numerosos factores como el crecimiento de
la raiz dentro del suelo, el efecto de otros microorganismos de la rizosfera, entre otros.

Este trabajo es el primer reporte del estudio microscopico de la interaccion de M.
phaseolina con una especie de interés forestal. Se estudid la evolucion de la interaccién P.
radiata-M. phaseolina desde el momento de la germinacion de los microesclerocios la
penetracion de las hifas al interior de la raiz. Una vez transcurridas las 12 hpi se observo la
germinacion de algunos microesclerocios, que aumento a las 24 hpi. Gaige et al. (2010),
mediante microscopia oOptica, observaron tiempos de germinacion de los microesclerocios
transcurrido 1 dpi sobre raices de M. truncatula. Los resultados difieren de los obtenidos por
Ammon et al. (1975), que mediante microscopia electrénica de scanning observaron la
germinacion de los microesclerocios a los 3 dpi sobre raices de G. max. La germinacion de los
microesclerocios detectada por Chowdhury et al. (2014) comenz6 una vez transcurridas las 24
h. Hasta las 48 hpi no comienza a observarse el crecimiento extensivo de las hifas sobre la
superficie de la raiz sin un patron de crecimiento definido, como identificaron anteriormente
(Ammon et al. 1975) y las hifas tienden a penetrar en los surcos longitudinales de la raiz. Es

en este tiempo post-inoculacién donde se observan ya los primeros apresorios y puntos de
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penetracion de las hifas al interior de la raiz. Chowdhury et al. (2014) observo un
comportamiento similar en la formacién de estas estructuras. Es esperable que la penetracion
inicial de las hifas en la raiz, observadas en nuestro ensayo, sea a través de los espacios
intercelulares, como report6 Ammon et al. (1974) mediante un estudio de microscopia
electronica de transmision. Ammon et al. (1975) reporté que la penetracion seria debida a
presion mecénica y degradacion quimica de la pared celular. A las 72 hpi ya existia una gran
colonizacion de la superficie radicular y numerosos puntos de penetracion de las hifas al
interior. Se observaron diversos puntos de penetracion de las hifas a través de aperturas
naturales de la raiz, lo que coincide con lo reportado por Ammon et al. (1975). Esta
colonizacion de la raiz fue posterior a la observada por Gaige et al. (2010), donde esta ya
ocurria a los 2 dpi. La formaciéon de microesclerocios sobre las raices en los tiempos post-
inoculacion estudiados no ocurrid, como observaron anteriormente otros autores, Gaige et al.
(2010), Chowdhury et al. (2014), aunque se observaron agrupamientos de hifas sobre la
superficie de la raiz a las 72 hpi, lo que recuerda a las estructuras que comienzan a formarse
anteriormente a la formacién de los microesclerocios. En cuanto a la apariencia visual de las
plantas, no se observaron sintomas; las plantas permanecieron con un aspecto saludable desde
el momento de la inoculacion hasta la toma de muestras. La causa probable de esto seria que la
densidad de indculo (DI) para que el patdgeno cause enfermedad por medio de
microesclerocios fuera demasiado baja, y que las condiciones de humedad y temperatura no
fueran las dptimas. Solo existen algunos reportes de DI de este patdgeno en invernadero y en
campo, donde esta DI se sitla en 25-1000 ufc/g y 50-250 ufc/g de suelo respectivamente
(Gacitta et al., 2013). La temperatura y la humedad son considerados factores clave en el
desarrollo de la enfermedad (Papavizas, 1977). Se puede estimar la velocidad de crecimiento y
avance del patdgeno sobre las raices conociendo el tamafio aproximado de las hifas en cada
tiempo. Debido a que a las 12 hpi el tamafio de las hifas era de 80 um y a las 36 h mayor a 300
um se puede decir que crece, al menos en las primeras etapas, a una velocidad aproximada de
200 um cada 24 horas, siendo esta una de las principales causas de su gran virulencia. Aun asi,
se desconoce la velocidad de avance del patdgeno por el interior de la raiz donde se ha visto
que invaden y crecen por el haz vascular una vez transcurridas 72-74 hpi (Chowdhury et al.,

2014). Finalmente, en las fotografias obtenidas por microscopia electronica de barrido se
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observan diversos artefactos, principalmente grietas en la superficie de las raices e hifas rotas,
debidos posiblemente al proceso de fijacion y deshidratacion de las muestras para su
observacion, como ya reportaron otros autores (Ammon et al., (1975).

Se estudio la variacion en los parametros de fluorescencia, Fo y Fu/Fy, cominmente
empleados para evaluar fotoinhibicion (Valladares y Percy, 1997), y por tanto, estrés en
plantas. El valor F,/Fy, es una medida indirecta de la eficiencia del FSII como indicador del
rendimiento fotosintético, con valores 6ptimos de 0,83, mientras que valores menores a este
son indicativos de estrés. Por otro lado, aumentos en el valor Fq indican dafio inhibitorio por
diversos tipos de estrés (entre ellos altas o bajas temperaturas, estrés hidrico, etc.) (Maxwell y
Johnson 2000).

Los valores obtenidos tras la inoculacion de plantulas de P. radiata con el patdégeno de
raiz M. phaseolina en Fy estan en un rango de valores promedio entre 459,33y 747, y en F./Fn,
en un rango entre 0.726 y 0.815. Estos valores muestran una tendencia al incremento en el
caso de Fo y una tendencia a la disminucion en el caso de F,/F, como muestran las
representaciones graficas, siendo mas evidente en plantulas inoculadas durante las dltimas hpi,
con un mayor tiempo de interaccion entre el patdgeno y la raiz de la plantula. En todos los
casos, plantulas control e inoculadas, los valores promedio de F./Fq, estuvieron desde el inicio
por debajo del valor normal 0,83 lo cual estaria informado de un estrés basal, estando este
provocado por las condiciones de crecimiento in vitro, donde la planta se ve limitada
basicamente de agua y nutrientes.

El anélisis estadistico de los valores Fo de las plantulas muestra diferencias
significativas entre plantulas control e inoculadas, pero no por la duracion de la interaccion, al
menos durante los tiempos ensayados. Se ha comprobado que el parametro Fq tienden a ser
mas alto en plantas inoculadas con patdgenos (Maxwell y Johnson, 2000, Alonso et al., 2011)
y esa es la tendencia que muestran los datos obtenidos en esta investigacion en los ultimos
tiempos post-inoculacion. En el caso del parametro F,/Fn, se observa una disminucion de la
eficiencia del FSII y fotoinhibicion de la fotosintesis, reflejadas en la disminucion significativa
de este parametro a partir de las 120 hpi. Esto estd en concordancia con los datos

anteriormente obtenidos para infecciones por patogenos foliares como Puccinia psidii (Alonso
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et al., 2011, Sebela et al., 2012) y por otros patégenos de raiz como Phytophthora cinnamomi

(Luque et al. 1999) o Fusarium oxysporum (Wagner et al., 2006).

Murchie y Lawson (2013) postularon que, debido a que el valor F,/Fy evalla
unicamente la eficiencia del FSII, el estrés que es provocado en cualquier otra parte de la
planta como pueden ser las raices, no se manifestaria como un cambio en el valor de F,/Fp.
Los resultados obtenidos mediante la inoculacion in vitro de raices de plantulas de P. radiata
con el patégeno de suelo M. phaseolina rebate esta afirmacion pues, como indica el analisis de
datos, los pardmetros de fluorescencia se ven modificados por la induccion de estrés a nivel de
raices, lo cual se evidencia en los valores F,/Fn, entre plantulas control e inoculadas en los
ultimos tiempos post-inoculacién. La explicacion a este hecho pasa por comprender que
ocurre a nivel interno en la raiz tras la inoculacion con el patdgeno. Se sabe que el patdgeno
sigue su avance por el interior de esta, de forma que una vez que penetra la epidermis, pasa a
través de los espacios intercelulares y finalmente invade las células (Ammon et al., 1974).
Entre las células objeto de invasion se encuentran las células xilematicas del haz vascular que
son ocupadas por hifas del hongo que crecen y obstruyen este tejido vascular (Chowdhury et
al., 2014); esto se traduciria finalmente en una incapacidad de transporte de agua de las raices
a las aciculas y, por tanto, la aparicion de estrés hidrico que estaria provocando cambios a
nivel del aparato fotosintético. Este efecto provocado por el patdgeno se haria mas patente a
medida que transcurre el tiempo de interaccién entre el patdgeno y la raiz. La medida de la
fluorescencia de la clorofila a permitira determinar en qué momento se produce la infeccién de

una planta de forma precoz, sin necesidad de aislar el patégeno o detectar los sintomas.
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ANexos

I. Resultados de valores medios de los parametros de eficiencia del fotosistema Il Fyy F./F, de
plantulas control y plantulas inoculadas.

Tiempo (h) Controles Inoculadas

Fo Fu/Fm Fo Fu/Fm

0 519,7 0,793 5477 0,799

10 534,7 0,793 485,3 0,798

24 459,3 0,797 499,7 0,809

48 581,7 0,806 620,0 0,804

72 602,0 0,805 545,0 0,815

96 469,7 0,806 747,0 0,785

120 592,0 0,805 664,3 0,733
144 481,7 0,787 688,7 0,726
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I1. Resultados de ANOVA y Test LSD de Fisher para los valores F, de plantulas control e
inoculadas en los diferentes tiempos post-inoculacion Letras diferentes (A, B, C y D) indican
diferencias significativas (p-valor < 0.05).

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2? Aj CV
Fo 48 0,49 0,24 18,10

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 315523,15 15 21034,88 2,01 0,0475
Tratamiento 58171,69 1 58171,69 5,57 10,0246
Tiempo 113686,31 7 16240,90 1,55 0,1850
Tratamiento Tiempo 143665,15 7 20523,59 1,96 10,0916
Error 334373,33 32 10449,17
Total 649896,48 47

Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=60,10727
Error: 10449,1667 gl: 32

Tratamiento Medias n E.E.

Control 530,08 24 20,87 A

Inoculada 599,71 24 20,87 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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I11. Tabla ANOVA 'y Test LSD de Fisher para los valores F,/F., de plantulas control e inoculadas
en los diferentes tiempos post-inoculacion letras diferentes (A, B, C y D) indican diferencias
significativas (p-valor < 0.05).

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2? Aj CV
Fv/Fm 48 0,79 0,70 1,94

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicién de la SC
especifique los contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,03 15 1,9E-03 8,24 <0,0001
Tratamiento 2,88-03 1 2,8E-03 11,98 10,0015
Tiempo 0,01 7 2,1E-03 8,85 <0,0001
Tratamiento Tiempo 0,01 7 1,7E-03 7,09 <0,0001
Error 0,01 32 2,4E-04
Total 0,04 47

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00905
Error: 0,0002 gl: 32

Tratamiento Medias n E.E.

Inoculada 0,78 24 3,1E-03 A
Control 0,80 24 3,1E-03 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,01809
Error: 0,0002 gl: 32
Tiempo Medias n E.E.

144h 0,76 6 0,01 A

120h 0,77 6 0,01 A

12h 0,80 6 0,01 B
96h 0,80 6 0,01 B
Oh 0,80 6 0,01 B
24h 0,80 6 0,01 B
48h 0,81 6 0,01 B
72h 0,81 6 0,01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,02559
Error: 0,0002 gl: 32
Tratamiento Tiempo Medias n E.E.

Inoculada 144h 0,73 3 0,01 A
Inoculada 120h 0,73 3 0,01 A
Inoculada_ 96h 0,78 3 0,01 B
Control 144h 0,79 3 0,01 B
Control 12h 0,79 3 0,01 B C
Control Oh 0,79 3 0,01 B C
Control 24h 0,80 3 0,01 B C
Inoculada 12h 0,80 3 0,01 B C
Inoculada Oh 0,80 3 0,01 B C
Inoculada 48h 0,80 3 0,01 B C
Control 120h 0,81 3 0,01 B C
Control 72h 0,81 3 0,01 B C
Control 48h 0,81 3 0,01 B C
Control 96h 0,81 3 0,01 B C
Inoculada 24h 0,81 3 0,01 B C
Inoculada 72h 0,82 3 0,01 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Capitulo II: Respuesta transcripcional temprana de los genes SCL
y COMT en raices de plantulas de Pinus radiata infectadas con
Macrophomina phaseolina.

Introduccion

El estudio del transcriptoma permite conocer la expresion génica y como esta se regula
frente a diferentes procesos como son el crecimiento y desarrollo, estrés abidtico o biotico, etc.
Mediante el estudio de los ARNm pueden ser observadas diferencias entre individuos sanos y
enfermos (Adams, 2008). En las interacciones planta-patdgeno se observan variaciones en la
expresion de genes que codifican para factores de transcripcion y proteinas relacionadas con el
metabolismo primario y secundario (van Verk et al., 2009; Singh et al., 2012; Berger et al.,
2007; Bilgin et al., 2010; Adomas et al., 2007; Veluthakkal y Ghosh, 2010).

Entre las respuestas implicadas en defensa frente a patdgenos a nivel molecular se
encuentran la activacion de factores de transcripcion, codificados por genes ‘master switch’
(Singh et al., 2012). Los ‘master switch’ son genes tempranos que controlan respuestas
moleculares de tipo tardias implicadas en la defensa frente a microorganismos patégenos,
ademas de participar en numerosos procesos, entre ellos en el desarrollo (Kaufmann et al.,
(2010). Entre los factores de transcripcion que participan mas frecuentemente en las respuestas
a patogenos se encuentran las familias WRKY, MYC MYB, BZIP y AP2/ERF (van Verk et
al., 2009; Singh et al., 2012). Otro factor de transcripcion que se ha visto formando parte de la
cadena de transduccion frente al ataque por patdgenos es el Scare Crow-Like Factor (SCL),
ademas de participar en otros tipos de estrés y en el desarrollo radicular (Sanchez et al., 2007;
Gosal et al., 2009). En P. radiata este factor de transcripcion aumenté en las aciculas de dos
clones en respuesta a la inoculacion con el patdgeno necrotrofo D. pinea frente a los controles

sometidos a dafio mecanico (Frias, 2012).

El metabolismo primario comprende procesos relacionados, principalmente, con la
fotosintesis. Entre los genes afectados por el estres bidtico se encuentran principalmente,
genes relacionados con la sintesis de pigmentos y el transporte de electrones. Los genes que
codifican para proteinas del LHCII, centros de reaccion del FSI y FSII, asi como para la ATP
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sintasa, redujeron su expresion tras el ataque por patdgenos. El gen de la ferredoxina o la
ferredoxina NADPH oxidorreductasa incrementaron su expresion (Bilgin et al., (2010). En
plantulas de Pinus sylvestris L. inoculadas con Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. también

fueron reprimidos los genes relacionados con la fotosintesis 15 hpi (Adomas et al., (2007).

Los metabolitos secundarios (terpenos, fenoles, etc.) y las proteinas relacionadas con la
patogénesis forman parte de respuestas tardias como defensa frente a microorganismos
patdgenos (Mazid et al., 2011; Veluthakkal y Ghosh, 2010). La induccion del metabolismo
secundario activa rutas relacionadas con la defensa a patdgenos como el engrosamiento de la
pared celular por deposiciones de lignina y calosa sobre la misma para impedir al avance y
colonizacion del patégeno (Nicaise et al., 2009; Zeyen et al., 2002). Eucalyptus gunni Hook.
acumula en sus paredes celulares lignina tras una herida o la presencia del patégeno (Hawkins
y Boudet, 2003), siendo la Acido Cafeico 3-O-metiltransferasa (COMT) un enzima de la ruta
biosintética de la lignina (Eckardt, 2002).

El transcriptoma de la especie M. truncatula ha sido estudiado utilizando como
patégeno modelo a M. phaseolina (Mah et al., 2012; Gaige et al., 2010). Fueron identificados
genes de auxinas (PIN, LAXS5, etc.) relacionados con la tolerancia a la enfermedad de la
podredumbre carbonosa (Mah et al., (2012). Por otro lado, han sido estudiados genes de
biosintesis de metabolitos secundarios, asi como de proteinas PR, después de conocer los
eventos del proceso infectivo. Las proteinas PR-5 aumentaron su expresion transcurridas las
24 y 48 hpi, de igual forma que lo hicieron las proteinas relacionadas con la biosintesis de

metabolitos secundarios (Gaige et al., (2010).

El objetivo de este estudio fue conocer como varid la expresion de los genes SCL y
COMT luego de inocular tejido radicular de P. radiata con M. phaseolina.

Material y Métodos
Material vegetal

Esterilizacion previa de la superficie de las semillas con peréxido de hidrégeno al 30%
durante 15 minutos y enjuagado tres veces con agua destilada estéril durante 10 minutos.
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Posteriormente, las semillas fueron embebidas en agua durante 24 horas y otras 24 horas en
una solucion de giberelinas (GA3) a una concentracion de 300 mg/L. Una mezcla de semillas
de P. radiata fueron germinadas siguiendo el método descrito previamente por Adomas et al.
(2007) modificado: esterilizacion previa de la superficie de las semillas con perdxido de
hidrogeno al 30% durante 15 minutos y enjuagado tres veces con agua destilada estéril durante
10 minutos. Se sembraron en medio agar agua al 1%. Se incubaron posteriormente a 20°C en
oscuridad hasta la germinacion. Las plantulas fueron transferidas a camara de crecimiento con

fotoperiodo de 16 horas y temperatura de 25° C hasta los 25 dias de edad.

Patdgeno y produccion de inéculo

La cepa de M. phaseolina que se empled en la inoculacion se aislé a partir de suelos
donde estaba presente P. radiata. M. phaseolina se crecié en medio semisolido de agar-patata-
dextrosa (APD) a una temperatura de 25° C. Los microesclerocios fueron producidos en
matraces con caldo-patata-dextrosa (CPD) a partir de discos de micelio durante 21 dias en
oscuridad a una temperatura de 31° C. Posteriormente, se secaron y tamizaaron entre 45 y 200

pm.

La viabilidad se realizé sobre medio APD depositando microesclerocios individuales
sobre el medio y sobre raices de plantulas de P. radiata, y en ambos casos fueron incubadas a
25° C. Se calcul6 la viabilidad de los microesclerocios como porcentaje de germinacion de 30
microesclerocios en medio APD y de 20 microesclerocios sobre la superficie de las raices de

las plantulas por medio de lupa binocular.

Meétodo de inoculacion

El procedimiento de inoculacion fue el siguiente: las raices de las plantulas de 25 dias
de edad se sumergieron en carboximetilcelulosa (CMC) al 1%, se transfirieron a una placa de
Petri con papel filtro hiumedo estéril y se inocularon a lo largo de 1 cm a partir del apice,
depositando 10 microesclerocios sobre cada raiz. Las plantulas control fueron Unicamente
sumergidas en CMC al 1%. La zona de las raices se cubrio con papel de aluminio. A

continuacion, se incubaron las plantulas a 25° C hasta la toma de muestras.
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Evaluacion de la expresion génica

El ARN de las diferentes muestras se extrajo por el método CTAB 2% descrito por
Chang et al., (1993) optimizado anteriormente para material vegetal procedente de pino,
excepto las muestras C2 e 13 que fueron extraidas con kit NucleoSpin® RNA isolation from
plant (Macherey-Nagel). EI ARN se extrajo de controles (dos réplicas bioldgicas) e inoculadas
(tres réplicas biologicas) en los tiempos de muestreo de 12, 24, 48 y 72 hpi usando el método
descrito por Chang et al. (1993) modificado, y su integridad se valoré mediante electroforesis
en gel de agarosa 1,5 %. Las muestras fueron tratadas con rDNasa (Macherey-Nagel), siendo
valorada de nuevo su integridad en gel de agarosa 1.5%. EI ARN fue purificado usando el kit
NucleoSpin® RNA Cleanup (Macherey-Nagel). Finalmente, se cuantificé la cantidad de ARN

con fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen®).

La sintesis de la hebra simple de ADNc (ADNCc-hs) se realiz6 a partir de 2 pg de ARN
empleando un olido-d(T),sVN (New Englands Biolab®). Se comprobé la integridad del
ADNc-hs mediante gel de agarosa 1,5 % y se cuantificd con Qubit 2.0 fluorometro
(Invitrogen®).

Previo a la realizacion de RT-PCR se necesitaba conocer al menos un gen que se esté
expresando constitutivamente bajo las condiciones y tiempos ensayados. Para ello fueron
evaluados los genes de actina y 18S en algunas de las réplicas de los tiempos 12, 24 y 72 hpi.

Se realizd RT-PCR semicuantitativa a partir de ADNc-hs para los genes COMT vy el
factor de transcripcion SCL, en los diferentes tiempos post-inoculacion de 12, 24, 48 y 72 hpi.
Como gen de expresion constitutiva se empled el gen 18S tras hacer la validacion junto con el
gen de actina. Los primers empleados para cada gen de P. radiata se indican en la Tabla 1
(Sanchez et al., 2007; Alvarez et al., 2014). El programa de PCR empleado fue el siguiente:
denaturacion inicial a 95°C durante 30 s seguido de 30 ciclos: denaturacion (95°C, 30 s),
hibridacion (60°C, 30s), extension (72°C, 30 s), y extension final a 72°C durante 7 min.



Tabla 1. Primers de genes COMT, SCL, 18S y actina.
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Tamario
_ | GenBank
Gen Forward 5’23’ Reverse 5’23’ amplicon ]
accesion
(pb)

coMT | GAAATACCAAGGCTTCCACT | ACATGAGGGAGGTCGTAGTT 106 AF119225
SCL TCAATCTCTGGCAAATCGTCC | GCGCCCAGTCTCTTCAATCT 108 DQB83567

18S CATCGAGTCTGGTAATTGGA | ACGAGCTTTTAACTGCAACA 110 M82461
Actina AACTTTCAATGTGCCTGCTA | AGCTTCCATCCCAATTAAAG 547 EU301693

Andlisis de datos

La expresion relativa de los genes COMT, SCL y 18S para los diferentes tiempos post-

inoculacidn fue calculada usando el software ImageJ (National Institutes of Health, USA).

Resultados

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc-hs

En todas las muestras aparecieron bandas de alto peso molecular correspondientes a

ADN gendmico. Por otro lado, se observé que en todas las muestras estaban presentes las dos

bandas de ARN (Figura 11), con smear de degradacion, correspondientes a ARNr 28S y 18S,
excepto en las muestras C2 e 13 del tiempo 48 hpi donde el ARN estaba degradado, a pesar de

gue se observaron dos bandas levemente marcadas en la muestra I3 del tiempo 48 hpi.
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Figura 11. Integridad de las 20 muestras de ARN de 20 muestras en gel de agarosa 1,5%
donde se muestran las réplicas de plantulas de P. radiata control (C) e inoculadas (1) con M.
phaseolina a las 12, 24, 48 y 72 hpi. 1 Kb: marcador de peso molecular. Condiciones de

electroforesis: 65 V, 45 min. Carga de 5 pL. muestra y 1 pL buffer de carga 6X.

En la Figura 12 se muestran los resultados de integridad de las 20 muestras de ARN en
los tiempos de 12, 24, 48 y 72 h post-inoculacion tras el tratamiento con rDNasa. Se observé
la integridad de 18 de las 20 muestras totales, debido a que como se observd anteriormente
(Figura 13) con las muestras C2 e 13 del tiempo 48 hpi se intentd la extraccion de ARN con el
kit NucleoSpin® RNA isolation from plant (Macherey-Nagel), demostrando que el método
CTAB 2% descrito anteriormente por Chang et al., (1993) y optimizado para el pino es el
mejor método de extraccion de ARN. En todas las muestras se observo también un smear de
degradacion de ARN pero las bandas correspondientes al ARNr 28S y 18S se observaron de
forma clara indicando la integridad del ARNm. Las muestras C2 e I3 del tiempo 48 hpi fueron
a partir de este momento excluidas de los analisis por no contener ARN integro. La
concentracion de ARN fue medida con fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen®) y los datos
correspondientes aparecen tabulados en la Tabla 2. El rango de concentraciones de ARN varia
entre 0,16 y 0,93 pg/uL, las muestras C2 e I3 (48 hpi) mostraron concentraciones por debajo
de los 0,05 pg/uL.
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28 24 h 48h 72h
CIC2 I1 12 13 C1C2 11 12 13 C1C2 11 12 13 C1C2 I1 12 13 100p

Figura 12. Prueba de integridad del ARN de 20 muestras en gel de agarosa 1,5% donde se
muestran las réplicas de plantulas de P. radiata control (C) e inoculadas (1) con M. phaseolina a
las 12, 24, 48 y 72 hpi tras el tratamiento con rDNasa. 1Kb y 100 pb: marcadores de peso
molecular. Condiciones de electroforesis: 65 V, 45 min. Carga de 5 pLL muestra y 1 pL buffer de
carga 6X.

Tabla 2. Concentracion de ARN de las 20 muestras correspondientes a plantulas control (C) e

inoculadas (1) de P. radiata en los diferentes tiempos post-inoculacion.

12 h 24 h 48 h 72h
C1|C2|I1|I2|I3 C1|C2|I1|I2|I3 C1|C2|I1|I2| 13 C1|C2|I1|I2|I3

[ARN]

ng/pL

0,38 0,38 0,58 025 05]0,18 049 0,52 0,19 045]0,16 <0,05 0,22 0,44 <0,05]0,68 093 0,49 0,21 0,46

La integridad del ADNc-hs se valor6 mediante gel de agarosa 1,5% en algunas de las
muestras de ARN, observandose un smear en todas las muestras por debajo de los 1000 pb
(Figura 13). Ademas, no se observaron las bandas correspondientes al ARN. La concentracion
de ADNCc-hs se midi6 con fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen®) y los datos se tabularon en la
Tabla 3, observandose que el rango de concentraciones del ADNc-hs varié entre 28,4 y 32,6

ng/uL. Con estos datos se concluyd que hubo una eficiencia en la transformacion de ARN y
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ADNCc-hs generandose cantidades equivalentes de ADNc-hs a pesar de las diferentes

concentraciones de ARN de partida.

Figura 13. Integridad de ADNc-hs en gel de agarosa 1,5% de plantulas de P. radiata control (C)
e inoculadas (I) con M. phaseolina a las 12, 24 y 72 hpi. 100 pb: marcador de peso molecular. B:
blanco. Condiciones de electroforesis: 65 V, 45 min. Carga de 5 pL. muestra y 1 pL buffer de
carga 6X.

Tabla 3. Concentracion de ADNc-hs de las 18 muestras correspondientes a plantulas control (C)

e inoculadas (1) en los diferentes tiempos post-inoculacion.

12h 24 h 48 h 72 h
ci|c2| | 2|3 fci|ce| it |ie|izfcr]|cz|it] 12 [13|ci|c2|in] 12|13

[ADNchs] 32,8 30,4 29,4 29,2 314|129 318 298 29 30|29 31 288 326 254 29 312 284
ng/pL

Evaluacion de la expresion de genes candidatos

Los resultados correspondientes a la amplificacion se muestran en la Figura 14. Estos
resultados demostraron que la actina se expreso de igual forma a las 12 hpi en controles e
inoculadas, mientras que a las 24 y 72 hpi, su expresion era variable dependiendo del

tratamiento y del tiempo que estuvieron en contacto la raiz y el patégeno. Por su parte, el gen
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del ARNr 18S se expreso tanto en controles como en inoculadas en los diferentes tiempos
post-inoculacion, mostrando ademé&s una intensidad homogénea de todas las bandas. Las
muestras control (B) no mostraron amplificacion. Abajo del gel aparecieron bandas
correspondientes a los primers. Estos datos muestran que el 18S puede ser empleado como gen
de expresion constitutiva tanto en plantulas control como inoculadas, y en todos los tiempos

post-inoculacion.

Actina

12h 24h 72h

100pb C2 13 C2 11 C2 11 B

Figura 14. Prueba de expresidn constitutiva de genes actina y 18S de plantulas de P. radiata
control (C) e inoculadas (I) con M. phaseolina sobre gel de agarosa 1,5%. Condiciones de

electroforesis: 65V, 45 min. Carga de 2 pL. muestra, 3 pL. de H,O y 1 pL buffer de carga 6X.

La Figura 15 corresponde a la expresion constitutiva del gen para el ARNr 18S, se
observo la expresion en todos los tiempos ensayados y tanto en plantulas control como en
plantulas inoculadas. En cuanto a la intesidad de banda esta es mayor en 11 e 12 (12 hpi), y una
menor intensidad en C2 (24 hpi). Por otra parte, el tamafio de banda (entre 100 y 200 pb) se
correspondié con el tamafio de amplicon esperado mediante la utilizacion de los primers
citados anteriormente en la metodologia. En la parte inferior del gel se observaban los primers.

La muestra empleada como blanco (B) no muestré amplificacion.
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12 h 24 h 48h 72h

Ci1C2 11 12 13 C1C2 11 1213 C1 1112 C1C2 1112 13 B

- ——

Figura 15. Expresion de ARNr 18S de P. radiata en las 18 muestras en gel de agarosa 2% donde

se muestran las réplicas de plantulas de P. radiata control (C) e inoculadas (I) con M. phaseolina
alas 12, 24, 48 y 72 hpi. Condiciones de electroforesis: 60 V, 55 min. Cargados 2 pL de muestra,
3 pL de agua y 1 pL de buffer 6X.

Una vez que se conocid el gen de expresion constitutiva, se procedid al estudio de
expresion de los genes COMT y SCL para las 18 muestras en los diferentes tiempos post-
inoculacidn. Se realizaron las amplificaciones y se obtuvieron los geles de agarosa 2% para los
genes de ARNr (Figura 15), COMT (Figura 16) y SCL (Figura 17).

El gen COMT se expresd en las 18 muestras, tanto en plantulas control como
inoculadas, y mostr6 un patron de expresion variable entre tratamientos o tiempos post-
inoculacion, ya que la intensidad de banda mostraba una gran variacién entre las réplicas
biolégicas dentro de un mismo tiempo post-inoculacién (Figura 16). Las muestras que
presentaron una mayor intensidad de banda, y por ende una mayor expresion fueron C2, 12 e
I3 (12 hpi), mientras que las que tuvieron menor expresion fueron 12 e 13 (72 hpi). El blanco
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no mostr6 amplificacion. En la parte inferior del gel se observaban las bandas

correspondientes a primers (bandas inferiores) y dimeros de primers (bandas superiores).

12 h 24 h 48h 72h
ClC2 1112 13 C1C211 1213 C1 1112 C1C2 1112 13 B

Figura 16. Expresion del gen COMT de P. radiata en las 18 muestras en gel de agarosa 2% donde
se muestran las réplicas de plantulas de P. radiata control (C) e inoculadas (I) con M. phaseolina
alas 12, 24, 48 y 72 hpi. Condiciones de electroforesis: 60 V, 55 min. Cargados 2 pL de muestra,
3 pL de agua y 1 pL de buffer 6X.

En la Figura 17 aparece representada la expresion del gen que codifica para el factor de
transcripcion SCL. Pudo observarse la expresion del mismo en todas las muestras pero con
variaciones en las intensidades de las bandas, aunque tampoco se observd un patron de
expresion influenciado por la inoculacion del patdgeno, ya que algunas bandas control
mostraron una mayor intensidad que las bandas inoculadas en los ultimos tiempos post-
inoculacion. Las muestras que presentaron una mayor expresion fueron 11 (12 hpi), 13 (24
hpi), 11 (48 hpi) y C2 (72 hpi), mientras que donde se expresaron menos son las muestras C1y
C2 (24 hpi). Para visualizar la expresion de este gen fue necesario cargar 5 pL de muestra, a
diferencia de los genes ARNr 18S y COMT donde la expresion se observaba con Unicamente
2 uL de muestra. El blanco no mostré amplificacion. En la parte inferior del gel se observaban
las bandas correspondientes a primers (bandas inferiores) y dimeros de primers (bandas

superiores)
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12 h 24 h 48h 72h

P S —
a0 C1C2 11 12 I3 C1C2 12712 13 C1 1112 C1C2 11 12 13 B

Figura 17. Expresion del gen SCL de P. radiata en las 18 muestras en gel de agarosa 2% donde se
muestran las réplicas de plantulas de P. radiata control (C) e inoculadas (1) con M. phaseolina a
las 12, 24, 48 y 72 hpi. Condiciones de electroforesis: 60 V, 55 min. Cargados 5 pL de muestra y
1 pL de buffer 6X.

A partir de los geles de agarosa 2% se cuantifico la expresion relativa de los genes
ARNr 18S, COMT y SCL (anexos I, II, I11). A la vista de los datos representados graficamente
en la Figura 20 se observo una gran variabilidad en la expresion relativa del gen COMT. Entre
las plantulas control e inoculadas a las 12 y 24 hpi no se observaron variaciones destacables
para la expresion relativa de estos genes respecto al gen 18S. Una vez transcurridas 48 hpi se
observo una ligera disminucién de la expresion en el gen COMT en plantulas inoculadas
respecto a las plantulas control, pero este patrén no se mantuvo a las 72 hpi, sino que en este
tiempo la expresion relativa volvid a hacerse de nuevo variable. La observacion global de los
datos permitié advertir una leve tendencia a la disminucion en la expresion relativa del gen

COMT tanto en plantulas control como en plantulas inoculadas.
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Horas post-inoculacion (hpi)

Figura 20. Expresion relativa de gen COMT en las 18 muestras de plantulas de P. radiata control

(C) e inoculadas (1) con M. phaseolina en los diferentes tiempos post-inoculacion.

El gen que codifica para el factor de transcripcién SCL se expresa en todas las réplicas de
plantulas control e inoculadas y nuevamente se observa una gran variabilidad en la expresion relativa
del mismo (Figura 21). A las 12 hpi la expresion relativa entre plantulas control e inoculadas no
muestra grandes variaciones, a las 24 hpi las plantulas inoculadas estarian expresando este gen en
mayor medida que las plantulas control, tendencia que se pierde a las 48 hpi y 72 hpi. Al contrario de
lo que ocurria con el gen COMT, no se observa una tendencia ni hacia el aumento ni hacia la

disminucién de su expresion relativa.

SCL

Expresion 25 -

relativa
1 .
O T T T
12 24 48 72

Horas post-inoculacion (hpi

Figura 21. Expresion relativa del factor de transcripcion SCL en las 18 muestras de plantulas de
P. radiata control (C) e inoculadas (I) con M. phaseolina en los diferentes tiempos post-

inoculacion.
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Discusion
Se estudio la expresion de los genes COMT y SCL a lo largo de las 72 hpi,
anteriormente reportados como genes participantes en respuestas defensivas frente a patdgenos
de plantas (Hawkins y Boudet, 2003, Frias, 2012). Se emple6 como gen de expresion
constitutiva el gen de ARNr 18S. Cabe destacar la asuncion de que realmente este es un gen de
expresion constitutiva ya que si bien en la prueba inicial frente al gen de actina la intensidad
de banda entre las diferentes muestras era muy homogénea, cuando se realizo el gel de agarosa
en todas las muestras se observaron variaciones en la intensidad de banda entre los diferentes
tratamientos, lo cual podria indicar que aunque se esté expresando bajos todas las condiciones
ensayadas, puede no ser el mejor gen representante de expresion constitutiva. A la vista de los
resultados, para el gen de la ruta de biosintesis de lignina se observa una tendencia decreciente
a la expresion del gen, si bien no se pueden sacar conclusiones acerca de la expresion
diferencial del gen entre las plantulas control e inoculadas una vez se ha producido la
penetracion del patogeno, es decir, a partir de las 48 hpi, ya que los datos muestran una gran
variabilidad en la expresion relativa. Por lo tanto, lo anteriormente reportado por Hawkins y
Boudet, (2003) y Freeman et al., (2014) no se cumple para este gen y en los tiempos
ensayados para P. radiata inoculado con M. phaseolina. En cuanto a la expresién del gen SCL
existe también una gran variacion en la expresion relativa entre plantulas control e inoculadas
en los diferentes tiempos post-inoculacién. Este gen habia sido reportado como participante en
la defensa de P. radiata frente al patdgeno necrotrofo D. pinea (Frias, 2012), siendo por tanto
un firme candidato a la expresion diferencial entre controles e inoculadas. Los resultados
obtenidos permiten visualizar que este factor de transcripcion no esta relacionado con la
activacion de respuestas de defensa tempranas, al menos bajo las condiciones y tiempos post-
inoculacion ensayados. En los resultados obtenidos podemos concluir que la expresion del gen
SCL se debe basicamente a su contribucion en procesos celulares como el mantenimiento de

meristemos, el desarrollo radicular, etc. (Bolle, 2004).
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ANexos

I. Calculo de la expresion relativa del gen de ARNr 18S.

18S Muestras Area Factor correccién
C1 21.680.619 1
C2 26.822.619 0,81
12 hpi 11 40.396.104 0,54
12 38.961.397 0,56
13 29.350.033 0,74
C1 16.743.033 1,29
C2 29.533.276 0,73
24 hpi 11 31.593.983 0,69
12 31.620.740 0,69
13 31.025.447 0,70
C1 24.056.861 0,90
C2 0 0,00
48 hpi 11 29.296.104 0,74
12 25.568.397 0,85
13 0 0,00
C1 28.373.104 0,76
C2 34.181.225 0,63
72 hpi 11 34.610.569 0,63
12 28.340.861 0,76
13 24.825.447 0,87
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I1. Célculo de la expresion relativa del gen COMT.

COMT Muestra Area A. corregida Expresion relativa
c1 17.507.083 17.507.083 1
C2 37.243.983 30.104.167,1 1,72
12 hpi 11 26.607.861 14.280.458,7 0,82
12 25.699.447 14.300.819,8 0,82
13 8.259.912 6.101.526,53 0,35
C1 10.885.154 14.095.228,5 0,81
C2 23.636.447 17.351.708,7 0,99
24 hpi 11 24.614.569 16.891.162,2 0,96
12 11.009.205 7.548.412,18 0,43
13 12.148.861 8.489.638,41 0,48
C1 16.586.326 14.947.994 0,85
C2 0 0 0,00
48 hpi 11 15.014.276 11.111.334 0,63
12 9.508.326 8.062.546,64 0,46
13 0 0 0,00
c1 9.252.569 7.070.126,1 0,40
c2 1.714.962 1.087.773,7 0,06
72 hpi 11 3.401.205 2.130.569,7 0,12
12 2.088.548 1.597.728,93 0,09
13 12.830.790 11.205.416,3 0,64
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I11. Célculo de la expresidn relativa del gen SCL.

SCL Muestra Area A. corregida Expresion relativa
Cc1l 13230497 13230497 1
C2 12198912 9860333,3 0,75
12 hpi 11 22569276 12112947,2 0,92
12 18185447 10119548,5 0,76
13 9620690 7106721,63 0,54
Cc1l 1574790 2039201,74 0,15
C2 3947033 2897549,15 0,22
24 hpi 11 7734205 5307414,13 0,40
12 19618861 13451584,3 1,02
13 30652347 21419896,3 1,62
Cc1l 12244255 11034815,7 0,83
C2 0 0 0,00
48 hpi 11 22254640 16469574,6 1,24
12 12106740 10265861,3 0,78
13 0 0 0,00
c1 14605276 11160267,3 0,84
C2 21405347 13577078,4 1,03
72 hpi 11 15951640 999236474 0,76
12 8118740 6210796,09 0,47
13 33195983 28990795,6 2,19
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Discusion general

Para determinar espacial y temporalmente los efectos fisiolégicos y variaciones en la
expresion génica es necesario conocer cémo se desarrolla el ciclo de enfermedad de una
patdgeno en su interaccion con la planta. En primer lugar, la forma de inoculo del patdégeno
debe ser viable bajo las condiciones experimentales ensayadas, lo que fue valorado con
pruebas de viabiliad de los microesclerocios encontrdndose una porcentaje de germinacién que
vario en medio PDA en mas del 80% a mas del 90% entre las 24 y 48 hpi, y de mas del 35% al
86% transcurridas las 48 h tras el contacto de los microesclerocios y las plantulas. Estos
resultados fueron similares a los obtenidos anteriormente por Smith, (1969). El seguimiento
del ciclo de enfermedad revelé el inicio de la germinacion de los microesclerocios entre las 6 y
las 12 hpi, asi como la presencia de estructuras de penetracion similares a los apresorios
(Ammon et al., 1975) o hifopodios (Chowdury et al., (2014) transcurridas las 48 hpi,
identificindose una colonizacion superficial de las hifas del patdgeno a las 72 hpi.

Una vez se conocieron los eventos que deben de marcar el inicio del resto de
respuestas se estudiaron, en varios tiempos post-inoculacion, la respuesta fisioldgica y
transcriptomica. A nivel de respuesta fisioldgica, evaluada mediante medida de la
fluorescencia de la clorofila a y calculo de los parametros Fo y F./Fy (eficiencia del
fotosistema I1), las variaciones significativas aparecieron a partir de las 120 y 144 hpi en el
parametro F./Fn, una vez se produjo la penetracién al interior de la raiz, y se supone la
colonizacion del sistema vascular (Chowdury et al., 2014). Las variaciones en estos
parametros evaluados son similares a lo ocurrido en infecciones de Eucalyptus urophylla S.T.
Blake por Puccinia psidii Winter. (Alonso et al., 2011). Por otra parte, los resultados indican
que los patdgenos de raiz también provocan estrés a nivel general en la planta, y son
detectables mediante medida de la fluorescencia de la clorofila a debido al reducido tamafio de
las plantulas a los pocos dias tras la germinacion de las semillas.

De igual forma fueron estudiadas las respuestas a nivel transcriptdmico. No se
observaron diferencias atribuibles a la infeccion por el patdgeno en ninguno de los genes
candidatos ensayados, SCL y COMT. El gen SCL no muestra variaciones en su expresion

inducidas por la presencia del patdgeno, a pesar de haberse encontrado en respuesta frente a
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patogenos necrotrofos de aciculas de P. radiata (Frias, 2012), quizas debido a que su rol
fundamental a nivel radicular sea funcionar como factor de transcripcion en el desarrollo y
mantenimiento de meristemos (Bolle, 2004). Para el gen de la ruta de biosintesis de lignina,
COMT, tampoco fueron observadas diferencias de expresion entre las plantulas control y las
plantulas inoculadas, a diferencia de lo anteriormente reportado (Hawkins y Boudet, 2003)
como mecanismo de defensa inducido por la infeccidn por patégenos. A nivel transcriptomico
las diferencias en la expresion de las diferentes réplicas quizas puede ser debido a la existencia
de diferentes genotipos de plantulas pues fue empleada una mezcla de semillas de diferentes
familias. Ademas, seria necesario la extension de los tiempos de estudio post-inoculacion para
conocer como varia la expresion de estos genes a lo largo del tiempo.

En esta tesis ha sido reportado por primera vez el proceso infectivo del patégeno M.
phaseolina en una especie forestal de interés comercial como es P. radiata, identificando los
eventos que desencadenan el resto de respuestas fisiologicas y molecular. Los resultados
obtenidos para la respuesta fisiolégica a nivel de eficiencia del fotosistema Il apoyan la
busqueda espacial y temporal de expresion de genes relacionados con el metabolismo primario
en la parte aérea. Sin embargo, los genes empleados para conocer la variacién en la expresion
génica en respuesta al patdgeno no han sido los adecuados y no permiten sacar conclusiones

sobre la implicancia de los mismos en la interaccion planta-patdgeno.
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Conclusiones generales

El patosistema Macrophomina phaseolina-Pinus radiata permite estudiar los eventos
del ciclo de enfermedad que desencadenan la respuesta a patdgenos a nivel fisioldgico y

transcripcional.

La germinacion de los microesclerocios ocurre al menos a las 12 horas post-
inoculacion y la penetracion de las hifas al interior de la raiz a las 48 hpi, permitiendo acotar

espacial y temporalmente las respuestas fisiologicas y transcriptomicas.

La eficiencia del fotosistema Il disminuye luego de la penetracion del patgeno al
interior de las raices, siendo una buena herramienta para definir los tiempos en estudios

transcriptomicos de drganos aéreos y como medida del estrés biotico.

Los genes SCL y COMT no son marcadores de la respuesta defensiva en las raices de

plantulas de Pinus radiata inoculadas con Macrophomina phaseolina.

Existe un ajuste temporal entre los eventos a nivel histoldgico y la respuesta fisioldgica

de la planta, no asi con la expresion de los genes SCL y COMT.
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