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ABA 4cido absicico

ADN écido desoxiribonucleico

AG acido giberélico

Ams1 a-manosidasa

Apel aminopeptidasa I

APX ascorbato peroxidasa.

ARN Aacido ribonucleic

Atg genes de autofagia

ATP adenosin trifosfato

Bec-1 beclina

BH dominio homologo a Bel-2

BP band pass.

BrEt bromuro de etidio

CAT catalasa.

Cit-c citocromo ¢

DHAR dihidro ascorbato reductasa.
DMSO di-metil-sulfoxido.

dNTP: dinucleotidos trifosfatos

DO densidad optica.

DPI ioduro de difenilo.

DTNB 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoico).
DTT ditiotreitol.

EAO especies activas de oxigeno.
EDTA acido etilenediaminotetraacetico.
EGTA 4cido etileneglicol-bis (-aminoetileter)-N,N,N_ ,N_ -tetraacetico.
ET etileno

FBN fijacion bioldgica de nitrogeno.
FHB fusariosis de la espiga

FN factores nod.

GFP proteina verde fluorescente

GR glutation reductasa.

GSH glutation reducido.

GSSG glutation oxidado.

HPLC cromatografia liquida de alta presion.

JA 4cido jasmonico



Km kanamicina.

LP long pass.

MCP muerte celular programada.

MDHAR mono dehidro ascorbato reductasa.
MPB membrana peri-bacteroidal.

NA naranja de acridina

PCR reaccion en cadena de la polimerasa.
PI3K fosfatidil inositol 3-kinasa

PI3P fosfatidil inositol 3-fosfato

PMPT poro mitocondrial de permeabilidad transitoria
PVPP poli-vinil-poli-pirrolidona.

RE reticulo endoplasmatico

RH respuesta hipersensible.

SOD superoxido dismutasa.

TBA 4cido tiobarbitarico.

TCA 4cido tricloro acético.

Tdt protein roja del tomate

UV ultra violeta.

VDAC canal anionico dependiente de voltage

VPE proteina de procesado vacuolar



RESUMEN

En leguminosas, condiciones de estrés aceleran el proceso de senescencia e
inducen muerte celular, comprometiendo la asimilaciéon del carbono, la fijacion biologica
del nitrogeno y en consecuencia el crecimiento y la productividad. La hipoétesis
inicialmente planteada fue que la expresion de supresores de muerte de origen animal
retardan los procesos de senescencia y muerte del sistema planta-simbionte bajo
condiciones de estrés. Debido a que no se logr6 obtener plantas enteras transformadas, se
optimizé la generacion de plantas compuestas con raices en cabellera transgénicas.
Curiosamente, las raices de soja transgénicas con expresion de Ced-9, proteina anti-
apoptotica de Caenorhabditis elegans que no presenta homologos identificados en el
reino vegetal, tuvieron disminuida su capacidad de nodulacién; resultado que nos condujo
a replantear nuestros objetivos iniciales.

La proteina CED-9 conservd sus funciones en plantas de soja sometidas a
condiciones de estrés, inhibiendo procesos de muerte celular, lo que sugiere un nivel de
funcionalidad similar entre los componentes que forman parte de los mecanismos de
muerte celular programada en plantas y animales. No obstante, ain no se han
determinado los mecanismos por los que estas proteinas ejercen sus efectos en las plantas.
En este sentido, hemos observado la capacidad de CED-9 de controlar la homeostasis
ionica y de regular el proceso de autofagia, explicando, al menos en parte, la funcién
conservada de los anti-apopto6ticos de animales en plantas de soja y sus efectos sobre la
nodulaciéon y procesos de muerte celular. Asimismo, con el objetivo de evaluar la
participaciéon de autofagia en los procesos mencionados, se utilizaron herramientas
farmacologicas y de gendémica funcional. Estas aproximaciones demostraron la
implicancia de autofagia en los mecanismos de sobrevida y en la simbiosis soja-
Bradyrhizobium japonicum. Finalmente, se propone que la capacidad de CED-9 de
regular autofagia en soja se debe a su potencial interaccion con el dominio putativo BH3
de la proteina GmATG6/BEC-1, regulador maestro de dicho proceso. Estudios futuros

seran realizados para comprobar esta hipotesis.



SUMMARY

In legumes, stress conditions accelerate the senescence process and induce cell
death, compromising the carbon assimilation, biological nitrogen fixation, and
consequently growth and productivity. The initial hypothesis was that the expression of
anti-apoptotic proteins from animals, which have no homologues identified in plants,
delays senescence and death processes of the plant-symbiont system in legumes under
stress conditions. The generation of composite plants with transgenic hairy roots was
optimized due to it was not possible to obtain whole plants transformed. Interestingly,
transgenic soybean roots expressing the anti-apoptotic protein CED-9 from
Caenorhabditis elegans had diminished nodulation capacity. This result led us to
reconsider our initial objectives.

CED-9 protein retained its functions in soybean plants under stress conditions,
inhibiting cell death processes, suggesting similar functionality level between the
components of the mechanisms of programmed cell death in plants and animals.
However, the mechanisms by which these proteins exert their effects on plants are not yet
determined. In this sense, we have observed the ability of CED-9 to control ionic
homeostasis and regulate the process of autophagy, explaining, at least in part, the
conserved function of the anti-apoptotic in soybean plants and its effect on nodulation and
cell death processes. Furthermore, pharmacological tools and functional genomics were
used in order to evaluate the involvement of autophagy in the above processes. These
approaches demonstrated the implication of autophagy in survival mechanisms and in the
soybean-Bradyrhizobium japonicum symbiosis. Finally, it is proposed that CED-9
regulates autophagy in soybean due to its potential interaction with the putative BH3
domain in GmATG6/BEC-1 protein, master regulator of this process. Future studies will

be conducted to test this hypothesis.



INTRODUCCION GENERAL



1. Muerte celular programada

Los organismos eucariotas, tales como las plantas, animales y levaduras, poseen
diferentes formas de “suicidio celular” como una estrategia importante de respuesta a
varios estimulos internos y externos, necesarias para que puedan desarrollarse
adecuadamente y sobrevivir. En 1991, Ellis y colaboradores definieron a la muerte celular
programada (MCP) como un proceso de muerte fisiologica involucrado en la eliminaci6on
selectiva de células no deseadas. En organismos pluricelulares la destruccion organizada
de las células es importante para la formacion de estructuras corporales, la forma
especifica de o6rganos y para la remocion de células no deseadas, dafiadas o infectadas
(Wyllie et al., 1980; Jacobson et al., 1997; Pennell y Lamb C, 1997; Vaux y Korsmeyer,
1999; Beers y McDowell, 2001). Dada la vital importancia de los eventos de muerte
durante el desarrollo normal y en diferentes respuestas de adaptacion, los mecanismos
implicados en el control y ejecucion de la muerte se encuentran bajo un estricto control,
dando lugar a lo que se ha llamado programa de muerte.

Los primeros trabajos que describieron el proceso de MCP fueron realizados por
Carl Vogt en 1842, basados en sus estudios sobre el desarrollo de peces y anfibios. En
1885, Walther Flemming realiz6 una descripcion mas precisa del proceso de MCP. Sin
embargo, no fue hasta 1965 que el topico fue retomado en los estudios realizados por John
Foxton Ross Kerr en tejidos epiteliales utilizando microscopia electréonica (Kerr, 1965).
Posteriormente, en 1972, Kerr, Wyllie y Currie introducen por primera vez el término
Apoptosis para describir un tipo de muerte celular distinto a la Necrosis (Kerr et al., 1972).
Inicialmente, Kerr habia utilizado el término necrosis celular programada, pero en el
articulo, llamaron apoptosis al proceso natural de eliminacién controlada de células, con
caracteristicas morfologicas que sugerian un fenémeno activo, inherentemente
programado y que podia ser iniciado o inhibido por una variedad de estimulos
ambientales, tanto fisiologicos como patogénicos (Kerr et al., 1972).

El estudio de la MCP ha sido un campo importante de investigacion en los
diferentes sistemas de modelos animales, no s6lo porque es un proceso esencial para
entender el desarrollo, sino también porque la desregulaciéon de la MCP causa alteraciones
en la homeostasis celular que tienen implicaciones importantes asociadas con infecciones
y diversas enfermedades, incluyendo cancer o procesos neurodegenerativos. Estos
estudios han llevado a la clasificacion de la muerte celular en tres tipos en base a
caracteristicas morfologicas, tales como la formacion de cuerpos apoptoticos, fagocitosis,
condensacion de la cromatina y fragmentaciéon nuclear (Apoptosis o Muerte Celular
Programada Tipo I), incremento del nimero de autofagosomas y vesiculas liticas
(Autofagia o Muerte Celular Programada Tipo II) y por tltimo, la ausencia de los criterios

anteriores, la ruptura de la membrana plasmaética, el hinchamiento celular y de organelas



(Necrosis) (Kroemer et al. 2009). Asimismo, sélo las dos primeras fueron consideradas
procesos de MCP. Sin embargo, recientemente, la necrosis ha surgido como una forma
alternativa de MCP, cuya activacidon puede tener importantes consecuencias biologicas.
Resulta importante destacar que, la caracterizacion detallada de los procesos y
mecanismos de MCP fueron realizados en sistemas animales, utilizando la apoptosis como
modelo de estudio. La principal caracteristica de los procesos de MCP es la participaciéon
activa de la célula para el control y ejecucidon de la muerte. Esta participaciéon activa
requiere de una transduccion de senales especifica, la expresion de genes y la sintesis de
proteinas claves, como asi también modificaciones post-traduccionales. Asi, el proceso
tiene lugar bajo un estricto control que lo lleva a cabo de una manera ordenada. La
diferencia mas importante entre los procesos de muerte celular ordenados con respecto a
los de tipo necroéticos o no ordenados, es el requerimiento de energia para el correcto
metabolismo y, en algunos casos, la movilizacion de los productos de la actividad

catalitica.

1.1. Reguladores y efectores de la muerte celular programada
en animales

Estudios realizados con el nematodo Caenorhabditis elegans caracterizaron un
nimero de genes implicados en la regulacién de la apoptosis. Algunos de estos fueron
denominados anti-apoptoticos o supresores de MCP para los genes que participan en
suprimir el desarrollo de la MCP (por ejemplo Ced-9) y pro-apoptéticos, para los que
inducen la ocurrencia de este proceso (Ced-4, EGL-1, entre otros). De esta manera, surge
la primera evidencia de que la muerte celular es un proceso activo bajo control genético
(Sulston y Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983; Ellis y Horvitz, 1986; Hengartner et al.,
1992). Muchos de estos genes tienen homologos en mamiferos, que al igual que en los
gusanos, inhiben la apoptosis (Bcl-2, Bel-xL, entre otros) o la inducen (Bax, Bad, Bid,
entre otros) (Vaux et al., 1988 y 1992; Hockenbery et al.,, 1990). Dados estos
descubrimientos, y en pleno apogeo de la era genémica, la MCP fue caracterizada como la
activacion de una maquinaria suicida, controlada genéticamente que determinaba a las
células a vivir o morir.

En dltima instancia, las proteinas reguladoras conducen a la activacion o
inhibicion de proteinas efectoras de la apoptosis, -cistein-proteasas especificas
denominadas caspasas. Las caspasas estan reguladas a nivel postraduccional, asegurando
asi que puedan ser activadas rapidamente. Ademés de clasificarse por su filogeniay
funcion general, las caspasas se pueden clasificar en dos tipos segin su funcién en las
diversas cascadas de sefalizacion intracelular en las que median: caspasas

iniciadoras y caspasas efectoras. Las caspasas iniciadoras como las caspasas-8 y -9
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procesan las formas inactivas de las caspasas efectoras como las caspasas-3 y -7,
activandolas. Las caspasas efectoras una vez activadas procesan a su vez otros sustratos

proteicos que mediaran en las distintas vias de apoptosis.

1.2. Muerte celular programada Tipo I o Apoptosis: el modelo
de muerte celular programada en animales

Los cambios que distinguen al proceso de apoptosis de otros procesos de MCP, son
bioquimicos y principalmente morfologicos. Las células apoptoticas presentan
condensacion o contraccién del citoplasma, reorganizacion del nucleo, “ampollamiento”
de la membrana plasmatica, formacion de cuerpos apoptoéticos, los cuales seran
fagocitados por otras células (Kerr et al., 1972) y condensacién de la cromatina (Earnshaw,
1995; O’Brien et al., 1998). Finalmente, ocurre la activacion de endonucleasas especificas
que conducen a la fragmentacion de la cromatina en unidades nucleosomales multiplos de
180 pb, un proceso denominado como ADN “escalera” debido al patréon que presenta el
ADN en una corrida electroforética (Earnshaw, 1995; Fath et al., 1999; McCabe et al.,
1997; Wang et al., 1996b; Wyllie, 1980). Cabe destacar que muchas de estas
caracteristicas, pero no todas, son comunmente observadas en un amplio rango de
organismos eucariotas.

La regulacion de la auto-destruccion puede ocurrir como respuesta a senales
originadas por fuera del ambiente celular, como asi también desde el interior celular,
donde cada célula individual es considerada una entidad compleja y la mezcla heterogénea
de organelas y componentes funcionan como una unidad. En este sentido, el proceso de
apoptosis puede llevarse a cabo por sefiales extrinsecas o intrinsecas, que en ultima
instancia, y a través de los reguladores, conduciran a la activaciéon de aspartil-proteasas
especificas de apoptosis denominadas caspasas (Green, 2000; Strasser et al., 1995) (Fig.
1). La via intrinseca de induccion de la apoptosis es particularmente dependiente del
estado fisiologico celular, el cual, sumado a la relacion de senales de vida/muerte,
determinara el “destino” de la célula. Esta activacion es iniciada en la célula por la pérdida
de integridad de la membrana externa de la mitocondria, lo que permite la redistribucion
del citocromo c (cit-c) y otras proteinas regulatorias de apoptosis en el citoplasma (Fig. 1)
(Green, 2000). Subsecuentemente, una vez en el citoplasma, el cit-c interacciona
directamente con Apaf-1 (del inglés, Apoptosis-Activating-Factor-1) el cual actia como
adaptador en la formacién, dependiente de ATP, del complejo macromolecular conocido
como apoptosoma (Li et al., 1997; Liu et al.,, 1996). Este complejo recluta y activa
caspasa-9 (Fig. 1). La activaciéon de estas proteasas conduce a la activacion de moléculas
adicionales de caspasa-9, como asi también otras caspasas especificas de apoptosis

(caspasa-3 y caspasa-7), dando como resultado las caracteristicas morfologicas tipicas de



la apoptosis (Fig. 1). Estas proteasas son las implicadas en ejecutar el programa de
muerte celular. Sin embargo, si no se encuentra ATP disponible para la formaciéon del
apoptosoma, puede ocurrir una forma de muerte celular de tipo necroética (Formigli et al.,
2000).

La via extrinseca de activacion de la apoptosis comienza cuando un ligando
inductor de muerte interactia con receptores de membrana plasmética de la familia TNFR
(del inglés, Tumour Necrosis Factor Receptor) o CDg5 (Fig. 1), también denominados
receptores de muerte. Esto inicia la formacion de un complejo de iniciacion de muerte que
recluta y activa caspasa-8 (Nagata, 1997). En esta via, una activacion fuerte de caspasa-8
puede activar caspasa-3, resultando en apoptosis. Sin embargo, en algunos tipos celulares,
la activacion de caspasa-8 no es suficiente para activar caspasa-3. En estas células, la
activacion de caspasa-8 es amplificada a través de la mitocondria (Peter y Krammer,
1998). Este proceso ocurre cuando caspasa-8 hidroliza a Bid, un factor pro-apoptdtico,
que se transloca a mitocondria induciendo la pérdida de integridad de membrana externa,
liberacion de cit-c y activacion de caspasa-9 y caspasa-3, tal como ocurre en la via

intrinseca (Li et al., 1998; Luo et al., 1998) (Fig. 1).
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Fig. 1: Activacion intrinseca y extrinseca de la apoptosis en animales. AlF, factor inductor
de apoptosis; Endo G, endonucleasa G; Apafl, factor-1 activador de apoptosis.
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En resumen, la asociacion entre el “destino” de cada célula (estado fisiologico
celular, sumado a la relacion de sefiales de vida/muerte) y la naturaleza de las
interacciones que pueden establecer con otras células y su ambiente externo, definiran la
vida o muerte celular. Dichos procesos regulan rigurosamente el nimero de células, su
localizaciéon y el constante ajuste de los diferentes tipos celulares para constituir los
organos y tejidos. Esta interdependencia entre las células es una de las bases de la
perennidad y plasticidad de los organismos, permitiendo la constante reconstruccion de

tejidos/o6rganos y la adaptacion a los cambios ambientales.

1.3. Muerte celular programada tipo II o autofagica

Otro proceso muy importante componente de la MCP y del mantenimiento de la
homeostasis celular es la autofagia. El término autofagia deriva de las raices griegas auto -
uno mismo y phagos —comer. Este es un proceso altamente conservado que permite a las
células eucariotas el secuestro, traslado y degradacion de componentes celulares
superfluos o danados, siendo el mecanismo regulado més importante por el cual se
degradan proteinas de vida larga y la tnica via descripta hasta el momento para la
degradacion de organelas (Klionsky y Emr, 2000; Levine y Klionsky, 2004).

Desde las primeras observaciones a mediados de 1950 (Clark, 1957), las vias
autofagicas han sido estudiadas intensivamente en levaduras y sistemas animales, y mas
recientemente en plantas (Scott et al., 2004; Bassham et al., 2006). Existen tres tipos
distintos de autofagia (Fig. 2), los cuales difieren en mecanismos, funciones fisiologicas y
especificidad cargo, 1) autofagia mediada por chaperonas, las cuales reconocen una
secuencia especifica de aminoacidos y llevan a cabo la translocacién directa de proteinas a
través de la membrana de la vacuola/lisosoma via un receptor (Massey et al., 2004), 2)
microautofagia, el proceso menos caracterizado, donde ocurre el secuestro de citoplasma
por invaginacion y/o septacion de la membrana de la vacuola/lisosoma (Wang y Klionsky,
2004) y por ultimo, la forma mas frecuente, 3) macroautofagia, que involucra el secuestro
de constituyentes citoplasmicos, incluyendo mitocondrias, reticulo endoplasmico y
ribosomas, mediante la fusioén e invaginacion de formas de membranas aisladas, surgidas
presumiblemente de estructuras denominadas preautofagosomas o sitio de ensamblado
del fagoforo (PAS), dando lugar a estructuras vesiculares de doble o multimembranas con
un didmetro de 500 — 1000 nm, conocidas como autofagosomas. La membrana externa
del autofagosoma puede fusionarse con endosomas o pequeiios lisosomas dando lugar a
los autolisosomas (Bassham, 2007). Por dltimo, los autofagosomas o autolisosomas se
fusionan a la membrana de la vacuola para liberar la vesicula interna (cuerpo autofagico)
al lumen del compartimento (Klionsky y Ohsumi, 1999). Este tipo de autofagia provee de

energia durante condiciones de estrés metabolico y participa en el recambio de proteinas
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de vida larga y organelas (Levine y Klionsky, 2004). De ahora en adelante, vamos a
referirnos con el término autofagia a este ultimo proceso. En términos generales,
autofagia es un mecanismo de sobrevida que genera nuclebtidos, aminoacidos y acidos
grasos libres, manteniendo una reserva de “ladrillos macromoleculares” y la generaci6on de
ATP, bajo condiciones limitantes en nutrientes (Lum et al., 2005) y en respuesta a bajos

niveles de energia (ATP) (Alers et al., 2012).
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Fig. 2: Resumen esquematico del proceso de autofagia y componentes asociados a vias
autofagicas. Microautofagia, pexofagia y mitofagia incluyen procesos de invaginacién del
tonoplasto para envolver materiales citosélicos, peroxisomas y mitocondrias,
respectivamente. Macroautofagia secuestra constituyentes citoplasmaticos en vesiculas con
membrana doble denominadas autofagosomas que se fusionan con el tonoplasto para
degradar su contenido en el lumen de la vacuola. El transporte citoplasma-a-vacuola ha
sido descripto hasta el momento solo en levaduras. Autofagia mediada por chaperonas
dirige el traslado de proteinas sin plegar a través del tonoplasto via chaperonas y
receptores de membrana. En animales, Bcl-2 interacciona con Beclina-1/ATG6 inhibiendo
autofagia (Modificado de Kwon y Park, 2008).
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En contraste, la via citoplasma-a-vacuola, hasta el momento presente solo en
levaduras, es un mecanismo biosintético por el cual se transportan las hidrolasas
residentes de vacuola aminopeptidasa I (Apel) y a-manosidasa (Ams1) (Fig. 2). Esta via
utiliza muchos de los componentes necesarios para los mecanismos de degradaci6on
autofagica (Scott et al., 1996).

Estudios de mutagénesis en levaduras han identificado varios genes de autofagia
(ATG) requeridos para la formacion del autofagosoma y para una actividad autofagica
adecuada (Levine y Klionsky, 2004; Klionsky, 2005), los cuales se encuentran conservados
desde levaduras a plantas y animales (Kliosnky, 2005; Kourtis y Tavernarakis, 2009).
Dichos genes, denominados Atg, se pueden agrupar en grupos funcionales (Fig. 2): 1)
cascada kinasa para la induccién del proceso, donde TOR quinasa hiperfosforila ATG1 y
ATG13, manteniendo la disociaciéon del complejo que contiene componentes accesorios
tales como ATG11, ATG17, y Vac8. Bajo condiciones deficientes en nutrientes, ATG1 y
ATG13 son desfosforilados, lo que conlleva a la re-asociacion y activacion del complejo; 2)
cascada de senalizacion de lipidos para la nucleacion junto a proteinas que van a constituir
el autofagosoma, sometido a procesamiento con PI3K, ATG6, ATG9 y otros. Este paso es
reprimido por inhibidores de PI3K. 3) y 4) La formaciéon y maduracion del autofagosoma
implica vias de conjugacion de proteinas. 5) El autofagosoma es transportado hacia la
vacuola con la ayuda de proteinas implicadas en el trafico vesicular, mientras que 6) el
reciclaje y desensamblaje de complejos ATG y del contenido citoplasmatico implica
actividad de hidrolasas y lipasas (Fig. 2). En las plantas se ha identificado una gran
expansion en muchos de estos genes.

En animales, se ha demostrado que niveles elevados de activacion de las vias
autofagicas pueden conducir a una MCP tipo II (Baehrecke, 2003; Edinger y Thompson,
2004; Gozuacik y Kimchi, 2004). La relaciéon funcional entre apoptosis y autofagia es
compleja, en el sentido de que bajo ciertas circunstancias, autofagia constituye una
adaptacion a condiciones de estrés que evita la muerte celular (y suprime apoptosis),
mientras que bajo otra “configuracion” o “destino celular” (estado fisiolégico celular,
sumado a la relacion de sefiales de vida/muerte), el proceso de autofagia constituiria un
camino alternativo de muerte celular. Otro aspecto interesante es que, autofagia y
apoptosis pueden ser inducidas por senales comunes, resultando muchas veces en una
combinacién de ambas. Esto indicaria que, a nivel molecular, las maquinarias de
respuesta de estos procesos comparten vias comunes, pudiendo vincular o polarizar las
respuestas celulares.

Este tipo de muerte celular ha sido histéricamente definida mediante criterios
morfoldgicos, sin embargo la mera presencia de autofagosomas en las células muriendo es

insuficiente para distinguir entre la “muerte celular con autofagia” de la “muerte celular
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por autofagia”. Mediante distintos mutantes de genes Atg se ha definido la participacion
de la autofagia en la ejecucion de la muerte celular en diferentes entornos y situaciones. Yu
y colaboradores (2006) mostraron el primer ejemplo de como la degradacion selectiva de
una proteina vital a través del proceso de autofagia desencadena la muerte celular. En este
trabajo, los investigadores observaron que catalasa, una enzima clave del sistema
antioxidante, era selectivamente eliminada durante la muerte celular autofagica.
Asimismo, la muerte celular fue prevenida mediante la inhibicién del proceso de autofagia

como asi también mediante tratamientos con antioxidantes.

1.4. Origeny evoluciéon de la muerte celular programada

Diversos trabajos se han focalizado en el estudio de la participacion de las
proteinas pro- y anti-apoptoéticas en el control de la homeostasis celular general. Estos
estudios demostraron que los reguladores de la MCP pueden modular funciones
mitocondriales y celulares afectando el transporte de nucle6tidos de adenina, de Ca2* y
otros metabolitos como asi también alterar la homeostasis de glucosa (Murphy et al.,
2005; Danial et al., 2003). De esta manera, en el control de la auto-destruccién subyacen
mecanismos de control de la homeostasis que pueden formar parte de la maquinaria de
MCP. Es posible que dicha maquinaria haya estado presente siempre en las células, pero
que ha sido finamente regulada en organismos multicelulares para el control del nimero
de células en el desarrollo, homeostasis e integridad del organismo. Sin embargo, la idea
que la MCP pueda haber ocurrido primero en organismos unicelulares parece paradoéjica
ya que el “suicidio” hubiera sido seleccionado en contra.

No obstante, existen diversas razones teoéricas que podrian permitir la especulaciéon
de que una forma de MCP podria haber surgido en los organismos unicelulares. Una de
ellas se refiere al hecho de que los organismos unicelulares pueden formar colonias. Es la
supervivencia de la colonia, méas que la supervivencia de cada uno de sus miembros, lo que
garantiza la perennidad del organismo unicelular. Por lo tanto, se puede imaginar que la
colonia, como un todo, puede beneficiarse por el deceso de parte de sus células.
Paradojicamente, en este contexto, la falta de un mecanismo molecular que permita la
MCP puede resultar en la seleccion en contra de la colonia. Como mencionamos
anteriormente, la funcién central que se ha atribuido a la MCP en los organismos
multicelulares, es el control estricto de la diferenciacién celular, la coincidencia del
numero de células a su entorno, y la defensa contra el dafo genético y las infecciones, lo
que lleva a la eliminacion de células anormales o infectadas. La diferenciacién celular, la
regulacion del namero de células y la defensa contra la infecciéon, no son caracteristicas
exclusivas de los organismos multicelulares, sino que también se producen en los

organismos unicelulares y pueden, por lo tanto, ser optimizados por una forma de MCP a

13



nivel de colonias en organismos unicelulares. Una tltima razon teorica esti basada en los
antecedentes expuestos de que no habria un programa de muerte necesario y suficiente
para inducir la autodestruccion y cuya tnica funcion posible sea la ejecucion de la muerte
celular; sino mas bien, como veremos a continuacion, la naturaleza del programa de

muerte y su maquinaria efectora (Ameisen et al., 1995; Ameisen 1996, 1998 y 2002).

1.4.1. Control de la muerte en organismos unicelulares

Procariotas- En la naturaleza, las bacterias se encuentran en comunidades
complejas denominadas biopeliculas. Estas estructuras se forman por la excreciéon de una
matriz extracelular con caracteristicas funcionales y estructurales complejas, y se ha
postulado que, en términos de seleccion Darwiniana, las biopeliculas pueden ser la unidad
de seleccion (Caldwell y Costerton, 1996). En estas comunidades, células individuales
mueren aparentemente como una forma de asegurar la supervivencia de otros miembros.
Para adaptarse a la biopelicula las bacterias hacen cambios importantes en su estructura y
metabolismo (Allison, 2000). Estos cambios pueden conducir a la diferenciacion terminal
del organismo, lo que implica en algunas ocasiones un proceso de muerte celular
organizado.

El fenobmeno de esporulacion en la bacteria Bacillus subtilis en respuesta a
condiciones ambientales adversas ha sido citado como modelo en la exploracion de los
origenes de la MCP (Ameisen 2002). En condiciones favorables, B. subtilis tiene
crecimiento vegetativo a través de division celular simétrica pero bajo condiciones
adversas, la bacteria inicia una respuesta general al estrés, que involucra cerca de 150
proteinas y la esporulacion, la cual es iniciada mediante la fosforilacion del factor de
transcripcion SpoOA (Hecker y Volker, 2001). La diferenciacion de la espora es un
programa de desarrollo complejo que comienza con un proceso de division celular
asimétrico. El septum se posiciona cerca de uno de los polos de la célula en desarrollo, sin
embargo, la division celular no se completa. De esta manera, el septum polar separa dos
territorios diferentes y las futuras células asimétricas permanecen unidas. La parte mas
grande de la célula, denominada célula madre, se diferencia terminalmente y provee de
metabolitos a la parte mas pequeiia de la célula, llamada pre-espora, necesarios para que
se diferencie en una espora no proliferativa de larga vida. Subsecuentemente, la célula
madre experimenta una forma de MCP mediada por autolisinas que hidrolizan la pared
celular y que se encuentran reguladas transcripcionalmente (Smith et al., 2000). Un
aspecto esencial en la regulacion genética de la diferenciacion celular que lleva a la
esporulacion y MCP en B. subtilis, es la compleja regulacion intercelular de la expresion y
la activacion de al menos cuatro factores de transcripcion, of a oX (Losick y Stragier,

1992). Otro aspecto fabuloso de B. subtilis es que el proceso de division celular asimétrico

14



le permite, a nivel de cada célula, someterse a un programa de desarrollo que conduce a la
emergencia de la forma més simple de un organismo multicelular transitorio: conformado
por dos células que se han diferenciado en el equivalente de una célula somatica (la célula
madre) y en el equivalente de una célula germinal (la espora).

Otro caso de estudio de muerte celular en procariotas es en la bacteria Myxococcus
xanthus, donde miles de células individuales forman agregados bajo condiciones
deficientes en nutrientes, para luego dar lugar a una estructura en forma de domo, en cuyo
centro algunas células méviles se diferencian en esporas esféricas y no-moviles. Las
células basales no forman esporas y mueren sosteniendo la diferenciaciéon de células
apicales. La sefalizacion entre las células ocurre via factores de quorum-sensing,
permitiendo la esporulacién en el interior, mientras las células restantes sufren una
muerte masiva, asegurando de esta manera el futuro de la colonia (Kaiser, 2001).

Es interesante destacar que existe un diverso e intrincado programa de muerte
celular, cuyos mecanismos estan finamente regulados previo a la multicelularidad
eucariota, y que han sido descriptos bajo circunstancias que incluyen la diferenciacion
terminal, el control poblacional y la competencia entre colonias de bacterias de diferente
especies. La existencia de componentes celulares que son regulados para dar lugar a los
eventos de muerte celular en procariotas, sugiere que estos procesos pueden haber sido
reclutados para funcionar con el mismo propésito en las primeras células eucariotas. En
este sentido, se han encontrado homologos de dominios proteicos apoptoticos en bacterias
con desarrollo complejo, tales como actinomycetes, cianobacterias y alfa-proteobacterias,
estas dltimas son propuestas como progenitoras de las mitocondrias (Koonin y Aravind,
2002).

Eucariotas- Se han descrito eventos similares a MCP en al menos nueve especies
de eucariotas unicelulares. Estas vias de sefializacion de muerte estan siendo examinadas
con la intencién de identificar paralelismos con la MCP en organismos superiores. En este
sentido, los Kinetoplastidos, grupo que pertenece a una rama antigua del arbol
filogenético de los eucariotas y que representan a uno de los primeros eucariotas con
mitocondria, muestran caracteristicas morfologicas similares a la apoptosis. Un ejemplo
bien estudiado es el caso de Trypanosoma cruzi en estado epimastigota, donde la
sobrevida depende de la densidad de células. La dilucién de estas células resulta en una
muerte masiva, sugiriendo que “sefiales de vida” desde otras células son requeridas para
reprimir una via de muerte por defecto. Aquellas células epimastigotas que no se
diferencian a tripomastigota se vuelven esferoides, exhiben “ampollamiento” de
membrana plasmatica, condensacion de cromatina y fragmentacion de ADN,
vacuolizacién de citoplasma y formaciéon de cuerpos apoptoéticos (Ameisen et al., 1995).

Igualmente, Leishmania major presenta las mismas caracteristicas que T. cruzi bajo
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condiciones inductoras de muerte, la cual puede ser inhibida utilizando inhibidores de
caspasas. Asimismo, estudios realizados a mitocondrias aisladas de estas células
mostraron liberacion de cit-c cuando se incuban con la proteina Bax de humano.

Mecanismos conservados de muerte celular también fueron observados en
Dictyostelium discoideum, organismo unicelular ameboide con caracteristicas de protozoo
y hongo que se alimenta de bacterias. Bajo condiciones de inanicién, libera AMPc que
actia como quimio-atractante para otras amebas las cuales se agregan formando una
estructura que migra como una unidad hacia la luz. Cuando las condiciones ambientales
son apropiadas, la migracion cesa y comienza la diferenciacion en forma de tallo, cuyas
células estan rodeadas por un tubo rigido de celulosa, mientras que en el 4pice se forman
esporas. Las células del tallo estan “programadas para morir” (Ameisen 2002). Esta
muerte celular involucra una sefnalizaciéon por Ca2*, no se ve afectada por inhibidores de
caspasas, estd acompafiada por pérdida de potencial de membrana mitocondrial y la
translocacion al nicleo de un homologo del factor de induccion de apoptosis (AIF) de
mamiferos, conduciendo a la condensaciéon de la cromatina y activacion de endonucleasas.
Asimismo, ocurre exposicion de fosfatidil-serinas y degradacion de las células muertas por
células vecinas (Arnoult et al., 2001).

En 1997, cuando se completd la secuenciacion del genoma de Saccharomyces
cerevisiae, no se encontraron homdlogos de moléculas tales como Bcl-2 o Apaf-1, que son
consideradas centrales para el proceso de muerte celular programada en animales. La idea
de que la apoptosis era tnica en los metazoos fue contradicha por el descubrimiento de la
mutacion Cdc48%%56 en levaduras, la cual exhibia caracteristicas de apoptosis, incluyendo
exposicion de fosfatidil-serinas, marginacion de la cromatina y fragmentacion celular
(Madeo et al., 1997). El gen Cdc48 codifica una proteina involucrada en la fusion
vesicular, y de la misma manera, una mutacion en su homologo en humanos, VCP/p97,
también induce apoptosis en células B (Shirogane et al., 1999). Otros genes de levadura
han sido implicados en apoptosis. Ycar (Yeast caspasa-1) codifica para una proteina con
homologia estructural y procesamiento similar a las caspasas de mamiferos. La delecion
del gen Ycai confiere resistencia a la muerte celular inducida por estrés oxidativo y parece
tener la funcién fisiologica de causar la muerte de células envejecidas (Madeo et al.,
2002). La muerte de células viejas esté sujeta a la generacion de EAO en la mitocondria y
se ha hipotetizado que estas células estan programadas para morir con el fin de limitar la
formacion de ADN genéticamente dafiado (Madeo et al., 2002). La existencia de una via
de MCP dependiente de las mitocondrias en S. cerevisiae sugiere que dicha organela
contiene elementos de un camino ancestral que fue reclutado para la MCP en metazoos.
No obstante, en el afio 2002, Chose y colaboradores describieron en el protista

Trichomonas vaginalis, el cual no posee mitocondrias, un proceso parecido a la apoptosis.
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Tratamientos con drogas pro-apoptodticas promovieron la muerte celular, la cual fue
moderadamente inhibida por la adicién de inhibidores de caspasas. También observaron
fragmentacion nuclear y exposicion de fosfatidil-serinas.

Lo expuesto hasta aqui sugiere que la MCP no ha evolucionado primero como una
consecuencia de la multicelularidad en los organismos superiores, sino que dichos
mecanismos han sido finamente regulados y complejizados, alcanzando un punto extremo
e irreversible de esta caracteristica ancestral de control social de las poblaciones de
células. Asimismo, los reguladores claves de la apoptosis en los organismos superiores
pueden haber aparecido durante el transcurso de la evolucion para regular mas finamente
una via de MCP ancestral. En este sentido, la expresion de genes pro-apoptoticos de origen
animal, como Apaf-1/Ced4 y Bax, en levaduras, conduce a una muerte celular de
naturaleza apoptoética (Ligr et al., 1998). Por otro lado, la expresiéon heteréloga de genes
anti-apoptoticos de origen animal (Bcl-2 y Ced9) y de plantas (Bax Inhibitor-1) en
levaduras, disminuyen la muerte celular (Kawai et al., 1999; Sanchez et al., 2000; Zheng
et al., 2007). Es conveniente sefialar que levaduras transgénicas con caracteristicas
apoptoéticas han sido una gran herramienta para la identificacion de genes candidatos
relacionados a la muerte celular en plantas (ver Greenwood y Ludovico, 2010). Levine et
al. (2001) transformaron levaduras que expresaban Bax con una libreria de ADNc de
Arabidopsis con el fin de identificar genes supresores de muerte celular. De esta manera
pudieron determinar que el gen AtVamp7, que codifica para una proteina asociada a
membrana de vesiculas, bloquea la muerte celular. Asimismo, una proteina de unién que
responde a etileno, AtEBP, proteinas que detoxifican radicales libres de oxigeno y
proteinas de remocion de moléculas alteradas por dano oxidativo, fueron identificadas
como supresoras de muerte celular mediante bibliotecas de ADNc (Pan et al., 2001; Moon
et al., 2002; Chen, et al., 2004). Estas aproximaciones y sus resultados alientan el estudio

de los mecanismos de MCP en plantas y dan un marco mas amplio al planteo de hipotesis.

1.5. Muerte celular programada en plantas

En las plantas se encuentran una variedad de formas y mecanismos de MCP,
formando parte integral del desarrollo y en los mecanismos de defensa de las plantas y que
ocurren en todos los estadios del ciclo de vida, desde la fertilizacidén del 6vulo hasta la
muerte de todo el organismo. Ademéas pueden ocurrir a escala local, por ejemplo la
deplecion de las células del suspensor, o a gran escala, como es el caso de la senescencia
foliar (Fig. 3) (Barlow, 1982). Un aspecto muy importante de la MCP y que resulta crucial
para el desarrollo 6ptimo de este proceso, es el control de los limites y cinética de los
eventos de muerte celular. Por ejemplo, bajo ciertas interacciones planta-patoégeno, sucede

la muerte rapida de las células que rodean el sitio de infeccién, proceso denominado
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respuesta hipersensible (RH). La RH es un proceso activo de MCP que ocurre
rapidamente, pero en una zona restringida donde se contiene al patégeno en su sitio de
entrada, mientras que un reciclado eficiente de las células muertas seria secundario. En
contraste, en la senescencia, proceso que ocurre en un periodo relativamente largo y

vinculado con el reciclado del nitr6geno, la MCP termina afectando a todo el 6rgano.

‘ aleurona (monocotiledoneas)

suspensor . ;
P  { tricomas

pericarpo
(6vulos no polinizados)

respuesta hipersensible (RH)

xilema —=

b4
-
-

~— parénquima (hipoxia)

R
*— células de la caliptra

Fig. 3: Ejemplos de MCP en plantas durante el desarrollo y en respuestas adaptativas.
(Modificado de Pennell y Lamb, 1997). La muerte celular causa la deplecion del suspensor
y de las células de la aleurona, los cuales tienen funciones temporales durante el desarrollo
(Yeung y Meinke, 1993). Ademas es esencial para la especializacion de ciertas clases de
tricomas y de los elementos del xilema (Mittler y Lam, 1995; Greenberg, 1996; Fukuda,
1997). La muerte celular también puede ocurrir a gran escala, por ejemplo durante la
senescencia (Nooden, 1988; Bleecker y Patterson, 1997).

Al igual que en animales, los procesos de MCP en plantas tienen una vital
relevancia durante el desarrollo, en los mecanismos de autoincompatibilidad de polen y en
las respuestas frente a condiciones de estrés bidtico y abidtico, formando parte de los
mecanismos adaptativos de adquisicion de resistencia y tolerancia. Durante la
diferenciacion de los elementos del xilema en el sistema modelo de Zinnia elegans, se
producen brasinosteroides para dar inicio a la etapa final que involucra la MCP autolitica
(Fukuda, 2000; Yamamoto et al., 2001). Este tipo de muerte regido por la vacuola ha sido
documentado también durante otros procesos del desarrollo de las plantas, tales como la
senescencia, la muerte de las células del suspensor y en la formacion de aerénquima en las

raices (Jones, 2001; van Doorn et al., 2011; van Doorn, 2011). Asimismo, tratamientos con
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actinomicina D o cicloheximida inhiben la muerte celular, sugiriendo el requerimiento de
la sintesis de proteinas. Ademéas, se ha determinado la participacion del Ca2* en la
activacion de las nucleasas responsables de la fragmentacion del ADN (Mittler y Lam,
1995; H. Wang et al., 1996)

Durante el desarrollo del endosperma de monocotiledoneas, dos hormonas tienen
efectos opuestos sobre la MCP de las células de la capa de aleurona. El acido giberélico
(AG) promueve la muerte celular mientras que el 4cido absicico (ABA) contrarresta los
efectos promotores de muerte del AG (Jones y Jacobsen, 1991). El efecto de estas
hormonas podria estar relacionado a sus efectos opuestos sobre la expresion de enzimas
del sistema antioxidante (Fath et al., 2002). Las vias de transduccion de senales que
controlan la secrecion y muerte celular “rio abajo” de las hormonas involucran Ca2+ y
actividad de fosfatasas (Gilroy y Jones, 1992; Kuo et al., 1996; Wang et al., 1996). Como
resultado de la activaci6on de estos mecanismos especificos de sefializacion, se observa un
encogimiento celular y procesado en “escalera” del ADN de las células de la aleurona.

En esta variedad de “formas” de MCP en plantas, las distintas hormonas pueden
jugar roles diferenciales. Por ejemplo, el dcido jasmoénico (JA) regula negativamente la
muerte celular en A. thaliana bajo condiciones de estrés oxidativo generado por
tratamientos con ozono (Rao y Davis, 2001), pero puede participar en promover la muerte
celular inducida por la toxina fiingica fumonisina B1 (Asai et al., 2000). Otra hormona
implicada en la regulacion de la MCP es el etileno (ET). Esta hormona esté involucrada en
la promocién de la senescencia (Orzaez y Granell, 1997) como asi también en otras formas
de MCP durante el desarrollo, tales como la formacién de aerénquima en raices bajo
condiciones de anegamiento e hipoxia (Jackson et al., 1985) y en la MCP del endosperma
en los cereales (Young y Gallie, 2000).

Las células de las plantas tienen caracteristicas peculiares, en particular la
presencia de la pared celular y vacuolas, que sugieren que el proceso de MCP se lleva a
cabo con caracteristicas morfologicas diferentes a las observadas en animales. No
obstante, las células que sufren MCP pueden mostrar caracteristicas tanto de apoptosis
(condensacion de cromatina y fragmentacion del ntcleo) como de autofagia
(vacuolizacién, vesiculas multimembranales) (Mur et al., 2008). Sin embargo, en etapas
finales del proceso, se ha observado con frecuencia la separacion de la membrana
plasmatica de la pared celular, colapso de la membrana plasmatica y vacuolar y pérdida
del contenido celular remanente hacia el apoplasto. Esto es mas caracteristico de la
necrosis animal que de la muerte autofagica o apoptoética (van Doorn y Woltering, 2005).
De esta manera, aunque la morfologia de algunos eventos de MCP en plantas han sido
caracterizados y los mecanismos moleculares que los controlan han comenzado a

identificarse, hasta el momento no hay un criterio definido para su clasificacion en plantas
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(van Doorn et al., 2011; van Doorn, 2011; van Doorn y Woltering, 2005; Thomas et al.,
2003; Reape et al., 2008; Love et al., 2008; Nishimura y Hatsugai, 2011).

A pesar del interés difundido en el estudio de los mecanismos de MCP en plantas,
este se ha visto obstaculizado por la falta de reguladores claros que funcionen en la
integracion de senales de muerte. En los metazoos, desde humanos a C. elegans, se
encuentran bien caracterizados y conservados los reguladores centrales de la apoptosis:
BCL-2/CED-9, APAF-1/CED-4 y la familia de proteinas ejecutoras, caspasas/CED-3
(Jacobson et al, 1997; Ameisen, 2002). La ausencia, hasta el momento, de ortélogos
estructurales de estas proteinas en los genomas de las plantas y levaduras, sugiere la
evolucion de reguladores alternativos y estructuralmente distintos para el control de la
activacion de la MCP en plantas y hongos. No obstante, mediante el uso de transgénicos,
se reportaron los efectos de las proteinas animales pro-apoptosis y anti-apoptosis en
plantas (Mitsuhara et al., 1999; Qiao et al., 2002; Xu et al., 2004; Dickman et al., 2001;
Shabala et al., 2007; Kawai-Yamada et al., 2001; Lacomme y Santa Cruz, 1999), indicando
que a pesar de las diferencias morfologicas, habria estrategias similares con moléculas
funcionalmente relacionadas y conservadas entre animales y plantas, controlando la MCP.

Es importante en destacar que, en trigo se han introducido mediante ingenieria
genética genes de resistencia a hongos (lactoferricina y péptido sintético D4E1) y genes
anti-apoptoticos de origen animal (Bcl-XL, Op-IAP, SF-PIA y Ced9) a fin de mejorar su
resistencia a la fusariosis de la espiga (FHB). Se supone que estos genes no solo
aumentarian la tolerancia a FHB, sino que también inhibirian la infeccién por patoégenos
necrotroficos en general. La expresion de los inhibidores de MCP resulta en otros rasgos
agronomicamente beneficiosos, tales como mejor tolerancia a altos niveles de salinidad y
estrés por frio, mostrando niveles reducidos de fragmentacion del ADN (Baenziger et al.,

2004).

1.5.1. Participacion de las organelas en la muerte celular
programada en plantas

Una caracteristica particular de los eventos ordenados de MCP es la participacion
activa de la célula con requerimiento de energia para el correcto control y ejecucion del
proceso. Entonces, es 16gico pensar que las mitocondrias y cloroplastos serian elementos
importantes para la regulacion de la muerte celular.

Mitocondrias- El metabolismo redox mitocondrial estd implicado en la integracién
del estado energético celular y las funciones redox que controlan la biologia celular en las
plantas (Noctor et al., 2007). En el metabolismo de las células de las hojas existe una
interaccion metabdlica y un intercambio redox muy estrecho entre mitocondrias y

cloroplastos (Hoefnagel et al., 1998; Raghavendra y Padmasree, 2003). En este sentido,
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andlisis de mutantes han demostrado la influencia que ejerce el rendimiento de las
mitocondrias sobre la actividad de cloroplastos y nticleo (Dutilleul et al., 2003; Pesaresi et
al., 2003; Nunes-Nesi et al, 2005). Sumado a sus funciones homeostaticas y energéticas y
de ser sitios principales de generacion de EAO, habria otras vias de sefializacién de muerte
celular dependientes de componentes de estas organelas.

La homeostasis del Ca2* en mitocondrias es de especial interés debido a su
participacion en la modulacién de numerosas respuestas fisioldgicas y en la muerte celular
en animales (Giacomello et al., 2007) y plantas (Arpagaus et al. 2002; Fortes et al. 2001;
Virolainen et al. 2002). Al igual que en animales, se ha identificado un canal de K*
sensible a ATP en la membrana interna de mitocondrias de trigo (Pastore, et al., 1999) y
arveja (Petrussa et al.,, 2001), el cual participa en la amplitud de la permeabilidad
transitoria de la membrana e incremento del volumen de la mitocondria (Petrussa et al.
2004), dando lugar a la liberacion del cit-c mediante un mecanismo que es estimulado por
oxido nitrico (NO) e inhibido por H.O, (Chiandussi et al. 2002). Como mencionamos
anteriormente, el cit-c, el Factor Inductor de Apoptosis (AIF, por sus siglas en inglés) y
endonucleasa G, son algunas proteinas que salen de las mitocondrias para promover MCP
en animales y que podrian tener homologos en plantas. Hay evidencias que indican que la
ruptura en la permeabilidad de membrana de mitocondrias correlaciona con la induccion
de la MCP durante el desarrollo y en respuesta al ambiente (Yu et al., 2002; Curtis y
Wolper, 2002; Tiwari et al., 2002; Arpagaus et al., 2002; Diamond y McCabe, 2007; Scott
y Logan, 2007 y 2008; Yao et al., 2004). La liberacion de cit-c desde las mitocondrias ha
sido demostrada en una gran variedad de sistemas de plantas, incluyendo tomate
(Arpagaus et al., 2002), pepino (Balk et al., 1999), girasol (Balk y Leaver, 2001), avena
(Curtis y Wolper, 2002), células BY2 de tabaco (Vacca et al., 2006) y Arabidopsis (Balk et
al., 2003; Yao et al., 2004). Sin embargo, no se han esclarecido los mecanismos de acciéon
por los que el cit-c estimularia la MCP o si s6lo es producto de la ruptura de la
permeabilidad de membrana mitocondrial. Por otro lado, se ha identificado una nucleasa
dependiente de Mg>* en el espacio intermembrana de mitocondrias que participaria en la
condensacion y fragmentaciéon del ADN y seria bioquimicamente similar a la endonucleasa
G descripta en mitocondrias de animales (Balk et al., 2003).

En tejidos animales, se ha propuesto que incrementos en el complejo I de
mitocondrias ocurren para compensar el déficit de energia (Pich et al.,, 2004). Sin
embargo, en contraste con los tejidos jovenes, la reduccién de los niveles de ATP en tejidos
envejeciendo no se debe a un aumento de su demanda, sino al deterioro de los
componentes de la cadena respiratoria, tales como el cit-c oxidasa. Por lo tanto, el
aumento del complejo I en los tejidos envejecidos no sélo no restaura las altas tasas de

produccién de ATP, sino lo que es peor, aumenta el nivel de reducciéon de los
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transportadores y la produccién de EAO, alimentando un "circulo vicioso" que conduce a
la muerte de la célula.

Cloroplastos- Con respecto a la participacion de los cloroplastos en los eventos de
MCP, las enzimas del metabolismo de porfirinas, importantes para la biosintesis de
clorofilas, estan implicadas en procesos de MCP (Lorrain et al., 2003; Hu et al., 1998; Yao
y Greenberg, 2006; Vanhee et al., 2011). Aunque es probable que el dafio fotooxidativo
mediado por la acumulaciéon de intermediarios toxicos sea una causa comun de la muerte
celular observada en plantas mutantes de las enzimas del metabolismo de porfirinas, los
mecanismos que subyacen a sus efectos no se encuentran bien definidos.

En los cloroplastos, el complejo Ndh, homoélogo al complejo I de mitocondrias,
proporciona electrones para regular el estado redox de los trasportadores del flujo ciclico
de electrones con el fin de optimizar la producciéon de ATP (Casano et al., 2000). De
manera similar a lo observado en el complejo I de las mitocondrias en animales, el
aumento de la actividad de los complejos Ndh, que proporcionan electrones en tejidos
envejecidos, no se compensa porque la actividad del ciclo de Calvin es baja y, como no hay
un aumento en la actividad SOD cloroplastica (Casano et al., 1994), la generacién de H.O.
es insuficiente para eliminar los electrones. Por lo tanto, el cloroplasto entra en un ciclo
autocatalitico de produccién adicional de O.-, dafio oxidativo y reduccion en la produccion
de ATP (Zapata et al., 2005). Segin esta hipotesis, el complejo I y el complejo Ndh
desempenian papeles cruciales y similares en la MCP en animales y en hojas,
respectivamente, donde el desacople en las reacciones que favorecen el equilibrio redox
conduce a la generacion autocatalitica de EAO.

En animales, se ha demostrado una conexién entre mitocondrias y Noxi,
subunidad catalitica del complejo NADPH oxidasa, que resulta crucial para la
acumulacion sostenida de EAO y la muerte celular inducida por deficiencia de suero (Lee
et al., 2006). En las plantas, se ha sugerido la relacion entre los cloroplastos y el complejo
NADPH oxidasa en las respuestas de defensa de las plantas (Yaeno et al., 2004; Robert et
al, 2009) y la participaciéon de la generacion de EAO en el apoplasto en la regulacion
génica bajo condiciones de estrés footoxidativo (Davletova et al., 2005). El complejo
NADPH oxidasa es un modulador altamente regulado, sensible y versatil de sefiales del
desarrollo y del ambiente (Miller et al., 2009). En este sentido, trabajos de nuestro grupo
han demostrado la coordinaciéon entre los cloroplastos y la generaciéon de EAO en el
apoplasto, como asi también los efectos de la producciéon de EAO a través del complejo
NADPH oxidasa sobre la modulacién de la respuesta del sistema antioxidante bajo
condiciones de estrés fotooxidativo (Robert et al., 2009). Kim y colaboradores (2012)
demostraron recientemente, la participacion del oxigeno singulete (*O.) en la sefalizacion

de la muerte celular disparada por cloroplastos. El inicio de la produccién de 'O. es
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seguido rapidamente por una pérdida de la integridad del cloroplasto que precede a la
ruptura de la vacuola central y el colapso final de la célula. La ruptura de los cloroplastos
no es debida directamente al 'O., sino que es dependiente de la sefializaciéon de dos
proteinas plastidicas, EXECUTER 1 y 2. Logicamente, este tipo de MCP ocurre sblo en
células que tienen los cloroplastos completamente desarrollados (Kim et al., 2012).

Resultados muy recientes han demostrado un vinculo entre la generacion de EAO
en el cloroplasto, el dafio fotooxidativo y la activacion de autofagia en Chlamydomonas.
Ademas, un dato muy importante en destacar, es que tratamientos con DPI, inhibidor
suicida del complejo NADPH oxidasa, suprimieron parcialmente la activaciéon del proceso
de autofagia bajo condiciones de estrés fotooxidativo (Perez-Perez et al., 2012).

Reticulo endoplasmatico (RE)- La acumulacion de proteinas desplegadas o mal
plegadas en el RE es una senal de estrés que induce la expresion de chaperonas y proteinas
requeridas para el restablecimiento de la homeostasis (Ron y Walter, 2007). En respuesta
al estrés originado en el RE, las proteinas mal plegadas se translocan al citosol y son
degradadas via proteosoma y por via autofagica (Liu et al., 2012). En plantas se ha
demostrado la induccion de eventos de MCP (Zuppini et al., 2004; Watanabe y Lam,
2008) y senescencia (Costa et al., 2008) generada por estrés a nivel del RE. Ademas, el
estrés del RE es un inductor de autofagia y esta senal se encuentra conservada en
levaduras y animales (Yorimitsu et al., 2006). Perez-Perez y colaboradores (2010)
demostraron la induccién de autofagia por estrés a nivel del RE en Chlamydomonas,

pudiendo especularse un vinculo similar en plantas superiores.

2. Homeostasis redox. Producciéon v remocidn de las especies

activas del oxigeno

Modificaciones en el balance oxidativo ocurren como parte de las respuestas de las
plantas en interaccion con el ambiente, por ejemplo bajo condiciones de estrés biotico y
abiotico (Mufioz et al. 2008; Robert et al. 2009; Melchiorre et al., 2009; Rodriguez et al.
2010). Las EAO son formas parcialmente reducidas o activadas del oxigeno. La
configuracion electronica del mismo (dos electrones desapareados en el dltimo orbital) lo
hacen altamente sensible a la reduccion mono electronica, dando lugar a la formacion de
formas parcialmente reducidas o activadas, las especies activas del oxigeno (EAO)
(Boveris, 1984). La fina regulacién entre generacion de EAO y su remocion es fundamental
en el mantenimiento de la homeostasis y funcionalidad celular.

Existe una gran cantidad de fuentes potenciales de EAO en plantas, muchas de
ellas son productos del metabolismo normal, por ejemplo, las cadenas transportadoras de
electrones de la fotosintesis y la respiracion incrementan la posibilidad de que algunos de

los electrones transportados sean transferidos al oxigeno (Asada y Takahashi 1987). Otras
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fuentes de generacion de EAO se intensifican o toman mayor relevancia en condiciones de
estrés bidtico y abiodtico; por ejemplo, el complejo NADPH oxidasa de membrana
plasmatica.

El complejo NADPH oxidasa es una proteina de membrana plasmética que reduce
el oxigeno molecular a ion superoxido hacia el apoplasto (Torres et al. 1998; Sagi y Fluhr
2001). El sistema de transferencia de electrones en este complejo estd compuesto por una
region C-terminal citoplasmica (homologa a ferrodoxina reductasa de procariotas y
organelas) con sitios de unién a FAD y NADPH y un N-terminal también citoplasmico con
dos sitios de union a calcio. Contiene también 6 dominios trans-membrana con dos grupos
hemo de estructura similar al citocromo b en el complejo ber de mitocondrias. Las EAO
producidas via NADPH oxidasa participan en eventos de sefializacion y desarrollo en
plantas que incluyen, respuestas de defensa, muerte celular, estrés abidtico, cierre de
estomas, crecimiento polar de pelos radicales y durante la percepcion de rizobios por las
leguminosas (Baxter-Burrell et al. 2002; Foreman et al. 2003; Kwak et al. 2003; Yoshioka
et al. 2003; Vandenabeele et al. 2003; Jones et al. 2007; Cardenas et al. 2008).
Mutaciones en dos genes de A. thaliana, rbohD y rbohF, que codifican para el ortélogo de
la subunidad catalitica gp9iphox del complejo NADPH oxidasa de mamiferos, han
proporcionado las primeras evidencias genéticas de la regulacion de la generacion de EAO
por el complejo NADPH oxidasa en plantas y sus roles en las respuestas de muerte celular
durante la respuesta hipersensible.

Las plantas poseen también un complejo sistema de remociéon de EAO. Las
principales enzimas que remueven EAO son superdxido dismutasa (SOD), ascorbato
peroxidada (APX) y catalasa (CAT). La actividad de estas tres enzimas es crucial en el
mantenimiento de los niveles de radical superoxido (0O2°*-), a través de SOD, y peroxido de
hidrogeno (H-0.) por APX y CAT. El control de estas EAO, es también clave para evitar la
formacion de radical hidroxilo (OH-) que se forma mediante la reaccion de Haber-Weiss o
de tipo Fenton en presencia de metales y es una de las EAO maés reactivas. Asimismo, las
células cuentan con antioxidantes no enzimaticos, tales como el acido ascorbico (ASC) y
glutation (GSH), los cuales se encuentran en altas concentraciones en cloroplastos y otros
compartimentos subcelulares y son cruciales en la remocion de EAO. Para la proteccién
real se requieren altos niveles de acido ascorbico y glutation reducido. En este sentido, las
enzimas glutation reductasa (GR), monodehidroascorbato reductasa (MDAR) y dihidro
ascorbato reductasa (DHAR) mantienen el estado de reduccién del glutation y del acido
ascorbico, utilizando NADPH como poder reductor

Mas alla de la importante funciéon de remocién de EAO de estas enzimas y de los
antioxidantes no enzimaticos, el estado de reducciéon/oxidacién de los antioxidantes y/o

de los diferentes compartimentos celulares, son en si mismos moduladores de los
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mecanismos de remocion, expresion de genes y de otras vias de sefializacion (Karpinski et
al. 1997; Robert et al. 2009). Con base en esta complejidad del control en la produccion de
EAO, es que se ha puesto a estas moléculas, como reales encargadas de regular vias de
senalizacion (Lascano et al. 2003; Foyer y Noctor 2005). La fina regulaciéon entre
produccion y degradacion de EAO participa en las sefiales oxidativas que determinan
respuestas fisiologicas. La sefializacion oxidativa es central en el censado de condiciones
ambientales y endogenas, como en el desarrollo de ajustes a nivel de expresion génica,

metabolismo y fisiologia de las plantas (Foyer y Noctor 2005).

3. Senescencia y muerte celular programada

La senescencia, tanto a nivel celular, tisular o de todo el organismo, esté
basicamente relacionada a la fisiologia celular y al ambiente (tanto interno, por ejemplo la
interaccion con otras células; como externo, tales como las condiciones ambientales) que
tienden a convertirse en menos apropiados para la vida y la persistencia celular durante el
desarrollo (Trippi et al., 2009). Este proceso ha sido caracterizado como una etapa natural
y finamente controlada del ciclo de vida de las plantas, que se encuentra regulada por
bases genéticas internas, hormonales y metabolicas y que puede ser inducido por factores
exogenos y condiciones de estrés. Parte de los sintomas de las plantas expuestas a
situaciones de estrés, son provocados por dafos oxidativos a nivel celular que estan
mediados por las EAO, que en consecuencia generan sintomas propios de senescencia
(Trippi et al., 1985, 1989, 2009). Si bien la generacion de EAO es parte del metabolismo
aerobico normal, las situaciones de estrés promueven su incremento debido,
principalmente, a la sobre-reduccion de los transportadores de electrones cloroplésticos y
mitocondriales, donde el oxigeno actia como aceptor alternativo de -electrones
aumentando la producciéon de EAO (Gilmore, 1997). Las EAO tienen un rol dual, ya que
por un lado inducen danos oxidativos, senescencia, y muerte celular, y por otro acttian
como moléculas sefiales en procesos de crecimiento y desarrollo, respuestas de defensa e
interaccion con microorganismos patégenos y benéficos (Mittler et al, 2004). La
capacidad de las plantas de controlar los niveles de EAO depende de la actividad de su
sistema antioxidante, compuesto por enzimas y componentes no enzimaticos (Scandalios,
1993). La relacion entre generacion y degradacion de EAOs son determinantes principales
del estado redox intracelular, el cual tiene una funcion critica en la percepcion y
aclimatacion a condiciones ambientales y en la interaccién con microorganismos
simbiontes o patdégenos (Foyer y Noctor, 2005 a, b, Alscher, 1989, Lascano et al 2003).

La senescencia esta caracterizada por procesos degradativos y el reciclaje de
macromoléculas a través de la coordinacion de al menos tres vias de degradacion

intracelular: ubiquitin/proteosoma, degradaciéon vacuolar y autofagia. Las proteinas son
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degradadas a aminoacidos, el 4cido ribonucleico (ARN) se descompone en compuestos de
bajo peso molecular y los lipidos de membranas son metabolizados a aziicares (Buchanan-
Wollaston, 1997). Esto permite el transporte de nutrientes vitales en sentido
fuente/destino desde las hojas senescentes, raiz u 6rganos florales hacia tejidos en
desarrollo en o6rganos jovenes, hacia estructuras reproductivas y semillas o para la
generacion de reservas (Liu, 2008). Para que este transporte ocurra, el sistema vascular
debe ser mantenido hasta etapas tardias de la senescencia (Gan y Amasino, 1997). De la
misma manera, la degradacion del nuicleo es un evento relativamente tardio, debido a que
la degradacion de otras organelas esta bajo su control. Por lo tanto, el contenido de acido
desoxirribonucleico (ADN) se mantiene en gran parte constante y su degradacion puede
ser observada solo en las etapas finales del proceso (Orzaez y Granell, 1997). Asimismo,
tratamientos con inhibidores de la sintesis de ARN y proteinas bloquean el proceso de
senescencia, de tal manera que la expresion génica es necesaria hasta que el proceso se
completa (Noodén, 1988).

Los procesos liticos que ocurren durante la senescencia pueden ser reversibles en
cierto punto, pudiendo conducir a un reverdecimiento de las hojas senescentes (Thomas et
al., 2003; Zavaleta-Mancera et al., 1999). Esta plasticidad en la senescencia es de vital
importancia, ya que permite la aclimatacion de las plantas a diversas condiciones
ambientales. Por ejemplo, el comienzo temprano de dicho proceso podria ser favorable
cuando la disponibilidad de fotoasimilados es alta o cuando el suministro de nutrientes
inorganicos, principalmente de nitrégeno, es bajo. Por otro lado, una senescencia foliar
demasiado temprana podria reducir la capacidad total de asimilar el CO., mientras que
una senescencia tardia podria interferir con la removilizacion de nutrientes,
comprometiendo la actividad fotosintética en las hojas jovenes y en el éxito reproductivo.

Esta caracteristica de reversibilidad ha llevado a la confusion en lo que concierne a
la definicion de senescencia relacionada a procesos de muerte celular programada (MCP).
Por un lado, y debido a que con frecuencia uno conduce al otro, muchos investigadores
consideran la senescencia como sinonimo de MCP (van Doorn y Woltering, 2004). En este
sentido, algunos mecanismos de MCP involucran procesos relacionados a la senescencia,
tales como la degradacion de organelas y el reciclado de componentes intracelulares
(Coupe et al., 2004). Una vision alternativa, es considerar al deterioro de un
organismo/dérgano entero como senescencia y a los procesos degradativos a nivel celular
como MCP (Nooden, et al., 1997). Por tultimo, se considera a la senescencia y a la MCP
como procesos mutuamente excluyentes, donde la finalizaciéon del primero conduce al
inicio del dltimo (van Doorn y Woltering, 2005). En otras palabras, dos procesos
separados deben estar ocurriendo, uno que es reversible, considerado como senescencia, y

otro que esta comprometido, considerado como MCP (Thomas et al., 2003). No obstante,
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durante la senescencia de pétalos de Ipomoea nil, se ha determinado la expresion
diferencial de homologos de genes asociados a MCP en células animales, tales como
Inhibidor de Bax-1 (BI-1), genes relacionados a autofagia y Proteinas de Procesado
Vacuolar (VPE), entre otros (Yamada et al., 2009). Ademas, existen evidencias que
muestran cierto entrecruzamiento entre las vias de MCP durante la respuesta
hipersensible que ocurre frente a interacciones planta-patogeno especificas y durante la
senescencia. Sin embargo la activacion espacial y temporal de estos marcadores durante
estos procesos es distinta, indicando una relativa especificidad para cada programa de

muerte (Pontier et al., 1999).

4. Las leguminosas

Las leguminosas constituyen la segunda familia de plantas en importancia
agronomica para el hombre. Aproximadamente un 15 % del total de tierra cultivable en el
planeta se destina al cultivo de leguminosas (Graham 2003), las cuales tienen altos
requerimientos en nutricion nitrogenada, siendo el nitrogeno y el agua, las principales
limitantes de la producciéon agricola. Asimismo, Argentina es el primer exportador
mundial de productos procesados: Aceites y harinas proteicas y el tercer exportador de
grano, luego de Estados Unidos y Brasil.

La caracteristica distintiva de un sistema natural respecto de un sistema
productivo intensivo y extensivo como el cultivo de soja, radica en que para alcanzar los
rendimientos en grano actuales, los requerimientos de nitrégeno asimilable exceden al
contenido natural del suelo. Debemos aclarar que en la actualidad la fertilizacién
nitrogenada es altamente costosa, ya que si bien la atmosfera posee un 78% de N. gaseoso,
la reduccién industrial de este hacia formas asimilables (rotura del triple enlace de la
molécula de N.) requiere de alta temperatura y presion (reaccién de Haber-Bosch), lo que
encarece su produccién afectando la posibilidad de aplicacion masiva en un cultivo. Otro
aspecto de particular interés, es el efecto negativo sobre el medio ambiente que trae
aparejada la aplicacion continua y muchas veces excesiva de fertilizantes nitrogenados
inorgéanicos.

El nitrogeno puede ser absorbido y utilizado por las plantas en formas quimicas
tales como: amonio, nitrato o nitrito. El ciclo del nitrégeno en la naturaleza es complejo y
existe una inter conversion constante de estas formas que cuando se encuentran en el
suelo son aprovechadas por las plantas. Una parte importante del ciclo natural del
nitrégeno incluye lo que se denomina fijacién biologica del nitrégeno (FBN). Esta es
llevada a cabo por microorganismos que en vida libre o en asociaciéon simbi6tica con
plantas del grupo de las leguminosas, pueden reducir el nitrogeno gaseoso mediante la

actividad de la enzima nitrogenasa a temperatura y presién normales, utilizando solo
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energia metabolica en forma de ATP. En gran medida, estas interacciones simbidticas
constituyen un punto importante dentro del contexto econémico de la agricultura
mundial, puesto que son consideradas piezas claves en la funciéon y mantenimiento de
muchos ecosistemas (Abbott y Murphy 2003). Los microorganismos que poseen la
capacidad de fijar nitr6geno dentro de estructuras especializadas, denominadas nédulos,
pertenecen al grupo de los rizobios. La FBN se ha desarrollado en este grupo de bacterias
en estrecha co-evolucion con algunos grupos de angiospermas estableciendo las bases de
una relacion mutualista. Para el caso de la soja (Glycine max), en esta Tesis nos interesa la

asociacion mutualista que establece con Bradyrhizobium japonicum.

4.1. Establecimiento de la simbiosis. Reconocimiento,
formacion de nédulos y fijacion biolégica del nitréogeno

La sintesis y secrecion de flavonoides hacia la rizosfera por parte de la planta
dispara la induccion de los denominados genes de nodulacion (genes Nod) en el rizobio,
iniciandose asi el reconocimiento que podra dar lugar al establecimiento de la interaccion
simbiotica y por consiguiente, a la fijacion biologica del nitrogeno (FBN) (Gage 2004).
Una vez sintetizados y secretados a la rizosfera, los factores Nod de B. japonicum, pueden
ser percibidos por receptores especificos para la simbiosis, ubicados en los pelos radicales
de soja, iniciandose el proceso de infeccidon. Luego de la adhesion de las bacterias a los
pelos radicales en activo crecimiento, se induce el crecimiento curvado de los pelos
radicales como respuesta de percepcion por parte de la planta. A continuacion, se puede
observar el inicio de la infeccién en el pelo radical y posteriormente entre los espacios
intercelulares de células en division en la raiz, llegando al cortex radicular, donde las
bacterias ingresan a dichas células por un proceso endocitico. Finalmente, una progresiva
division celular dara lugar a la formacién del n6dulo radical.

Las bacterias que han penetrado hasta el cortex de la raiz, se liberan y quedan
envueltas en una membrana de origen vegetal, denominada membrana peribacteroidal
(MPB), la cual facilita la division y diferenciacion de estas bacterias en unas nuevas
estructuras denominadas bacteroides. Este nuevo organulo formado por la MPB y el
propio bacteroide es conocido como simbiosoma (Roth et al. 1988), y se trata de la unidad
bésica fijadora del nitrégeno en el nédulo. Las MPB y bacteroidal seran las encargadas de
controlar el trafico de nutrientes entre la planta y el bacteriode, como por ejemplo, el flujo
de carbono reducido en forma de 4cidos dicarboxilicos de la planta al bacteroide y de
nitrégeno fijado en sentido contrario, el cual serd transportado posteriormente a otras
partes de la planta en forma de amidas o ureidos (Udvardi y Day, 1997). Los bacteroides
reducen el N. a amonio producto de la accién de la enzima nitrogenasa mediante una

reaccion quimica, altamente dependiente de energia que fue propuesta por Werner (1992):
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N, + 8H+ + 8e- + 16ATP —2NH; + H, + 16ADP + 16Pi
El complejo enzimatico nitrogenasa esta formado por dos proteinas, y su sintesis y
actividad requieren un preciso mecanismo de control de la disponibilidad de oxigeno, de
modo que éste llega a los bacteroides transportado por leghemoglobina (una
metaloproteina), que representa el componente principal del citoplasma bacteroidal
(Halbleib y Ludden, 2000; Burris 2001; Brewin 2002). La razén por la cual existe este
complejo e interesante mecanismo de control del tenor de oxigeno dentro de los nédulos,

radica en que la enzima nitrogenasa es inhibida irreversiblemente por oxigeno.

4.2. Efectos del estrés sobre la produccion de granos

Las leguminosas han sido en general consideradas muy sensibles a condiciones
salinas, aunque existen muchas excepciones. Particularmente en soja, existe un rango de
susceptibilidad al estrés salino que esta dado por el cultivar (Shao et al. 1986; Murat et al.
2008). En nuestro pais existen aproximadamente 276.000.000 has cultivables, dentro de
las cuales cerca del 75% se encuentra afectado por condiciones de aridez o semiaridez; y al
menos 34.000.000 has estan sometidas a salinidad y anegamiento. Bajo condiciones de
estrés, las plantas emplean diferentes mecanismos fisiol6gicos para modular la economia
de agua, carbono y nitrogeno; esta ultima en leguminosas se encuentra a su vez
fuertemente condicionada por el microsimbionte que la nodula (Smirnoff, 1995, Foyer y
Harbison, 1997).

La soja y con ella el proceso de infeccion y nodulaciéon por B. japonicum, son
severamente afectados bajo salinidad. Se ha citado por ejemplo, una reduccién en un 50%
del nimero y peso de nodulos en plantas salinizadas, con concentraciones de 26,6 mM de
NaCl (Singleton y Bohlool 1984; Delgado et al. 1994; Elsheikh y Wood 1995). Esta
disminucion en el nimero de nddulos, podria darse porque la sal atentia la respiracion
aerobica de las bacterias dentro del noédulo, generando una caida del contenido de
leghemoglobina, agotandose la fuente de energia que es requerida para la FBN. Si bien se
ha establecido claramente que la productividad vegetal estd determinada
multifactorialmente, en términos generales, el rendimiento estd condicionado por la
actividad fotosintética, las magnitudes del area foliar, y la particion de fotoasimilados
entre organos, por lo que el mantenimiento de una alta tasa de asimilacion de CO. y
nitrogeno son fundamentales para sustentar el crecimiento y la productividad en
condiciones limitantes.

La temperatura y el fotoperiodo son los principales factores que regulan la
duracién y transicion de las fases de desarrollo de la soja, desde etapas vegetativas a
reproductivas y senescencia (Kantolic et al., 2004). No obstante, la longitud del dias es el

principal inductor de la floraciéon en el desarrollo (Hicks, 1983), regulando la mayor parte
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de los eventos reproductivos, condicionando el inicio y final de las diferentes fases
(Kantolic et al., 2004). La induccion floral conduce a la transformacion de los meristemas
vegetativos en meristemas reproductivos y la edad de la planta en que se produce esta
transformacion determinara el tamano final de la misma y por lo tanto, su potencial
rendimiento (Baigorri, 1997). Asimismo, tal como ocurre en las plantas monocarpicas,
luego de la fase reproductiva ocurre la induccion de la senescencia.

El nimero final de granos que el cultivo puede establecer en relacion al nimero
potencial, se asocia principalmente con la capacidad de crecimiento de las plantas durante
el periodo critico de fijacion de vainas y semillas (Vega y Andrade, 2000). Por otra parte,
el peso de las semillas se define en el periodo de llenado de granos, el cual es afectado por
la capacidad fotosintética del cultivo y por la disponibilidad de asimilados (Andrade et al,
2000). Por otro lado, la rapida fijacion de N, durante el llenado de granos mejora la
eficiencia de la fotosintesis de la soja y por este motivo se espera mayor acumulacion de
materia seca con esta fuente de nitréogeno. Asimismo, la evolucion de la FBN esta
relacionada con la tasa de acumulacion de carbono, por lo tanto, las limitaciones
nutricionales que afecten el crecimiento del cultivo afectaran la tasa de acumulaciéon de
nitrégeno (Garcia, 2000). En este sentido, bajo condiciones ambientales estresantes que
promueven un florecimiento temprano, las plantas no desarrollan altura ni area foliar
normales e inducen la senescencia temprana, provocando la reduccién de la asimilacion
de carbono y nitrogeno, acortando el periodo de llenado del grano y por lo tanto afectando
negativamente el rendimiento (Hicks, 1983; Gregerson et al., 2008). De esta manera,
surgio el interés por controlar la senescencia en los cultivos de grano, donde es razonable
pensar que una senescencia foliar y nodular retrasada, y por lo tanto la prolongacion de la
actividad fotosintética y la FBN, podrian favorecer a aumentar el rendimiento de algunas

especies.

4.3. Senescencia nodular en leguminosas

En leguminosas, a nivel radicular, tanto condiciones de estrés (Matamoros et al.,
1999) como deficiencias en el reconocimiento planta/microorganismo (Banba et al.,
2001), inducen caracteristicas de senescencia prematura en los nédulos, que al igual que el
envejecimiento natural, conlleva a la pérdida de la capacidad de fijar N, atmosférico,
induccion de actividades liticas y a la formacion de pigmentos verdes como
leghemoglobina (Lb) (Roponen, 1970; Sarath et al., 1986). La senescencia nodular ha sido
asociada a incrementos en la generacion de EAO y/o a la disminucion de la defensa
antioxidante (Escuredo et al., 1996; Vanacker et al., 2006; Puppo et al., 2005). Sin
embargo, las EAO no s6lo estan implicadas en la senescencia nodular, sino también que

participan en el desarrollo (Pauly et al., 2006; Lee MY et al., 2005) y funcionalidad de los
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nodulos (Marino et al., 2011). En el interior de los nédulos las EAO se generan como
consecuencia de las altas tasas respiratorias, las condiciones fuertemente reductoras
esenciales para la reduccion de N,, la tendencia de la leghemoglobina a auto-oxidarse y la
potencial capacidad propia de la nitrogenasa de reducir directamente al O, (Dalton, 1995).
Las alteraciones en la disponibilidad de oxigeno y en la capacidad respiratoria de los
bacteroides, sumado al dafio oxidativo de componentes celulares, llevarian a una
limitacion en la capacidad metabodlica de los bacteroides. Estos factores contribuyen a la
inhibicion de la actividad nitrogenasa favoreciendo la senescencia nodular (Naya et al.,
2007).

Todos los organismos fijadores de N, desarrollan sus actividades metabdlicas bajo
un dilema critico: por un lado, la enzima nitrogenasa que cataliza la conversion de N, en
NH; es rapida e irreversiblemente inhibida por O., sin embargo el proceso de fijacion
biologica de N, (FBN) es extremadamente demandante desde el punto de vista energético,
con un consumo de al menos 16 moléculas de ATP por cada N fijado (Ljones y Burris,
1972). Por lo tanto, sostener altas tasas respiratorias en orden de suministrar esa energia,
pone en riesgo a la nitrogenasa de ser inactivada por O. (Dalton et al., 1998). En los
nodulos de raices de leguminosas, el problema del O. es resuelto por tres mecanismos: a)
Abundante cantidad de O, ligado a la leghemoglobina para facilitar su flujo al nodulo,
manteniendo extremadamente bajos los niveles de O. libre, b) alta tasa respiratoria y
consumo de O, ¢) la presencia de una barrera de difusion variable que restringe el ingreso
del O: a la region central del nédulo que se encuentra infectada, (Appleby, 1984; Witty et
al., 1986; Hunt et al., 1987; Denison, 1992). La manera en que esta barrera opera no esta
del todo esclarecida, pero ella es responsable del control fisiolégico del tamafo,
distribucién y contenido de los espacios intercelulares que regulan la difusion del O.
dentro del nodulo (Dalton et al., 1998). Asimismo, existen variedades de soja (Glycine
max) con una senescencia nodular retardada y un periodo de fijacion de N, mayor
(Espinosa-Victoria et al., 2000), lo que destaca al control genético como base molecular
para modificar la sincronizacién y/o el progreso de la senescencia nodular.

Los principales blancos para la degradacién y el reciclaje de nutrientes son los
cloroplastos en las hojas y los simbiosomas en los nodulos. Cabe destacar que el
transcriptoma de nodulos senescentes tiene un alto grado de superposicion con el de hojas
senescentes. Mas aun, las hormonas etileno y 4acido jasmonico participan en ambos
programas de senescencia (Van de Velde et al., 2006). Los nédulos senescentes presentan
la inducciéon de genes que codifican para proteinas involucradas en el transporte de una
variedad de moléculas, como proteinas con cassette de unién a ATP y transportadores
especificos de fosfato y aminoacidos (Van de Velve et al., 2006). Entre los genes inducidos

pertenecientes a familias de proteasas, se encontré a VPE, cistein-proteasa implicada en la
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senescencia foliar y muerte celular programada (Rojo et al., 2004). También se
observaron incrementos de componentes de la via de degradacién ubiquitin/26S
proteosoma, el cual ejerce una importante funcion en la degradacion de proteinas
regulatorias (Smalle y Vierstra, 2004). Ademas de la maquinaria de degradacion de
proteinas, se vieron inducidas vias para la degradacion de acidos nucleicos, lipidos
derivados de membranas y azicares (Van de Velve et al., 2006). No obstante, no hay
evidencias claras de la participacion del proceso de autofagia en la senescencia nodular.
En este sentido, Vauclar y colaboradores (2010) han sugerido que la inducciéon de
senescencia en plantas de soja sometidas a oscuridad estimularia autofagia a nivel de
simbiosomas, lo que podria implicar eventos de muerte MCP. Sin embargo, este trabajo
carece de evaluaciones de marcadores morfologicos, genéticos y bioquimicos que apoyen
esta conclusion.

Estas observaciones reflejan una secuencia similar de eventos durante los
programas de senescencia foliar y nodular, a través de los cuales una primera etapa inicia
la senalizacion que marca el cambio de estado de destino-a-fuente, luego en la etapa de
reorganizacion se reciclan los nutrientes catabolizados, conduciendo finalmente a la

degeneracion y muerte del 6rgano.

Hipotesis: La expresion de supresores de muerte celular en plantas de leguminosas
incrementa la capacidad del sistema planta-simbionte para tolerar condiciones de estrés y
mantener la actividad fijadora de carbono y nitrégeno, sosteniendo la productividad a

través de la atenuacion de los sintomas de senescencia.

Objetivo general: Estudiar la incidencia de la expresion de supresores de muerte celular de

origen animal en plantas leguminosas sometidas a condiciones de estrés.
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Capitulo 1

Obtencion de plantas transgénicas con
expresion de Ced-9 y sus efectos bajo

condiciones de estrés
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INTRODUCCION

1. Reguladores de apoptosis: miembros de la familia de

proteinas Bcl-2 en animales

“Al dia siguiente no muri6 nadie”

José Saramago- Las intermitencias de la muerte.

Luego de los descubrimientos de los reguladores de MCP en C. elegans, los
estudios en mamiferos tuvieron un notable crecimiento debido a la gran relevancia del
proceso de apoptosis en la patogenia de varias enfermedades. Bcl-2 es “miembro
fundador” de la familia Bcl-2 de proteinas regulatorias de la apoptosis y ha sido la méas
estudiada y caracterizada. Bcl-2 fue originalmente descripta en células B de linfomas (su
nombre por las siglas en inglés, B-cell [ymphomas) donde se encontraba sobre-expresada
como resultado de una translocacion cromosomal, lo que resulté en una inhibiciéon de la
apoptosis. En 1990 surgi6 una pista sobre su mecanismo anti-apoptoético y dio lugar a una
de los primeros indicios del rol de la mitocondria en la apoptosis (Hockenbery et al.,
1990). En dicho trabajo, Hockenbery y colaboradores, demostraron que Bcl-2 era una
proteina de membrana de mitocondrias cuya sobre-expresion bloqueaba el proceso de
apoptosis.

La familia Bcl-2 comprende proteinas tanto anti-apoptéticas como pro-
apoptéticas y se subdivide en tres subfamilias clasificadas en base a dominios de
homologia Bcl-2, denominados dominios BH (del inglés, Bcl-2 Homology) (Fig. 1.1). Estos
dominios tienen estructura secundaria de a-hélice y tienen vital relevancia para la
interaccion entre estas proteinas. La subfamilia Bcl-2 incluye a los anti-apoptéticos Bel-2,
Bcl-xL, Bcl-w y Mcl-1 entre otros, y comparten homologia en tres o cuatro dominios BH
(Fig. 1.1A). Bax y Bak son algunos de los miembros que componen la subfamilia Bax. Ellos
muestran homologia con la subfamilia Bcl-2 en las regiones BH1, BH2 y BH3, pero no con
BH4 (Fig. 1.1B) y participan en la activacion de la apoptosis facilitando la salida de cit-c y
otras proteinas inter-membrana de la mitocondria. Por ultimo, la subfamilia solo-BH3
que incluye un gran nimero de proteinas que contienen solo el dominio BH3, tales como
Bid, Bim y el recientemente incorporado Beclina-1/Atg6 (Fig. 1.1C). Tras la recepcion de
un estimulo apoptotico, estas proteinas se “activan” y reprimen a miembros de la familia
Bcl-2, lo que conduce a la activaciéon de proteinas apoptoéticas, por ejemplo Bax. Estos
efectos ocurren via la interaccion directa proteina-proteina (Labi et al., 2006).

Se ha postulado que variaciones en la permeabilidad de la membrana mitocondrial

podrian ser el principal mecanismo de acciéon de estas proteinas en el proceso de
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apoptosis. Los miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2 incrementan la
permeabilidad de la membrana de la mitocondria a través de la formacién de canales por
homodimerizacién o formando heterodimeros con otras proteinas mitocondriales, como
las de canales anionicos dependientes de voltaje (VDAC, por las siglas en inglés) y las que
forman el poro mitocondrial de permeabilidad transitoria (PMPT) (Baines et al. 2005,
Halestrap et al. 2002, Nakagawa et al. 2005). Estos canales de gran conductancia
mediarian la salida de los factores pro-apoptoéticos mencionados anteriormente (Fig. 1).
Ademas, la apertura de estos canales de transporte no selectivo lleva a una caida del
potencial de membrana de mitocondria, con el consecuente desacople entre el potencial de

protones y la sintesis de ATP.
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Fig. 1.1: Esquema de conservacion de dominios BH en la familia Bcl-2 de proteinas
reguladoras de la apoptosis. A) subfamilia Bcl-2; B) subfamilia Bax; C) subfamilia
solo-BH3.

Los reguladores y las vias de sefalizacion implicadas en las respuestas de
vida/muerte se encuentran conservados en los animales. Similarmente, los principales
ejecutores de MCP, como las caspasas, estan conservados en el reino animal. En C.
elegans los genes Ced-3, Ced-4 y Ced-9, estan directamente involucrados en el control de
la ejecucion de la apoptosis durante el desarrollo. Genes pro-apoptéticos como Ced-3 y
Ced-4 son requeridos para la muerte de la célula, mientras que Ced-9 pertenece al grupo
de los anti-apoptoéticos. Ced-3 codifica para una proteasa homologa a la familia de
caspasas de mamiferos (Yuan et al, 1993), mientras que CED-9 tiene homologia
estructural y funcional a Bcl-2 y Bel-xL y regula negativamente la actividad de CED-3
(Hengartner y Horvitz, 1994). Esta homologia tanto en secuencia como en funciéon entre
las proteinas reguladoras de MCP, indicaria un origen evolutivo antiguo de la apoptosis.
Por otro lado, resulta importante destacar que en las plantas, a nivel de secuencia
primaria, no se han encontrado ortélogos de ninguna proteina perteneciente a la familia
Bcl-2. No obstante, resulta muy interesante el hecho de que ciertos virus han adquirido la

capacidad de manipular a sus hospedadores mediante la expresiéon de proteinas
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estructural y funcionalmente semejantes a las proteinas celulares, siendo algunas
homologas a Bcl-2, las cuales presentan mucha divergencia en la secuencia, pero
comparten alta similitud en estructura tridimensional (Cuconati y White, 2002; Benedict

et al., 2002; Polster et al., 2004; Loh et al., 2005).

1.1. Mecanismos de accion de las proteinas de la familia Bcl-2

En los sistemas animales, a pesar de la gran cantidad de estudios realizados sobre
las proteinas anti-apoptoticas, no se han esclarecido del todo sus mecanismos de accion.
Las proteinas BCL-2 parecen tener efectos mayores en las células, sin embargo, a pesar
que sus efectos pueden ser observables simplemente porque las células no se mueren, el
supuesto general es que estas proteinas poseen actividades bioquimicas ain no
descubiertas, desafiando los postulados actuales sobre la apoptosis clasica. Incluso,
actualmente, las localizaciones sub-mitocondriales estan siendo controvertidas. En este
sentido, la regulacion del PMPT por parte de las proteinas de la familia Bcl-2 ha sido
considerada, hasta no hace mucho tiempo, el principal mecanismo por el cual estas
proteinas regulan los eventos de muerte celular. Sin embargo, estudios realizados con una
construccion de CED-9 que carece del dominio transmembrana, demostraron que la
acumulacion en mitocondrias no es esencial para que CED-9 retenga sus actividades anti-
apoptoticas en C. elegans (Tan et al., 2007). Estos datos son consistentes con un caracter
de accion multimodal de CED-9, donde la capacidad de regular la apoptosis a través de las
interacciones en el citosol, coexisten con el rol adicional conservado evolutivamente en la
membrana.

Diversos trabajos se han focalizado en el estudio de la participacién de las
proteinas anti-apoptoticas en el control de la homeostasis celular general, participando en
la regulaciéon o generacion de EAO (Korsmeyer et al. 1995, Kowaltowski et al. 2004),
alterando el volumen o estructura de la matriz mitocondrial (Kowaltowski et al. 2002,
Scorrano et al. 2002), modulando el consumo o la permeabilidad al ATP (Imahashi et al.
2004), alterando la permeabilidad de los canales VDAC (Tsujimoto y Shimizu, 2000;
Tsujimoto y Shimizu, 2002; Vander Heiden et al. 2000) y afectando la sensibilidad del
PMPT a las concentraciones de Ca2* (Murphy et al. 1996). Estos trabajos demostraron que
los miembros de la familia Bcl-2 pueden regular funciones mitocondriales y celulares a
través de la regulacion de la permeabilidad de los canales VDAC, afectando el transporte
de nucleo6tidos de adenina, de Ca2* y otros metabolitos. Por otra parte, BAD, miembro pro-
apoptético de la familia Bcl-2, es requerido para la interacciéon de una glucoquinasa a un
complejo mitocondrial, alterando la homeostasis de glucosa (Murphy et al., 2005; Danial

etal., 2003).
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Se ha demostrado que las proteinas anti-apoptoéticas y pro-apoptoéticas pueden
asociarse y de esta manera modular la respuesta de muerte (Yang et al., 1995; Conradt y
Horvitz, 1998). Dicha interaccion tiene lugar, al menos con algunas proteinas, por la
capacidad de unir dominios BH3. Las proteinas anti-apoptoticas de la subfamilia Bcl-2
poseen un surco hidrofébico formado por los dominios BH mediante el cual interaccionan
con la a-hélice del dominio BH3. Los dominios BH3 presentan una alta tasa de
conservacion de aminoacidos mediante los cuales forman puentes de hidrégeno con los
aminoacidos del surco hidrofébico presente en las proteinas anti-apoptoticas (Fig. 1.2)
(Oberstein et al., 2007). Tipicamente, el dominio BH3 se encuentra definido como una a-
hélice anfipatica de cuatro vueltas con la siguiente secuencia motivo: Hf-X-X-X-Hf-K/R-
X-X-Pq-D/E-X-Hf, donde “Hf” son residuos hidrofébicos y “Pq” representan residuos

pequenos, comtinmente glicina.

Fig. 1.2: Detalle de la superficie de interaccién entre el dominio BH3 de Beclina-1/ATG6 y
Bcel-xL. Los residuos del dominio BH3 estan en amarillo y los de Bcl-XL en verde. Las
lineas punteadas representan puentes de hidrégeno. (Extraido de Oberstein et al., 2007)

1.2. Proteinas de la familia Bcl-2 y la regulacion de autofagica

Las proteinas anti-apoptoticas presentan en su superficie un surco hidrof6ébico
central delineado por cuatro dominios BH: BH4, BH3, BH1 y BH2 (Muchmore et al.,
1996; Sattler et al., 1997; Huang et al., 2002 y 2003; Cory et al., 2003; Petros et al., 2001y
2004; Danial y Korsmeyer, 2004; Loh et al., 2005), por el cual unen al dominio BH3 de
las proteinas pro-apoptoticas (Sattler et al., 1997; Petros et al., 2000; Huang et al., 2002 y
2003; Liu et al., 2003; Loh et al., 2005). Originalmente, los dominios BH3 fueron
descriptos en el contexto de la interacciéon entre anti- y pro-apoptoéticos. Sin embargo,
estudios recientes indican que los dominios BH3 no participan tnicamente en la

regulacion de la apoptosis, sino que también en la autofagia.
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En el ano 1998, Liang y colaboradores identificaron a beclina-1 (BEC-1) de
mamiferos, ortélogo de Atg6/Vps30 de levaduras que forma parte del complejo fosfatidil
inositol 3-kinasa (PI3K) regulador de autofagia, como una proteina de interaccion con Bcl-
2. Posteriormente, diversos trabajos demostraron que otros miembros de la familia Bcl-2,
tales como Bcl-xL y Ced-9, el ortdlogo de Bel-2 en C. elegans; como asi también
homologos virales codificados por y-herpevirus oncogénicos, interaccionan con el dominio
BH3 de Beclina-1 (Pattingre et al., 2005; Takacs-Vellai et al., 2005; Maiuri et al., 2007).

Diversos trabajos han identificado los residuos de aminoacidos en el dominio BH3
de beclina-1 que son requeridos para la uniéon con los homodlogos pertenecientes a la
subfamilia Bcl-2, como asi también los residuos del surco hidrofébico presente en los anti-
apoptoticos mediante el cual interaccionan con los dominios BH3 (Maiuri et al., 2007;
Feng et al., 2007; Oberstein et al., 2007). En este sentido, analisis de mutacién puntual
sobre los residuos conservados del dominio BH3 de beclina-1 demostraron la importancia
de éstos aminoacidos para la union con Bcl-2 en sistemas animales. La sustitucion
selectiva de los residuos claves de beclina-1, tales como Li112A, L116A, L116E, L116Q,
G120E, D121A y F123A redujo o anul6 la interaccion entre beclina-1 y Bcl-2 o Bel-xL (Fig.
1.3) (Maiuri et al., 2007; Feng et al., 2007; Oberstein et al., 2007). De esta manera, la
combinacion de analisis mutacionales, estructurales y bioquimicos demuestran que
beclina-1 contiene un dominio BH3 que es suficiente y esencial para la interaccion con los

homologos de Bcel-2.

v
Beclinl (105-130) DGGTMENLSRR
mBim (83-108) DLRPEIRIAQE
Bim (81-106) DMRPEIWIAQE
PUMA (130-155) EEQWAREIGAQ
Mbmf (128-151) HRAEVQIARK
BAD (103-128) NLWAAQRYGRE
BIK (51-75) MEGSDALALR
HRK (26-51) RSSAAQLTAAR
BID (81-104) DITIRNIARH
NOXA (18-43) PAELEVECATQ

Fig. 1.3: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de dominios BH3 de beclina-1 y
miembros de la subfamilia solo-BH3, implicados en la interaccion con miembros de la
subfamilia Bcl-2. Las flechas indican los residuos L112, L116, G120, D121 y F123 del
dominio BH3 que participan en la interaccion con Bcl-2. Gris oscuro indica conservacion
completa mientras que gris claro indica sustituciones conservativas. Modificado de Erlich et
al., (2007)
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Llamativamente, se ha demostrado que la interacciéon de Bcl-2 con Bec-1/Atg6
inhibe el proceso de autofagia. Estos trabajos sugieren otra forma de control de la
homeostasis celular mediada por los supresores de muerte celular donde la actividad
diferencial de Beclina-1 regularia el destino entre apoptosis, necrosis y autofagia
(Pattingre et al., 2005; Takacs-Vellai et al., 2005; Kourtis y Tavernarakis 2009).
Basicamente, lo que se postula es que Bcl-2/Ced-9 participaria en la modulacion de los
niveles de autofagia que promoverian la sobrevida celular. Otro ejemplo de regulacion de
autofagia por proteinas de la familia Bcl-2 fue observado en C. elegans, donde la proteina
EGL-1, homologo de las proteinas solo-BH3 de mamiferos, que participa en la induccion
de la MCP durante el desarrollo, es también requerida para la induccién no-letal del
proceso de autofagia bajo condiciones de hambreado (Maiuri et al., 2007). Resulta muy
significativo destacar que la participacion de autofagia en la muerte celular ha sido
registrada solo en animales. En las plantas atin no se ha esclarecido la participaciéon de
dicho proceso en la muerte celular, de hecho, los estudios realizados sugieren un rol pro-

vida para las vias autofagicas (van Doorn, 2011; Patel et al., 2006).

1.3. Expresion de proteinas animales de la familia Bcl-2 en
plantas

Un aspecto a destacar es que si bien se ha evaluado la participacion de los
supresores de origen animal sobre los eventos de muerte/vida en las plantas, no se han
esclarecido los mecanismos a través de los cuales ejercen sus efectos. Mediante estudios de
localizaciéon subcelular, se pudo determinar la presencia de Bcl-xL principalmente en
mitocondria y nticleo, mientras que en la fraccion soluble, microsomal y en plastidos hubo
menor contenido. Ademés, se ha observado que bajo condiciones de estrés salino, las
células que expresaron Bcl-xL. mantuvieron el potencial de membrana de mitocondria y
estructura de la membrana de vacuola durante un periodo de tiempo mayor (Qiao et al.,
2002). Por su parte, Chen y Dickman (2004) también determinaron la localizaciéon en
mitocondrias y cloroplastos de los supresores expresados en tabaco, y evaluaron la
participacion del cloroplasto en la sefalizacion de la MCP inducida por herbicidas. De
acuerdo a la localizacion de las proteinas heterologas en las organelas de las células
vegetales, se ha propuesto que, similarmente a lo que ocurre en animales, los supresores
de muerte contribuirian en el mantenimiento de la homeostasis de las organelas,
previniendo la generacion/liberacion de sefiales de muerte. Ademas, Xu y colaboradores
(2004) comprobaron que la senescencia foliar inducida por estrés térmico estuvo
retardada en plantas transgénicas con expresion de Bcl-xL y Ced-9, las cuales
manifestaron altos niveles de antocianinas acumuladas, posiblemente limitando el estrés

oxidativo.
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Por su lado, Shabala y colaboradores (2007) demostraron que la expresion de Ced-
9 retarda la aparicion de sintomas de senescencia foliar bajo condiciones de estrés salino y
oxidativo alterando los patrones de flujo de K* y H* a través de la membrana plasmatica.
De esta manera, se previene el eflujo de K+ desde las células del meso6filo manteniendo la
homeostasis intracelular de K+, y sugieren la habilidad de Ced-9 de controlar dos tipos de
canales de permeabilidad a K+; canales de K* rectificadores hacia afuera activados por
despolarizacion (KOR) y canales cationicos no-selectivos (NSCC). De esta manera
vincularon a los flujos i6nicos y los mecanismos involucrados en la regulacion de MCP.

También fueron evaluados los efectos de la expresion de los supresores de muerte
celular de origen animal frente a condiciones de estrés bidtico, determinandose
incrementos en la resistencia frente a diversos patogenos necrotroficos. Las plantas
transgénicas mostraron incrementos en la expresion de ciertos genes relacionados a la
defensa, tales como PR1, PR3 y PR4 (Dickman et al., 2001). Por otro lado, estudios
realizados en sistemas de interaccion planta/patégeno incompatible (respuesta
hipersensible) mostraron las perturbaciones que ejerce la expresion de estos supresores,
permitiendo la propagacion del patégeno (Mitsuhara et al., 1999). Como mencionamos
anteriormente, a pesar de no haber homoélogos a los genes animales relacionados a la
muerte celular, se ha encontrado cierto nivel de identidad entre los dominios NB-ARC de
las proteinas promotoras de muerte celular Ced-4/Apaf-1 y algunos genes de resistencia
involucrados en la respuesta hipersensible de plantas (van der Biezen y Jones, 1998). En
animales, Ced-9/Bcl-2 se une a Ced-4/Apaf-1e interfiere en la muerte celular (Miura y
Yuan, 1997), sin embargo, en los sistemas vegetales no se ha establecido si los supresores
de muerte celular de origen animal ejercen sus funciones a través de la interaccion con

proteinas de las plantas.

2. Muerte celular en la interaccién soja-B. japonicum

En general, las leguminosas han sido consideradas muy sensibles a condiciones
salinas, aunque existen muchas excepciones. Particularmente en soja, existe un rango de
susceptibilidad al estrés salino que esta dado por el cultivar (Shao et al. 1986; Murat et al.
2008). Lo cierto es que la soja y con ella el proceso de infecciéon y nodulacion por B.
Jjaponicum, son severamente afectados bajo salinidad. Se ha citado por ejemplo, una
reduccion en un 50% del nimero y peso de nodulos en plantas salinizadas, con
concentraciones de 26,6 mM de NaCl (Singleton y Bohlool 1984; Delgado et al. 1994;
Elsheikh y Wood 1995). Esta disminucion en el nimero de noédulos, podria darse porque la
sal atentia la respiracion aerobica de las bacterias dentro del nédulo, genera una caida del
contenido del leghemoglobina, agotdndose la fuente de energia que es requerida para la

FBN. Un aspecto interesante a tener en cuenta es que, cuando se analiza la tolerancia a la
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sal de diferentes cultivares de soja, la respuesta es altamente dependiente del estadio de
desarrollo (Shao et al. 1986; Shao et al. 1993). Es asi que, conjuntamente con el desarrollo
de la planta de soja, ocurre el proceso de infecciéon y nodulacion, y es poco conocido como
se van afectando conjuntamente cada una de las etapas de la interaccion simbiotica en
presencia de estrés salino. Especificamente en etapas tempranas de la interaccion
simbiotica, se ha citado que ocurre una disminucion en el nimero de pelos deformes en
presencia de B. japonicum, aunque se desconocen las causas de esta disminucion (Duzan
et al. 2004).

Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado como se afectan etapas tempranas de la
interaccion simbiotica bajo condiciones de estrés salino y osmoético observandose que la
generacion apoplastica e intracelular de EAO y la deformacién de pelos radicales es
similar al control en condiciones de estrés osmoético. Sin embargo, estos procesos se
afectan severamente en condiciones de estrés salino, donde los pelos radicales no
presentan la deformacion tipica de la percepcion del rizobio y sufren muerte celular
cuando se combina estrés salino y el microsimbionte (Muhoz et al., 2012).
Llamativamente, la produccion intracelular de EAO en las etapas tempranas de la
interaccion con el simbionte bajo condiciones de estrés salino subletal, muestra un patron
similar al observado en las respuestas a elicitores patogénicos (Munoz et al., 2012), los
cuales no exhiben la caida posterior al pico de generacion de EAO, observandose un
incremento sostenido en el tiempo de los niveles de EAO intracelulares (Cardenas et al.,
2008). En este contexto de trabajo se identificaron dos condiciones promotoras de la
muerte de pelos radicales: tratamientos de estrés salino subletal (50 mM NaCl)
combinados con el rizobio y estrés salino severo (150 mM NaCl) (Muhoz et al., 2012), las

cuales seran objetivo de estudio en esta Tesis.

3. Transformacion de soja

Las leguminosas, inclusive la soja, han sido consideradas durante muchos afnos
extremadamente recalcitrantes a la transformacion genética (Trick, 1997). Esta naturaleza
renuente a la transformaciéon ha hecho impracticas la aplicacion de diversas técnicas
moleculares y genéticas utilizadas cominmente en otros cultivos y actualmente, si bien
existen protocolos ajustados que permiten la obtencién de transgénicos, los porcentajes de
éxito siguen siendo muy bajos. Una metodologia utilizada convencionalmente para la
obtencion de plantas transgénicas es la transformacién de meristemas a través de la
infeccidon con Agrobacterium tumefaciens o por bombardeo de particulas. En este sentido,
un sistema de cultivo in vitro eficaz, que resulte en la diferenciaciéon y regeneracion
eficiente de la planta entera, es un requisito esencial para la transformacion genética o

mutagénesis (Svetleva et al., 2003). Aunque varios protocolos se han descrito en la
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bibliografia para la regeneraciéon de leguminosas, el desarrollo de un 6ptimo sistema de

cultivo in vitro sigue siendo un reto importante (Veltcheva et al., 2005).

Obijetivos especificos

1- Obtener plantas leguminosas transgénicas para los supresores de muerte
celular de origen animal.

2- Estudiar los eventos de muerte celular en plantas leguminosas y los efectos de
la expresion de supresores de muerte celular de origen animal bajo condiciones de
estrés.

3- Identificar mecanismos de accion de los supresores de muerte celular de origen

animal en las plantas.

42



RESULTADOS

Obtencidén de plantas de soja con expresion de Ced-9

Con el objetivo de obtener plantas con expresion de Ced-9 a partir de células
meristematicas y evitar la fase de cultivo de tejidos de callos in vitro, hemos trabajado en
la obtencion de brotes transgénicos a partir de la transformacion de las yemas
cotiledonares con Agrobacterium tumefaciens en condiciones que no implican asepsia.
Para tal fin, semillas de soja previamente desinfectadas se germinaron durante 2 dias en
camara humeda, posteriormente se sembraron en vermiculita y se mantuvieron en
invernadero. Luego de 5-7 dias se realizd la ablacion del epicotilo con el objetivo de
interferir la dominancia apical en favor de la regeneracion de las yemas cotiledonares.
Posteriormente, se procedié a la ablacion sobre las yemas cotiledonares (Fig. 1.4A) y la
axila del cotiledén se infect6 con Agrobacterium tumefaciens conteniendo el plasmido
pBE2113-Ced-9 (Mitsuhara et al., 1996 y 1999) (Fig. 1.4B). Las plantas se mantuvieron en
camara humeda en invernadero y luego de 10 dias aproximadamente, el 90% de las
plantas regener6 una de las yemas infectadas, mientras que un porcentaje menor regenero
ambas yemas. De esta manera, se esperaria que un porcentaje de las semillas obtenidas a

partir de estas ramas presentara el gen Ced-9.

“\v
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Fig. 1.4: Esquema de trabajo realizado para la obtencién de tallos transgénicos a partir de la
transformacidon de los meristemas cotiledonares. A) Ablacién del epicoétilo y regeneracién
de las yemas cotiledonares; B) infeccién de las yemas cotiledonares con Agrobacterium
tumefaciens/pBE2113-Ced-9, luego de realizado el corte en los tallos regenerados.
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Se tomaron hojas de los tallos obtenidos (eventos primarios) para evaluar la
transformacion, determinando la expresion del gen y presencia de la proteina Ced-9. Se
observaron resultados positivos en algunos eventos primarios, tanto por el anélisis de
expresion del gen, evaluada mediante transcripcion reversa y PCR (TR-PCR) como por
Western-blot (Fig. 1.5). Estas plantas fueron seleccionadas y crecidas en invernadero para
la obtenciéon de semillas y el posterior anilisis de eventos transgénicos en la primera

generacion (F1). Lamentablemente, los analisis de Southern-blot, de expresion del

transgen y Western-blot realizados en las F1, no arrojaron resultados positivos.

6 22 31 34 (+) PM 56 77 Ct
232 pb e :

6 22 31 34 56 77 Ct

Fig. 1.5: Evaluacién de transformacion de los eventos primarios. Imagen superior,
expresion del gen de resistencia de kanamicina evaluada mediante TR-PCR. Tamafio
esperado del amplificado 232 pb. (+), Control positivo; PM, marcador de peso molecular;
Ct, planta control no transformada. Imagen inferior, Western blot de la proteina CED-9.
Tamafio esperado =30 kD

Sistema alternativo para la introduccién del gen ced-9 en plantas

de soja. Obtencion de raices en cabellera mediante el uso de

Agrobacterium rhizogenes

Las semillas de soja fueron desinfectadas, germinadas 2 dias en cAmara hiimeda y
cultivadas en un sistema de hidroponia y cAmara hiimeda con doble tubo (Fig. 1.6A). Los
tubos de cultivo de tejidos fueron cerrados con film transparente (Fig. 1.6A y B), ya que las
condiciones de humedad son muy importantes para el progreso de los callos y el posterior
desarrollo de las raices en cabellera. Luego de 3 dias se realiz6 la infecciéon con A.
rhizogenes cepa K599/pBE-Ced-9 mediante micro-inyecciones en la base de los
cotiledones. Alrededor del dia 12 post-infecciéon, cuando las raices en cabellera tenian
aproximadamente 2 cm de largo (Fig. 1.6B), se elimind el tallo y la raiz por debajo de las
mismas y se transfiri6 a las plantas a hidroponia donde, luego de 3 dias, se realiz6 la
inoculacién con B. japonicum USDA138 (Fig. 1.6C). Finalmente, se evalu6 la cantidad de

nodulos a los 21 dias post-inoculacién con el simbionte (Fig 1.6D).
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Fig. 1.6: Sistema de obtencion de raices en cabellera. A) Sistema de hidroponia en doble
tubo para la infeccion y desarrollo de las raices en cabellera; B) raices generadas luego de
12 dias post-infeccion con A. rhizogenes; C) sistema de hidroponia para la inoculacion con
B. japonicum USDA138 y desarrollo de nddulos; D) Imagen de raices en cabellera
noduladas.

Se evaluaron los niveles de expresion de Ced-9 en las raices en cabellera mediante
PCR-TR. En la figura 1.7 se observa la cuantificacion de los niveles de expresion de Ced-9
relativo a raices control obtenidas a partir de la infeccion con A. rhizogenes sin

transformar (K599-vacia).

500 -

400 -
300 +

200 -

100 -

1 2 3

Raices pBE-Ced-9

Niveles de expresion de Ced-9 (2-AACY

Fig. 1.7: Evaluacion de expresidn de Ced-9 en raices en cabellera. Cuantificacion de los
niveles de expresion de Ced-9 relativo a raices control no transformadas K599-vacia
(valor 1).
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Expresion de Ced-9 en raices de soja. Evaluacion de la
nodulacion

Las raices pBE-Ced-9 mostraron una reducciéon del 60 % en el nimero de nédulos
en relacion a las raices K599-vacia, obtenidas a partir de la infeccion con A. rhizogenes no
transformada (Fig. 1.8A). Asimismo, se pudo determinar que las raices pBE-Ced-9
mostraron diferencias significativas en el largo, siendo mas cortas que las raices control
(Fig. 1.8B).
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Fig. 1.8: A) NUmero de nddulos por raiz en plantas de soja compuestas con raices en
cabellera no transformadas (K599-vacia) y transgénicas pBE-Ced-9; B) Longitud de
raices K599-vacia y pBE-Ced-9. Los resultados son los promedios de diez experimentos
independientes, asterisco indica diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de
diferencias de medias.

Caracterizacion de los eventos de muerte de pelos radicales de

raices sometidas a 150 mM NaCl v durante etapas tempranas de la

interaccidn soja-B. japonicum bajo condiciones de 50 mM NaCl

Debido a la falta de un sistema experimental apropiado para la evaluacion de los
efectos de la expresion de Ced-9 sobre los eventos de senescencia foliar y nodular, en
adicion a los resultados obtenidos en nuestro grupo en pelos radicales bajo tratamientos
de estrés salino subletal (50 mM NaCl) combinados con el rizobio y estrés salino severo
(150 mM NaCl) (Munoz et al., 2012), realizamos la caracterizacién de la muerte celular y
se evaluo los efectos de la expresion de Ced-9 en dichas condiciones.

Para la obtencion de raices con pelos radicales en activo crecimiento se germinaron
semillas, previamente desinfectadas, durante 48 h en camara htimeda. Las primeras 24 h
las semillas germinaron a 28 °C donde ocurri6 la imbibicion de las semillas y la aparicion

de los primeros milimetros de la radicula. Durante las segundas 24 h las semillas fueron
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transferidas a 37 °C, condicién que estimula la elongacion de la radicula, alcanzando unos
3 cm de longitud y ocurre un incremento en la humedad de la cAmara que estimula la
aparicion de pelos radicales (Muiioz et al., 2012).

Las condiciones inductores de muerte de pelos radicales jovenes fueron los
descriptas en trabajos previos de nuestro grupo y consisten en tratamientos de 30 min a
raices inoculadas en presencia de 50 mM NaCl (condicion salina subletal) y tratamientos
de 30 min a raices no inoculadas en presencia de 150 mM NaCl. Asimismo, estas
condiciones de estrés durante las etapas tempranas de la interaccion repercutieron sobre
el establecimiento de los nédulos (Mufoz et al., 2012). Por tltimo, los controles osmoéticos
realizados con concentraciones de sorbitol que ejercen presiones iso-osmoticas a los
tratamientos salinos (100 y 300 mM, respectivamente) no promovieron la muerte celular
(Mufioz et al., 2012). Las evaluaciones de muerte celular se realizaron mediante la tincién
con Azul de Evans (Fig 1.9), un colorante utilizado en la determinaciéon de viabilidad
celular (Qiao et al., 2002) debido a su incapacidad de permear membranas celulares
intactas. Cuando se pierde el potencial de membrana, el colorante difunde y se lo visualiza
dentro de la célula mediante microscopia convencional. Se pudo confirmar que bajo
ambas condiciones generadoras de muerte sblo los pelos radicales presentaron marcacion
positiva, mientras que en la raiz no se observo tincion con Azul de Evans (Fig. 1.9A y B).
Esto permiti6 realizar la cuantificacion de la muerte de los pelos radicales a través del

analisis de imagen de la raiz.

50 mM NaCl
Control inoculado 150 mM NaCl
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Fig. 1.9: Evaluacion de muerte celular mediante la tincién con el colorante Azul de Evans
en raices sometidas a condiciones control y de estrés. A) Raices de soja, B) imagen de
pelos radicales de raices de soja tomada con lupa y C) raices de poroto.
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Este resultado se repiti6 en raices de poroto (Phaseolus vulgaris) sometidas a
dichos tratamientos, reemplazando B. japonicum por su simbionte Rhizobium tropici
CIAT 899, estimando la muerte celular con Azul de trifano, otro compuesto ampliamente
usado para las determinaciones de muerte celular (Fig. 1.9C). Curiosamente, se observé un
gradiente en la tincién con Azul de Evans en los pelos radicales de raices sometidas a

distintas condiciones de estrés (Fig. 1.9B).

Evaluacion de estructura nuclear de pelos radicales de raices
sometidas a condiciones generadoras de muerte

Asimismo, otro parametro de muerte celular utilizado fue la evaluaciéon de la
estructura nuclear in situ mediante microscopia confocal y tinciones con naranja de
acridina (NA) y bromuro de etidio (BrEt), y la degradacion de la cromatina mediante
electroforesis en gel de agarosa. En la figura 3.2 se puede observar un pelo radical joven en
tratamiento control, donde el nicleo mantiene su integridad. Contrariamente, en los

tratamientos de 50 mM NaCl + B. japonicum y 150 mM NaCl, no se observa un ntcleo

degradacion nuclear (Fig. 1.10B y C).

A
NA BrEt NA

definido, los pelos radicales presentan una marcaciéon difusa y fragmentada propia de la
B
NA
NA/B‘ NA/BrEt ‘

Fig. 1.10: Evaluacién de estructura nuclear en pelos radicales de raices sometidas a
condiciones de estrés, mediante tincion con Naranja de Acridina y Bromuro de Etidio
(NA/BrEt). A) tratamiento control, la flecha marca el nucleo; B) 50 mM NaCl + B.
japonicum y, C) 150 mM NacCl. NA: canal Naranja de Acridina, BrEt: canal Bromuro de
Etidio, NA/BrEt: superposicion de imagenes NA y BrEt. Imagenes tomadas con
microscopio confocal Zeizz. La excitacion se realizé simultaneamente a 488 nmy la
emision con filtros BP 500-530 IR y BP 565-615 IR, para NA y BrEt, respectivamente.

C

Para confirmar este resultado, se procedi6 a la extraccion de ADN de pelos
radicales jovenes y se evalud su degradacion mediante electroforesis en agarosa.

Satisfactoriamente, se observd que en las condiciones de muerte, los pelos radicales
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presentaron degradacion de ADN (Fig. 1.11A). Nuevamente, se pudo confirmar que dichas
condiciones de muerte afectan solamente a los pelos radicales, mientras que la raiz

mantiene la integridad de la cromatina (Fig. 1.11B).
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Fig. 1.11: A) Electroforesis de ADN de pelos radicales de raices sometidas a condiciones
inductoras de muerte. B) Electroforesis de ADN de raices sometidas a condiciones de
muerte celular. Agarosa 1,5 %. M: marcador de peso molecular, 1: control, 2: 50 mM NacCl
+ B. japonicum, 3: 150 mM NaCl.

Peroxidacion de lipidos y niveles de glutation en pelos radicales
de raices sometidas a condiciones generadoras de muerte

Se realizaron evaluaciones de parametros de dafio oxidativo en pelos radicales de
raices sometidas a tratamientos inductores de muerte celular. En este sentido, el
contenido de Malon dialdehido (MDA), que es un indicador de peroxidacién de lipidos de
membranas, aumento6 significativamente en pelos radicales de raices inoculadas con el
simbionte y en los tratamientos de 50 mM NacCl + B. japonicum (Fig 1.12A).

Otro parametro evaluado para la estimacion de estrés oxidativo fueron los niveles
de glutation, principal componente no enzimatico del sistema antioxidante y regulador de
la homeostasis redox celular (Noctor y Foyer, 1998). En la cuantificacién de glutation total
(GSH+GSSG) no se registraron diferencias entre los pelos radicales de raices sometidas a
las condiciones inductoras de muerte celular (Fig. 1.13A). Por otro lado, el analisis de la
relacion GSH/GSH+GSSG en los tratamientos de 50 mM NaCl + B. japonicum no mostr6
cambios respecto del control, mientras que los tratamientos de 150 mM NaCl tuvieron una

disminucion del 35 %, aproximadamente (Fig. 1.13B).
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Fig. 1.12: Contenido de MDA en pelos radicales sometidos a condiciones de muerte. Los
resultados son promedios de tres experimentos independientes. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de diferencias de medias.
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Fig. 1.13: A) Contenido de glutatién total (GSH+GSSG) y B) relacion Glutatién reducido
sobre el total (GSH/GSH+GSSG) en pelos radicales de raices sometidas a condiciones
inductoras de muerte. Los resultados son promedios de cuatro experimentos
independientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de
diferencias de medias.

Niveles de ATP en pelos radicales de raices sometidas a

condiciones generadoras de muerte
Se realiz6 la cuantificacion, mediante luminiscencia, de los niveles de adenosin

trifosfato (ATP) en los pelos radicales de raices sometidas a condiciones inductoras de
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muerte. Los resultados arrojaron diferencias entre las dos condiciones de muerte celular.
Por un lado, los tratamientos de inoculacién bajo estrés salino subletal (50 mM NaCl)
tuvieron un aumento en los niveles de ATP, al igual que la condiciéon control de
inoculacion (Fig. 1.14). Contrariamente, la condicion de estrés salino severo (150 mM

NaCl) no mostré cambios significativos en los niveles de ATP (Fig. 1.14).

10

pmoles ATP/ug proteinas
i

Fig. 1.14: Cuantificacion de los niveles de ATP en pelos radicales de raices sometidas a
condiciones control y de estrés. Los resultados son promedios de cuatro experimentos
independientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de
diferencias de medias.

Efectos de la expresion del supresor de muerte celular Ced-9 en

raices en cabellera sometidas a condiciones de estrés

Evaluacion de la estructura nuclear

Mediante el uso de raices en cabellera se evaluaron los efectos de la expresion del
supresor de muerte celular de origen animal, Ced-9, bajo condiciones inductoras de
muerte. Los tratamientos se realizaron durante 30 min y se estim6 la muerte mediante la
evaluacion de la integridad de estructura nuclear por tinciones con naranja de acridina
(NA) y bromuro de etidio (BrEt) y la observacion con microscopia confocal. En las raices
K599-vacia se observa que ambas condiciones generadoras de muerte afectaron
draméaticamente la estructura nuclear (Fig. 1.18), mientras que la expresion de Ced-9
(raices pBE-Ced-9) previno la muerte de los pelos radicales inducida por 150 mM NaCl y
50 mM NaCl + B. japonicum (Fig. 1.18).
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Fig. 1.18: Evaluacion de estructura nuclear en pelos radicales de raices K599-vacia y pBE-
Ced-9 sometidas a condiciones de estrés, mediante tincion con Naranja de Acridina y
Bromuro de Etidio (NA/BrEt). Iméagenes tomadas con microscopio confocal Zeiss. La
excitacion se realizé simultaneamente a 488 nmy la emision con filtros BP 500-530 IR y
BP 565-615 IR, para NA y BrEt, respectivamente. NA: canal Naranja de Acridina, BrEt:
canal Bromuro de Etidio, NA/BrEt: superposicion de imagenes NA y BrEt. La flecha marca
el nacleo.

Peroxidacion de lipidos en raices en cabellera pBE-Ced-9
sometidas a condiciones de estrés

Se cuantificaron los niveles de MDA de raices en cabellera K599-vacia y pBE-Ced-9
bajo condiciones de 150 mM NaCl y 50 mM NaCl + B. japonicum. Debido a las
dificultades metodologias implicadas a la extraccion de pelos radicales de raices en
cabellera, las determinaciones fueron realizadas sobre las raices. Como observamos
previamente, incubaciones de 30 min bajo los tratamientos mencionados generan muerte
celular de los pelos radicales, no asi a nivel radical. De tal manera, doce dias post-infeccion
con A. rhizogenes, se realizo el corte por debajo de las raices en cabellera y se pasaron las
plantas a hidroponia. Alrededor del dia 25 post-infeccion, las raices fueron sometidas a
condiciones de estrés durante 3 h.

Los contenidos de MDA en las raices K599-vacia sometidas a condiciones de estrés

mostraron un patrén similar a lo observado en los pelos radicales. Bajo el tratamiento de
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NaCl 50 mM + B. japonicum se observo un incremento significativo en los niveles de
MDA, mientras que en el tratamiento de NaCl 150 mM las diferencias no fueron
significativas (Fig. 1.19). Por otro lado, las raices en cabellera pBE-Ced-9 no manifestaron
diferencias significativas en el contenido de MDA entre la condici6on control y los

tratamientos de estrés (Fig. 1.19).
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Fig. 1.19: Contenido de MDA en raices en cabellera K599-vacia y pBE-Ced-9 sometidas a
condiciones de estrés. Los resultados son promedios de cuatro experimentos
independientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de
diferencias de medias.

Niveles de ATP en raices en cabellera pBE-Ced-9 sometidas a
condiciones de estrés

En la figura 1.20 se observa el contenido de ATP en raices en cabellera K599-vacia
y pBE-Ced-9 sometidas a tratamientos de estrés durante 3 h. En las raices K599-vacia los
niveles de ATP se vieron incrementados en la condicién de 50 mM NaCl + B. japonicum
mientras que no se observaron diferencias significativas en el tratamiento de 150 mM de
NaCl (Fig. 1.20), patrén similar a lo observado en la cuantificacion realizada en los pelos
radicales. Notablemente, las raices pBE-Ced-9 tuvieron aumentado el contenido de ATP
bajo las condiciones de estrés, inclusive en el tratamiento de 150 mM de NaCl, donde se

observan diferencias significativas respecto de las raices K599-vacia (fig. 1.20).
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Fig. 1.20: Contenido de ATP en raices en cabellera K599-vacia y pBE-Ced-9 sometidas a
condiciones de estrés. Los resultados son promedios de cuatro experimentos
independientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de
diferencias de medias.

Contenido de iones sodio, potasio y calcio en raices en cabellera
pBE-Ced-9 sometidas a condiciones de estrés

El contenido de iones se realizd sobre las raices en cabellera sometidas a los
tratamientos de 50 mM NaCl inoculado con B. japonicum y 150 mM NaCl durante 3 h. La
cuantificacion de los iones se realizé por cromatografia liquida de alta presion.

El contenido de sodio aument6 respecto del tratamiento control en forma dosis
dependiente de la concentraciéon de sal, tanto en raices control como pBE-Ced-9. Ademas,
no se observaron diferencias significativas en la concentracion de sodio entre las raices
control y pBE-Ced-9 en ninguno de los tratamientos realizados (Fig. 1.21A). Por otro lado,
en el analisis de contenido de potasio, en las raices control se evidenci6 una caida drastica
en los niveles de potasio s6lo en el tratamiento de 150 mM NaCl, mientras que en las
raices pBE-Ced-9 esta disminucion fue menos marcada (Fig. 1.21B). Asi, las raices con
expresion de Ced-9 presentaron menos alterada la relacion Na*/K* en la condici6on 150
mM NacCl con respecto a las raices control.

Al igual que lo observado en el contenido de potasio, la concentraciéon de calcio
disminuy6 notablemente en las raices control s6lo en el tratamiento salino de 150 mM
NaCl (Fig. 1.22), mientras que en las raices pBE-Ced-9 no se registré disminucién en el

contenido de calcio luego de 3 h de tratamiento salino severo (Fig. 1.22).
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Fig. 1.21: Contenido de iones A) sodio y B) potasio en raices en cabellera control y pBE-
Ced-9 sometidas a condiciones control y de estrés (50 mM NaCl + B. japonicum y 150
mM). Los resultados son el promedio de cuatro experimentos independientes. Asteriscos
indican diferencias significativas entre raices K599-vacia y transgénicas (p<0.05). Test
DGC de diferencias de medias.
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Fig. 1.22: Contenido de calcio en raices en cabellera control y pBE-Ced-9 sometidas a
condiciones control y de estrés (50 mM NaCl + B. japonicum y 150 mM). Los resultados
son el promedio de cuatro experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias
significativas entre raices K599-vacia y transgénicas (p<0.05). Test DGC de diferencias de
medias.
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¢Conservacion de los mecanismos de acciéon de Ced-9 en las

plantas? Busqueda de dominio putativo BH3 en ATG6/BEC-1 de

Glycine max

Para la identificacion de Atg6, se realizo una bisqueda in silico en la base de datos
Phytozome (http://www.phytozome.net/soybean) que cuenta con la informacién de
secuencias del genoma completo de soja. La estrategia utilizada fue la btisqueda por
comparacion empleando el algoritmo TBlastN que confronta la secuencia proteica con una
base de datos de nuclebtidos, traduciendo las secuencias de aminoacidos en sus seis
marcos de lectura. Para cada uno de los posibles genes se analiz6 la puntuacion general del
alineamiento (score) y los dominios conservados en la estructura de la proteina. Se
utilizaron la secuencia de aminoacidos de tres homologos: beclina-1 de humano, Vps3o0 de
levaduras y beclina-1 de C. elegans. Se identificaron dos genes, los cuales habian sido
registrados previamente, Glyma11g21490 y Glymao4g26840.

El analisis de alineamiento de secuencias de los mensajeros GmAtg6/Bec-1
muestran altos niveles de identidad. Las mayores diferencias se encuentran en las
regiones no codificantes (UTR). Asimismo, el alineamiento de secuencias de aminoacidos
de las proteinas predichas tuvo un nivel de ajuste de 95. Llamativamente, y a pesar de la
alta homologia entre los genes GmATG6 identificados; en la busqueda realizada por
comparacion con beclina-1 de C. elegans mediante TBastN, solamente el gen de soja
Glymao4g26840 result6 identificado. Dados estos resultados, se decidi6 continuar con los
andlisis in silico sobre Glymao4g26840, a quién se denominara GmAtg6.

En la Tabla 1 se observan los ajustes de alineamiento de GmAtg6 con beclina-1 de
humano (HsBEC-1), Vps30/Atg6 de levaduras (ScVPS30) y otras Atg6 de plantas. Los
niveles de ajuste de alineamiento entre GmATG6, HSBEC-1 y ScVPS30 fueron similares,
estando alrededor del 30 % (Tabla 1). La comparacién de secuencias de ATG6 de plantas
mostro altos niveles de identidad, dando cuenta de la conservacion de esta proteina en las
plantas (Tabla 1). Asimismo, el filograma realizado muestra que ATG6 en plantas tiene un
origen monofiletico ancestral y altos niveles de conservacion a lo largo de la evolucion en

las plantas (Fig. 1.23).
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Nombre Longitud (aa) Nombre Acceso a Longitud (aa) Ajuste del

UniProt.org alineamiento
GmATG6 498 HsBEC-1 Q14457 450 28
GmATG6 498 ScVPS30 002948 557 23
GmATG6 498 MtATG6 04A185 508 88
GmATG6 498 PpATG6 A9S6A2 526 56
GmATG6 498 AtATG6 Q9M367 517 73
GmATG6 498 NbATG6 Q40XM1 527 75
GmATG6 498 OsATG6 Q0JKD4 500 57
GmATG6 498 ZmMATG6 Q4A190 499 57
GmATG6 498 NtATG6 ASHNG4 226 80
GmATG6 498 SmATG6 D8RIMS 483 52
GmATG6 498 CrATG6 A8HPUO 495 33
GmATG6 498 CeBEC1 022592 375 24
HsBEC-1 450 ScVPS30 002948 557 27

Tabla 1: Resultados de ajuste de los alineamientos de la secuencia de GmATG6 con
beclina-1 de humano (HsBEC-1), Vps30/Atg6 de levaduras (ScVPS30), beclina-1 de
Caenorhabditis elegans (CeBEC-1) y Atg6 de Medicago truncatula (MtATGS6), Nicotiana
benthamiana (NbATG6), Arabidopsis thaliana (AtATG6), Zea mays (ZmATG6),
Chlamydomonas reinhardtii (CrATG6) y putativos ATG6 de Physcomitrella patens
(PpAtg6), Nicotiana tabacum (NtATG6), Oryza sativa (subsp. japonica) (OSATG6) y
Selaginella moellendorffii (SmATGS6). El alineamiento fue generado mediante ClustalW.

97~ Glymal1g21490
Glyma04g26840
MtATG6
NbATG6

100 - NtATG6

AtATG6
ZmATG6
OsATG6

100

. PpATG6
SMATG6
43
CrATG6
HsSBEC1
ScVPS30
CeBEC1
—
0.05

Fig. 1.23: Arbol filogenético de ATG6 de Glycine max (Glymal1g21490 y
Glyma049g26840), Medicago truncatula (MtATG6), Nicotiana benthamiana (NbATG6),
Nicotiana tabacum (NtATG6), Arabidopsis thaliana (AtATG6), Zea mays (ZmATG6),
Oryza sativa (subsp. japonica) (OsATG6), Physcomitrella patens (PpAtg6), Selaginella
moellendorffii (SMATG6), Chlamydomonas reinhardtii (CrATG6), beclina-1 de Homo
sapiens (HSBEC-1) y de C. elegans (CeBEC1) y VPS30 de levadura (ScVPS30). Las
secuencias de aminoacidos fueron alineadas por ClustalW y el arbol filogenético fue
generado mediante el método de vecino mas préximo usando MEGAS. Los valores de
porcentaje de bootstrap de 1000 réplicas se dan en cada punto de ramificacion.

Los mayores niveles de identidad entre GmATG6 y HsBEC-1 se encuentran en la
region C-terminal, la cual se encuentra evolutivamente conservada, mientras que la regi6on

N-terminal es la mas variable en secuencia. Llamativamente, se observa que en el
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alineamiento de las secuencias de aminoacidos entre GmATG6 y HsBEC-1 habria residuos
esenciales conservados del dominio BH3 para la interacciéon con los homoélogos de Bcel-2

(Fig. 1.24).

GmATG6 MKKGENKGRTRTFPVDPNVPRWVCQONCRNPLCIVGADSYADKFFNDPSRYGMQGSSIHVA 60
HsBEC-1 -MEGSKTSNNSTMQVS——---— FVCQRCSQPLKLDTSFKILDRVT —-====—==——— IQELT 43
HE - pEREK K gk N HN
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Fig. 1.24: Alineamiento de secuencia de aminoacidos de GmATG6 y HsBEC-1. Los
nameros a la derecha marcan el nimero de aminoacidos. El fondo de los residuos
conservados del dominio BH3 esté coloreado segun el tipo de aminoécido: amarillo,
hidrofdbico; verde, pequefios; celeste, basicos y gris, acidicos. Asteriscos marcan residuos
conservados, dos puntos sustitucién conservativa y punto sustitucion levemente
conservativa.

Posteriormente, se realizaron alineamientos de la secuencia primaria de GmATG6
con una gran variedad de dominios BH3 de miembros conocidos de la subfamilia solo-
BH3, beclina-1 de humano y ATG6/VPS30 de levaduras. Mediante estos analisis se
identific6 la secuencia probable de dominios BH3 cerca del extremo N-terminal de

GmATG6 (Fig. 1.25A). Asimismo, los anélisis de alineamiento de la secuencia del dominio
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BH3 putativo mostraron altos niveles de conservacion en las plantas evaluadas (Fig.

1.25B).
GmATG6 --HNSGENSTITVLERAFEIATT-- A
HsBEC-1 --TMENLSRRLKVTGDLFDIMSG--
ScVPS30 --NSKTLSTQVNAMENVENILSS--
HsBid --IIRNIARHLAQVGDSMDRSIP--
HsBad --AAQRYGRELRRMSDEFVDSFK--
HsBak --TMGQVGRQLAIIGDDINRRYD-~
HsBax --STKKLSECLKRIGDELDSNME -~
HsBok --RLAEVCAVLLRLGDELEMIRP--
CeEGL-1 --IGYEIGSKLAAMEDDEDAQMM-—
Glyma04g26840 --HNSGFNSTITVLERAFEIATT-- B
Glymallg21490 --HNSGEFNSTITVLERAFEIATT--
PpATG6 --NAS-FNASVNVLSRAFEIAST--
SMATG6 --NAS-FNASVNVLERVFEIASA--
ZmATG6 --NNSGFHSSVTVLKRAFEIASS--
OSATG6 --NS--FHSNVTVLKRAFEIATS--
MtATG6 -—HNSGFNSTITVLERAFEIATT--
AtATG6 --NTSGFNATINVLERAFDIART -~
NbATG6 --NNSGFHSTITVLKRAFDIAST--
CrATG6 --ESFVMLGAASALAQLFELAST -~
. * . * o ok

Fig. 1.25: A) Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la region putativa BH3 de
ATG6 de soja (GMATGS6) y regiones de dominios BH3 de beclina-1 de humano (HsBEC-
1), ATG6/VPS30 de levadura (ScVVPS30) y dominios BH3 de proteinas proapoptoticas de
la subfamilia solo-BH3 de humano (HsBid, HsBad, HsBax y HsBok) y de C. elegans
(CeEGL-1). El fondo de los residuos conservados esta coloreado segun el tipo de
aminoacido: amarillo, hidrofdbico; verde, pequefio; celeste, basico y gris, acidico. B)
Regidn putativa BH3 en un alineamiento de secuencias de aminoacidos de ATG6 en
plantas. Medicago truncatula (MtATGS6), Populus trichocarpa (PtATG6), Malus
domestica (MdATG6), Arabidopsis thaliana (AtATG6), Solanum tuberosum (StATG6),
Nicotiana benthamiana (NbATG6), Oryza sativa (subsp. japonica) (OsATG6) y Zea mays
(ZmATG6). Asteriscos marcan residuos conservados, dos puntos sustitucion conservativa y
punto sustitucion levemente conservativa.

Evaluacion de la estructura secundaria de GmATG6

La estructura secundaria de GmATG6 y HsBEC-1 fue evaluada mediante analisis de
prediccion de estructura y dominios para proteinas de estructura desconocida realizados
con las aplicaciones PredictProtein (http://www.predictprotein.org/), Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/) y SABLE (http://sable.cchmc.org/) (Fig. 1.26).

Los resultados obtenidos se repitieron con el uso de los distintos programas,
mostrando estructura secundaria conservada en ambas proteinas (Fig. 1.24), sin embargo,

y a pesar de estar caracterizado el dominio BH3 en HsBEC-1 (Erlich et al., 2007; Sinha y
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Levine, 2009; He y Levine, 2010), no hubo prediccién de BH3 en la secuencia de soja ni en

la humana. No obstante, se observa en la region potencial del dominio BH3 en GmATG®6,

la prediccion de una a-hélice anfipatica de cuatro vueltas, cercana al extremo N-terminal

junto al dominio coiled coil, tal como se observa en HsBEC-1 (corchetes en Fig. 1.26).
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Fig. 1.26: Analisis de prediccion de estructura secundaria de GmATG6 y HSBEC-1
(SABLE, http://sable.cchmc.org/). La zona demarcada en corchetes negros indica las
regiones hélice-a que constituyen el dominio BH3.
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Estructura terciaria. Basqueda de homologos por estructura de
proteinas

Recientemente, se han desarrollado varios programas de prediccion de estructura
de proteinas y estan libremente disponibles en la web. Estos permiten la bisqueda de
secuencias de la proteina diana en bases de datos de estructura de proteinas. Algunos de
los mas usados son PHYRE y PHYRE2 (por sus siglas en inglés, Proteome
Homology/analogY Recognition Engine; http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/_phyre/ y
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) (Kelley y Sternberg, 2009). PHYRE y programas
relacionados, pueden detectar aproximadamente tres veces el nimero de proteinas
homologas con respecto a programas tradicionales de bisqueda de similitud de secuencia,
tales como BLAST (Kelley y Sternberg, 2009), sin embargo, también puede haber una alta
tasa de falsos positivos cuando la similitud de secuencia es menor al 20 %. En general, el
orden de potencia de los programas, en términos del porcentaje de un genoma tipico que
puede ser estructuralmente anotado utilizando estos programas, es: BLAST 20 %, PSI-
Blast 40-50% y PHYRE 60-70%.

o
) GmMATG6 g HsBEC-1

Confianza % identidad Funcidn potencial

100 46 Beclina-1

100 32 VPS30

Fig. 1.27: Modelado 3D de GmATGS6 realizado con PHYRE2 y comparado con el modelo
de BECLINA-1 de humano (HsBEC-1). Confianza: representa la probabilidad (de 0 a 100)
de que la coincidencia de secuencias entre la proteina modelo y la evaluada sea una
verdadera homologia. Niveles de confianza mayores al 90 % indican que la proteina
evaluada estd modelada con una alta precision (2-4 A rmsd de estructura nativa verdadera)
y que adopta el plegado general que se muestra. Porcentaje (%) de identidad entre la
secuencia evaluada y la modelo: para modelos de precision extremadamente alta, se desea
gue este nimero sea superior al 30 — 40%. Sin embargo, incluso a muy bajos % de
identidad (<15%) los modelos pueden ser muy Utiles, siempre y cuando la confianza sea
alta. Funcion potencial: esta provista por los archivos SCOP y PDB.
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Los anélisis de prediccion realizados con PHYRE2 mostraron un sorprendente
parecido en la estructura terciaria entre GmATG6 y HsBEC-1, dado principalmente por el
extremo C-terminal. Ademaés, el anélisis también arroj6 altos niveles de porcentaje de

identidad con VPS30, homologo de levaduras (Fig. 1.27).
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DISCUSION

Mediante la metodologia de infeccion de meristemas cotiledonares con A.
tumefaciens pudimos regenerar tallos transgénicos, prescindiendo de la fase de cultivo de
tejidos (Fig. 1.4 y 1.5). Sin embargo, las evaluaciones de la F1 de aquellos eventos
primarios positivos no mostraron resultados satisfactorios. En estos casos, las estructuras
derivadas de las yemas cotiledonares (los tallos) presentan un genotipo en mosaico debido
principalmente a la eficiencia de transformacion de los meristemas, donde se encuentran
células con genotipo silvestre y otras transgénicas. Este es un aspecto importante a
optimizar y en el cual hemos seguido trabajando; no obstante, debido a la falta de
resultados concluyentes en la obtencion de plantas transgénicas, utilizamos herramientas
alternativas para introducir en soja el gen que codifica a CED-9. En este sentido,
trabajamos en la obtencion de raices en cabellera transgénicas mediante la infeccion con
Agrobacterium rhizogenes K599 (Fig. 1.6 y 1.7).

La obtencion de raices mediante A. rhizogenes ha sido descripta para numerosas
leguminosas, donde las plantas compuestas con tallo sin transformar y raices
transgénicas, pueden ser noduladas por rizobios y colonizadas por micorrizas (Oldroyd et
al., 2005). Nuestros resultados revelaron que las raices pBE-Ced-9 tuvieron afectado el
crecimiento, mostrando un tamafno menor respecto de las raices control (Fig. 1.8B). Este
resultado esta en concordancia segtn lo reportado por Xu y colaboradores (2004), quienes
observaron que plantas de tomate transgénicas con alta expresion de Ced-9 o Bel-xL,
tuvieron afectado su crecimiento y el desarrollo de las semillas. Por otro lado,
llamativamente, las plantas compuestas con raices transgénicas pBE-Ced-9 tuvieron una
nodulacién marcadamente disminuida respecto de las raices control (Fig. 1.8A), indicando
que la proteina supresora de muerte celular de origen animal podria estar afectando el
reconocimiento del simbionte y/o los mecanismos implicados en el establecimiento de la
interaccion.

Estos resultados, negativos para la puesta a prueba de nuestra hip6tesis de retardo
de los fenomenos de senescencia foliar y nodular, nos condujeron a estudiar los
mecanismos de accién de las proteinas miembros de la familia Bcl-2. Sin embargo, a pesar
del interés creciente sobre aspectos relacionados a los procesos de MCP y de los estudios
realizados en plantas transgénicas con expresion de supresores de muerte celular de
origen animal, donde se propone la conservacion entre los reinos de los mecanismos que
subyacen al proceso; no se ha esclarecido cémo estas proteinas ejercen su accién en las
plantas.

Durante etapas tempranas de la interaccion simbidtica soja-B. japonicum, la

combinacién de NaCl con el microsimbionte por un periodo reducido de tiempo (30 min)
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genera la muerte de los pelos radicales (Fig. 1.9) (Muioz et al., 2012). Ademas, nuestros
resultados muestran que los pelos radicales de raices de poroto (P. vulgaris) sometidas a
estas mismas condiciones, 50 mM NaCl (condiciéon subletal) en presencia del simbionte y
150 mM NaCl, también sufrieron la induccién de eventos de muerte, sugiriendo un
comportamiento comun, al menos para estas dos leguminosas (Fig. 1.9). Asimismo,
tratamientos de 30 min bajo condiciones de 50 mM NaCl + B. japonicum y 150 mM NaCl
conducen a la muerte celular de los pelos radicales, evaluada mediante la tincién con Azul
de Evans, Azul de Trifano y la degradacion de ADN, mientras que las raices no
presentaron ninguno de estos marcadores (Fig. 1.9, 1.10 y 1.11).

La primera evidencia que marc6 diferencias en los procesos de muerte bajo estos
tratamientos fue la generacion de EAO intracelular (Munoz et al., 2012). La produccion
intracelular de EAO en las etapas tempranas de la interaccion con el simbionte bajo
condiciones de estrés salino subletal (50 mM NaCl), muestra un patrén similar al
observado en las respuestas a elicitores patogénicos, los cuales no exhiben la caida
posterior al pico de generacion de EAO, observandose un incremento sostenido en el
tiempo de los niveles de EAO intracelulares (Cardenas et al., 2008; Munoz et al., 2012),
mientras que bajo condiciones de 150 mM NaCl, la producciéon de EAO intracelular se ve
disminuida desde el comienzo del tratamiento (Mufioz et al., 2012). En sintonia con este
resultado, observamos diferencias en los niveles de MDA y en la relacion
GSH/GSH+GSSG en pelos radicales sometidos a estas condiciones promotoras de muerte
celular (Fig. 1.12 y 1.13). El contenido de MDA se encontr6é aumentado en pelos radicales
de raices inoculadas con el simbionte y en los tratamientos de 50 mM NaCl + B.
Jjaponicum, condiciones en la que los niveles de EAO también se ven incrementados;
mientras que no hubo cambios en la condicion de muerte de 150 mM NaCl, en la cual los
pelos radicales presentan una caida en la produccion de EAO desde los primeros minutos
(Fig. 1.12) (Muhoz et al., 2011).

El glutatiéon se encuentra en la célula en forma principalmente reducida y la
percepcion de estimulos ambientales genera un incremento en el contenido de glutatiéon
oxidado, impactando el estimulo sobre el estado redox celular (Potters et al. 2010).
Especificamente, una caida drastica en la relacion entre los niveles de glutation reducido
(GSH) y oxidado (GSSG) ha sido propuesta como parametro en la determinacion de
condiciones de estrés y muerte celular (Kranner et al., 2006). En nuestras condiciones de
muerte celular, s6lo en los tratamientos de 150 mM NacCl se observo una caida del 35 %
aproximadamente. En presencia del simbionte y bajo condiciones de estrés salino subletal,
también hubo una disminucion de la relacion GSH/GSH+GSSG de alrededor del 20 % con

respecto al control (Fig 1.13). Cabe recordar que durante las etapas tempranas de la
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interaccion rizobio-leguminosa tiene lugar un aumento en la generacion intracelular de
EAO, posiblemente impactando sobre el contenido de GSH.

Con el objetivo de discriminar procesos de muerte ordenados, se cuantificaron los
niveles de adenosin trifosfato (ATP) (Casolo et al., 2005) en los pelos radicales de raices
sometidas a condiciones de muerte (Fig. 1.14). Luego de la inoculaciéon con B. japonicum
bajo condiciones de 50 mM NaCl, los pelos radicales tuvieron niveles incrementados en la
concentracion de ATP, mientras que los tratamientos de 150 mM NaCl no mostraron
cambios significativos en los niveles de ATP (Fig. 1.14), posiblemente debido a la
intensidad del estimulo que lleva a una muerte no ordenada. En este sentido, la diferencia
de marcacion con Azul de Evans observada entre los tratamientos de muerte de 50 mM
NaCl + B. japonicum y 150 mM NaCl (Fig. 1.19A y B), también indicarian diferencias en
las velocidades de ejecucion de la muerte celular, sugiriendo la evolucién de un proceso de
muerte méas lento u ordenado con respecto al otro. Por otro lado, los pelos radicales de
raices inoculadas con B. japonicum también mostraron aumentados los niveles de ATP
(Fig. 1.14), quizas debido a incrementos en la actividad metabodlica para sostener las
respuestas tempranas y el crecimiento de los pelos radicales durante la interaccion con el
simbionte (Wan et al., 2005; Jones et al., 2008).

Cabe destacar que la expresion de Ced-9 en raices en cabellera redujo los procesos
de muerte celular bajo condiciones de estrés (Fig. 1.18). Asimismo, las raices pBE-Ced-9
tuvieron menores niveles de MDA, indicador de peroxidacién de membranas y dafio
oxidativo (Fig. 1.19). En adicién, el contenido de ATP en las raices transgénicas se
mantuvo incrementado en los tratamientos de 50 mM de NaCl + B. japonicum y 150 mM
de NaCl (Fig. 1.20). Estos resultados sugieren la inhibicién o al menos un retardo en los
procesos de muerte celular observados bajo condiciones de estrés debido a la mantenci6on
de la homesotasis celular en las raices pBE-Ced-9.

En relacion al flujo y homeostasis idnica en presencia de estrés salino, Demidchik y
Maathuis (2007) sintetizan las funciones directas de los canales catidnicos no selectivos en
plantas y comentan detalladamente que éstos son la principal via de ingreso a las células
vegetales de calcio y sodio. La puesta en marcha conjunta de cada tipo de canal cati6nico
no selectivo (CCNS) en presencia de estrés salino, determina la homeostasis ionica,
evitando principalmente la pérdida de potasio y entrada de sodio. Los canales activados
por despolarizacion (CCNS-AD) tienen alta permeabilidad al sodio y también tienen
particular importancia en el movimiento de potasio. Bajo condiciones de estrés salino,
altas concentraciones de sodio intra y extracelular, afectan la actividad de canales
rectificadores de potasio impidiendo la salida del mismo. Sin embargo, bajo esta situacion
los CCNS-AD, se activan y ocurre entrada de sodio y salida de potasio. En nuestros

resultados observamos que mientras el contenido de sodio se incrementa de manera dosis
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dependiente en los tratamientos de estrés, s6lo bajo condiciones de 150 mM NaCl la
concentracion de potasio presenta una caida significativa (Fig. 1.21). El contenido de iones
en las raices pBE-Ced-9 mostrd diferencias con respecto a las raices control s6lo en los
tratamientos de 150 mM NaCl. La expresion de Ced-9 no afect6 los niveles de sodio, pero
redujo la salida de potasio (Fig. 1.21). En este sentido, se ha puesto en relieve el papel
fundamental de la homeostasis del potasio en la tolerancia a condiciones salinas (Shabala
et al, 2007; Cuin et al., 2008; Shabala y Cuin, 2008). Mas interesante atn, la expresion de
Ced-9 en plantas de tabaco modifica el flujo de iones en respuesta a estrés salino y
oxidativo, impidiendo la salida de potasio (Shabala et al., 2007). Este estudio relaciona las
“firmas” del flujo de iones y los mecanismos implicados en la regulacion de MCP en
plantas. Asimismo, en el analisis de contenido de calcio, observamos que altas
concentraciones de NaCl afectaron negativamente la concentraciéon del i6n, mientras que
las raices pBE-Ced-9 no presentaron disminucion significativa (Fig. 1.22). La aplicacién
exodgena de calcio es comunmente utilizada para aliviar los efectos negativos de la sal
(Shabala et al. 2006) y su efecto positivo tiene fundamento en la dindmica/balance de
apertura y cierre de CCNS. No obstante, estudios futuros relacionados a la localizacion
subcelular del calcio en las raices pBE-Ced-9 esclarecerian la participacion del ion en las
respuestas de tolerancia.

Se ha demostrado que la expresion de anti-apoptoéticos de origen animal en
plantas, influencia las vias regulatorias de activacion y supresion de la muerte celular,
indicando la existencia de contrapartes funcionales de dichos genes en las plantas. Esto
sugiere que a pesar de las diferencias, habria un nivel de funcionalidad similar entre los
componentes que forman parte de los mecanismos de MCP en plantas y animales. En
animales, el principal mecanismo por el que las proteinas de la familia Bcl-2 desempenan
su funcioén, es a través de la homo o heterodimerizacién con otras proteinas. Quizas el
ejemplo mas relevante es la modulacion de autofagia mediante la union al dominio BH3
de BECLINA-1/ATG6, mediador esencial de dicho proceso (Oberstein et al., 2007;
Pattingre et al.,, 2005; Takacs-Vellai et al., 2005; Kourtis y Tavernarakis 2009). En
plantas, se ha identificado una similitud en secuencia y a nivel funcional entre los
dominios pro-apoptéticos de la proteina BID, especificamente en la region que contiene al
dominio BH3, y proteinas de transferencia de lipidos en plantas. Mediante herramientas
bioinformaticas identificamos dos genes putativos de ATG6 en soja, Glymai11g21490 y
Glymao4g26840, cuyas proteinas predichas presentaron un alineamiento muy ajustado;
mientras que los niveles de ajuste del alineamiento de GmATG6 con HsBEC-1 y con
ScVPS30 estuvieron alrededor del 30 % (Tabla 1). Cabe destacar, que con dichos niveles de

identidad, tanto beclina-1 de humano como ATG6 de Arabidopsis y de tabaco,
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complementan levaduras mutantes atg6 (Liang et al., 1999; Fujiki et al., 2007; Liu et al.,
2005).

En la regién C-terminal de las proteinas se encontraron los mayores niveles de
identidad entre GmATG6 y HsBEC-1, mientras que la region N-terminal fue la mas
variable en secuencia. Esta region variable de BEC-1/ATG6 participaria en la regulacion de
las interacciones con proteinas y/o en la regulacion de la funcion de la region C-terminal
en la autofagia. Experimentos realizados con formas truncadas de la proteina HsBEC-1,
identificaron la region entre los aminoacidos 88 y 150 como el dominio minimo de uni6n a
Bcl-2 (Liang, et al., 1998; Pattingre et al., 2005). En nuestros analisis, observamos con
satisfaccion que las secuencias de aminoacidos entre GmATG6 y HsBEC-1 comparten
residuos esenciales conservados del dominio BH3, implicados en la interaccion con los
homologos de Bcl-2. Sin embargo, en la secuencia de aminoacidos de GmATG6 y en las
plantas evaluadas, no se encuentra conservado el residuo Di21, esencial para la
interaccion entre beclina-1 y Bel-2 o Bel-xL en animales (Fig. 1.24 y 1.25). Sin embargo,
aunque las interacciones de los residuos del dominio BH3 se encuentran aparentemente
conservadas en cada interaccion con los homologos de Bcel-2, la contribucion de cada uno
de estos residuos a la afinidad total de la interacciéon varia significativamente entre cada
par de interaccion. Por ejemplo, los residuos conservados del dominio BH3 de HsBEC-1,
glicina 120 (G120) y aspartico 121 (D121), no son esenciales para la interaccion con yHV68
M11, homologo viral de Bcl-2 (Sinha et al., 2008). Asimismo, Erlich et al. (2007)
evaluaron la interaccion diferencial entre HsBEC-1 y distintos miembros de la familia Bcl-
2 mediante ensayos de inmuno-precipitacion y determinaron que HsSBEC-1 se une
eficientemente con Bcl-xL, Bcl-2 y Bel-w, mientras que con Mcl-1 la interaccidon ocurre con
menor afinidad. Ademas, se ha demostrado que la proteina Bcl-2 interacciona con el
homologo de beclina-1 en levaduras, ScVPS30/ATG6 y que dicha interaccién afecta
negativamente el proceso de autofagia en Saccharomyces cerevisiae (Pattingre, et al.,
2005), a pesar de que ScVPS30/ATG6 no conserva los residuos G120 y D121.

El dominio BH3 es dificil de identificar solamente a través de alineamientos de
secuencia ya que no hay residuos invariables y que el patron de algunos residuos se
encuentra poco conservado, lo que resulta en variaciones de residuos esenciales y en la
afinidad de interaccion entre cada par de interaccion. En consecuencia, para la
identificacion de este dominio, se requieren anilisis combinados de secuencia y estructura
molecular (Fig. 1.26 y 1.27). En este sentido, dando cuenta de la importancia no s6lo de los
residuos del dominio BH3 y del surco hidrofobico, Woo et al. (2003) demostraron en C.
elegans que el reconocimiento entre los miembros de la familia Bel-2 involucraria también

una superficie proteica mas amplia que el dominio BH3.
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Capitulo 2

Participacion del trafico de
endomembranas/autofagia en los
procesos de muerte celular y en la

interaccion rizobio-leguminosa
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INTRODUCCION

1. Expresién de Ced-9 en raices en cabellera. Efectos negativos

sobre la nodulaciéon

Durante la percepcion del rizobio y como respuesta especifica temprana, ocurre
una rapida despolarizacion de la membrana plasmatica debida a cambios en el flujo de
iones Cl, K* y Ca* (Cardenas et al. 2000; Felle et al. 2000). El tnico mecanismo
documentado por el cual la expresion de Ced-9 en plantas ejerce sus efectos, es el
descripto por Shabala y colaboradores (2007), quienes demuestran que el patron de flujo
de iones se encuentra alterado en las plantas transgénicas. Si bien bajo condiciones de
estrés, especificamente salino y oxidativo, la prevencion del eflujo de K+ en plantas Ced-9
retarda los sintomas de senescencia y muerte; estos cambios en las firmas del flujo i6nico
podrian afectar negativamente el reconocimiento del simbionte.

Por otro lado, ciertos virus han adquirido durante la evolucion, genes que confieren
ventajas selectivas. Las proteinas virales codificadas por estos genes suelen conservar o
incluso mejorar las funciones ventajosas de sus homologos en el hospedador y perder
funciones que no benefician a los virus. En el caso de animales, proteinas virales de la
familia Bcl-2 (v-BCL-2) estan codificadas por todos los c-herpesvirus, incluyendo los virus
humanos de Epstein-Barr virus (EBV), el herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi
(KSHYV) y el virus murino c-herpesvirus 68 (cHV68) (Cuconati y White, 2002; Polster et
al., 2004). Se ha demostrado mediante resonancia magnetica nuclear que las proteinas v-
Bcl-2 presentan un surco hidrofébico que interacciona con dominios BH3 de péptidos pro-
apoptoticos de la familia Bcl-2, tales como BAX, BAK y BEC-1, tal como ocurre con las
proteinas BCL-2 de mamiferos (Loh et al., 2005). De esta manera, las proteinas v-BCL-2
causan tumores y contribuyen a la persistencia del patégeno durante toda la vida del
hospedador a través de la inhibicion de la MCP, promoviendo la infeccion cronica. En este
sentido, se ha encontrado cierto nivel de identidad entre los dominios NB-ARC de las
proteinas promotoras de muerte celular y algunos genes de resistencia involucrados en la
respuesta hipersensible (van der Biezen y Jones, 1998) lo que ha dado lugar a la
presuncion que la expresion de Ced-9/Bcl-2 en plantas podria afectar el desarrollo de la
HR a través de la interaccion con los receptores de las plantas, de manera similar a como
se unen con las proteinas pro-apoptoéticas. Recientemente, se ha determinado que los
receptores de efectores simbidticos en soja, Rj2 y Rfg1, pertenecen a la clase de proteinas
de resistencia (R). La participacion de los genes de resistencia en el control de la infeccion
y la nodulacién, revela un mecanismo de reconocimiento que es comun en las

interacciones patogénicas y simbidticas, sugiriendo que el establecimiento de la simbiosis
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exige la evasion de la respuesta inmune activada por efectores de rizobios (Yang et al.,
2010). De nuestros resultados se desprende la suposicion que Ced-9 podria afectar el
reconocimiento del rizobio debido a su potencial capacidad de interacciéon con los
receptores de efectores simbioticos.

En las plantas, los rizobios son individualmente interiorizados a través de un
proceso similar a la endocitosis. Sin embargo, el estudio de la localizacion de marcadores
de identidad de membrana de los distintos compartimentos endociticos, no mostrd
ninguna asociacion de los reguladores clave de la via de endocitosis en las etapas iniciales
de la formacion del simbiosoma. S6lo en etapas tardias del desarrollo del simbiosoma se
observd la pequena GTPasa Rab7, un marcador de endosoma tardio/vacuolar; mientras
que el retraso en la adquisicion de identidad vacuolar (capacidad litica), aseguraria la
supervivencia (Limpens et al., 2009). Asimismo, el correcto desarrollo de los n6dulos en
Medicago truncatula requiere la secrecion de proteinas especificas. El bloqueo de esta
secrecion ordenada mediante la mutacion de una proteina clave, genera numerosos
autofagosomas en las células de los nédulos, los cuales mostraron afectado el desarrollo de
bacteroides y simbiosomas (Wang et al., 2010). Sin embargo, no se ha determinado si la
acumulacion de autofagosomas es una consecuencia primaria o indirecta de la mutacion.
Esta acumulacion de autofagosomas puede reflejar el retraso en la maduracién de
vesiculas en la planta mutante o pueden estar relacionados con el desarrollo alterado de la
vacuola, observado en las células de los nddulos jovenes.

Si bien no hay pruebas directas de la participacion de autofagia en las interacciones
rizobio/leguminosa, existen evidencias para la postulaciéon de hip6tesis vinculando dicho
proceso con el desarrollo de la interaccion. Ademas, el hecho de que los supresores llevan
a cabo sus efectos a través de la interaccién con otras proteinas, por ejemplo modulando
autofagia por interaccion con Beclina-1/Atg6, nuestros resultados nos estimulan a
plantear la hipotesis de que la expresion en soja de supresores de muerte celular de origen
animal pertenecientes a la familia Bcl-2, modula el proceso de autofagia a través de la
interaccion con el dominio BH3 de ATG6/BEC-1, afectando de esta manera la sobrevida
celular y la interaccion soja-B. japonicum.

Los antecedentes mencionados y los resultados obtenidos en esta Tesis, nos
condujeron a evaluar los efectos de la expresion de Ced-9 en el trafico de endomembranas
y la participacion de este proceso en los eventos de muerte celular y en la interaccion soja-

B. japonicum.
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2. Metabolismo de lipidos v trafico de vesiculas. Participaciéon de

Fosfatidil-inositol 3-kinasa

Los organismos eucariotas responden a una amplia variedad de factores bidticos y
abidticos a través de la activacion de vias de sefalizacién de lipidos mediante la
produccion de fosfatidil-inositoles (PI) (Meijer y Munnik, 2003). El grupo mioinositol
sufre modificaciones por la acciéon de fosfoinositido lipido-quinasas (Cote y Crain, 1993).
Los PI participan en la regulaciéon transcripcional (Gonzales y Anderson, 2006), en la
activacion de las vias autofagicas (Kihara et al., 2001), en respuestas a patégenos (Yilmaz
et al., 2004; Liu et al., 2005), en el crecimiento celular polarizado (Monteiro et al., 2005;
Yuree Lee et al., 2008), senalizacion celular (Meijer y Munnik, 2003) y en el
mantenimiento de procesos de vesiculizacion constitutivo e inducido por estrés (Simonsen
et al., 2003). Gran parte de los efectos regulatorios de los PI son debidos a su capacidad de
actuar como ligandos especificos para proteinas. Pueden unirse a proteinas integrales de
membrana o reclutar proteinas citosélicas a la membrana (Heilmann, 2009) regulando su
actividad. Esta interaccion es posible debido a la presencia de dominios de unién a PI,
presentes en ciertas proteinas. Algunos ejemplos son los dominios PH (Pleckstrin
homology), dominios FYVE (la denominaciéon FYVE hace referencia a las primeras cuatro
proteinas descubiertas que contenian este dominio: Fab1, YOTB, Vaci, y EEA1) o dominios
PX (Phox homology), los cuales pueden unir diferentes PI (Lemmon, 2003). Un gran
nimero de proteinas codificadas en los genomas eucariotas contienen dominios
especificos de uniéon a PI, lo que sugiere que una gran variedad de procesos celulares
involucran esta interaccion como parte de un mecanismo de control. Ademas de
interactuar con proteinas, la acumulacién localizada de PI afecta las propiedades biofisicas
de las membranas. En este sentido, PI con 4cidos grasos con alto grado de insaturacion
van a localizarse en areas de curvatura de la membrana. De hecho, la presencia de estos
lipidos favorece la formacion de vesiculas.

Entre las enzimas involucradas en el metabolismo de PI se encuentra el grupo de
las PI-3-kinasa (PI3K), las cuales fosforilan el anillo inositol en la posicion D-3 y se
clasifican en tres clases de acuerdo a la relaciéon de secuencia de aminoacidos (Fruman et
al., 1998). Los diversos efectos de la transduccion de senales mediadas por PI3K dependen
de la interaccion de los productos lipidicos de las kinasas con multiples proteinas. En
animales, se han identificado moléculas senal relacionadas a PI3K clase-I e incluyen a
fosfatidil-inositol 3-fosfatasa (PTEN), proteina kinasa-1 dependiente de 3-fosfoinositido
(PDK1) proteina kinasa B (PKB)/c-Akt. PTEN es una fosfatasa de lipidos que hidroliza el
fosfato en posicion D-3 del grupo inositol, atenuando asi la sefializacién mediada por
PI3K. AKT es reclutada a la membrana plasmatica por unién a P1(3,4,5)Ps, donde a su vez

fosforila numerosas proteinas e induce asi efectos multifacéticos de PI3K. La
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identificacion de homologos en las plantas de proteinas ubicadas rio abajo de PI3K, puede
ser una forma de obtener indicios acerca de la sefalizacion de PI3K. En efecto, se han
identificado homologos de PTEN y PDK1 en plantas (Deak et al., 1999; Gupta et al.,
2002); sin embargo, las plantas no poseen PI3K clase-I ni el producto de su actividad,
P1(3,4,5)P; (Meijer y Munnik, 2003; Munnik y Testerink, 2009). S6lo PI3K clase-III se
encuentra presente en plantas (Dove et al., 1994; Welters et al., 1994), conservada desde
eucariotas inferiores hasta animales y se ha demostrado que tanto PTEN como PDK1 unen
PI3P en plantas (Munnik y Testerink, 2009; Deak et al., 1999).

La amplia y significativa participaciéon de PI3K en el desarrollo y crecimiento de las
plantas fue sugerido por los resultados de Welters y colaboradores (1994), quienes
regeneraron plantas de Arabidopsis a partir de callos transformados con una construccion
anti-sentido de AtVps34. La regeneracion de tallos y raices fue lenta y la produccion de
semillas fue pobre. La siguiente generacion no sobrevivid al medio con antibibtico, de
hecho, atn en medio sin antibiotico, las hojas tuvieron forma anormal y la elongacion del
peciolo y la formacion del tallo estuvieron seriamente afectadas.

En adicion a la participacion de PI3K en el desarrollo de los tejidos vegetativos,
esta enzima también tiene roles en los tejidos reproductivos (Lee et al., 2008). En este
sentido, cuando plantas heterocigotas VPS34/vps34 fueron autopolinizadas, tuvieron una
proporcidon de segregacion de 1:1:0 para fenotipo silvestre, heterocigota y homocigota,
respectivamente. Por lo tanto, no se obtuvieron mutantes homocigotas sin expresiéon de
PI3K, sugiriendo un defecto gametofitico.

El PI3P, producto de la actividad PI3K, cumple importantes roles en la regulacion
del trafico constitutivo de proteinas y en el trafico inducido por condiciones de estrés a
través de vias autofagicas, es requerido para el trafico continuo de proteinas sintetizadas
de novo y receptores hacia endosomas y vacuola (Simonsen et al., 2001; Nice et al., 2002;
Wurmser y Emr, 2002), para el movimiento de proteinas del trans-Golgi a
vacuola/lisosoma (Schu et al., 1993) y en la regulacion del citoesqueleto de actina (Yin y
Janmey, 2003; Dove et al., 1994). En este sentido, proteinas con dominios de alta afinidad
a PI3P, por ejemplo con dominios FYVE, median la actividad biolégica del PI3P (Leevers
et al., 1999; Gillooly et al., 2001).

En el afio 2011, Zhang y colaboradores mostraron que PTEN de Arabidopsis regula
autofagia en tubos polinicos alterando la dindmica de PI3P. En dicho trabajo, la sobre-
expresion de PTEN interrumpi6 la dindmica de autofagosomas y la poblaciéon de
endosomas. Asimismo, tratamientos con wortmanina, un inhibidor de PI3K, tuvieron
consecuencias similares. Estos efectos fueron revertidos por adicién exogena de PI3P o

por sobre-expresion de PI3K clase-II1.
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3. Trafico de endomembranas. Participacion en las respuestas a

condiciones de estrés

Diversos trabajos han evaluado que durante la autofagia también participan
proteinas motoras del citoesqueleto, proteinas implicadas en la unién de vesiculas a su
objetivo, Rab GTPasas y sus efectores, como asi también otras proteinas implicadas en el
trafico de endosomas, tales como los complejos SNARE y ESCRT; y han sugerido la
importancia de las vias de trafico vesicular en los procesos de autolisis (Ishihara et al.,
2001; Munafo et al., 2002; Atlashkin et al., 2003; Rusten et al., 2007; Lee et al., 2007;
Ravikumar et al., 2008; Fader et al., 2008). Por ejemplo, como se menciond
anteriormente, la enzima PI3K tiene un rol clave en los eventos de endocitosis y también
forma parte del complejo PI3K, junto a ATG6/BEC-1y otras proteinas, el cual es requerido
para el proceso de autofagia (Kihara et al., 2001).

Por otro lado, estudios de complementacion demostraron que la expresion de
beclina-1 de humano puede restaurar la autofagia en levaduras mutantes atgé, pero no el
trafico de proteinas, por lo que su participacion en las vias de transito de vesiculas es
controversial (Liang et al., 1999). Sin embargo, un estudio posterior encontr6 que UVRAG,
proteina que interacciona con HsBEC-1, participa en el trafico de vesiculas endociticas,
por lo que no se descarta la posibilidad de que HsBEC-1 tenga otras funciones ademaés de
autofagia en mamiferos (Itakura et al., 2008). En las plantas, a pesar de que componentes
claves del complejo PI3K, tales como ATG6/BEC-1, PI3K, VPS15 y UVRAG estan
presentes, ain no se han demostrado las interacciones. Asimismo, al igual que beclina-1
en animales, la expresion de Atg6/bec-1 de Arabidopsis y de tabaco también
restablecieron el proceso de autofagia en levaduras mutantes atg6 (Fujiki et al., 2007; Liu
et al., 2005), mientras que un solo trabajo postul6 que también restableceria la via
citoplasma-a-vacuola (Fujiki et al., 2007). No obstante, un trabajo posterior no pudo
restituir la via citoplasma-a-vacuola en ensayos de complementacion en levaduras
(Harrison-Lowe y Olsen, 2008). En consecuencia, atin no hay consenso sobre la
participacion de ATG6/BEC-1 en el trafico de proteinas en las plantas.

Nuevos estudios han revelado una alta vinculacion entre procesos de trafico de
vesiculas y autofagia, categorizados inicialmente como eventos separados, donde
proteinas ATG participan también en eventos de transito y fusion de vesiculas y miembros
de proteinas implicadas en el trafico durante la autofagia (Zeng et al., 2006; Bassham,
2007; Farré y Subramani, 2011; Bodemann et al., 2011; Nair et al., 2011). De acuerdo a
esta “multiplicidad” en la funcion de ciertas proteinas y a la alta interconexion de los
procesos, denominaremos como trdfico de endomembranas a los eventos de transito de

vesiculas y autofagia.

73



Vesiculizacion- Condiciones de estrés inducen cambios en la producciéon de PI,
sugiriendo la participacion de PI en la adaptacion de las plantas a las condiciones
ambientales y se ha reportado que PI3P actiia en los procesos adaptativos frente a
condiciones de estrés salino a través de la activacion del proceso de endocitosis e
internalizaciéon de la membrana (Mazel et al. 2004; Leshem et al., 2007). En este sentido,
el trafico intracelular de vesiculas, ha sido propuesto como ruta de control en presencia de
estrés. Las membranas, un blanco principal de dano oxidativo han de ser recicladas
constantemente y el ajuste en la tasa de trafico desde y hacia la membrana plasmaética
seria una via de regulacion en presencia de estrés (Levine 2002). En este sentido se ha
citado que plantas que sobre-expresan proteinas asociadas al trafico intracelular de
vesiculas, muestran tolerancia incrementada a estrés salino (acumulan sodio en vacuola) y
osmotico, como asi también reducida produccion de EAO (Mazel et al. 2004).

Se ha citado que la produccion de EAO en el apoplasto por actividad NADPH
oxidasa se afecta en presencia de estrés salino pero no se modifica en condiciones de
estrés osmotico. La carencia de produccion de radical superoxido apoplastico en presencia
de sal, ha sido correlacionada con una inhibicion del crecimiento en la zona de elongacion
de raices y hojas en monocotiledoneas (Rodriguez et al. 2002, 2004, 2007; Bustos et al.
2008). En contraste, otros trabajos muestran que condiciones de estrés salino inducen la
generacion apoplastica e intracelular de EAO y esta respuesta no se observa en
condiciones de estrés osmotico (Miller et al. 2010). Leshem et al. (2007), observaron que
en raices de Arabidopsis tratadas con 150 mM NaCl, ocurre un incremento de EAO
intracelulares cuyo origen es el complejo NADPH oxidasa. Estas EAO se encuentran
concentradas en endosomas, producto de la induccion de procesos de endocitosis de la
membrana plasmatica donde reside el complejo NADPH oxidasa, y donde la actividad de
la enzima PI3K parece jugar un rol clave. Cuando este proceso de vesiculizacién se inhibe,
se incrementa la susceptibilidad a estrés salino y han sugerido un posible rol de esta
respuesta en tolerancia a la sal. En un anélisis exhaustivo, Leshem et al. (2006) describen
la importancia del destino de endosomas que contienen EAO en raices de Arabidopsis
sometidas a estrés salino. Detalla como estas vesiculas con EAO en presencia de sal, se
fusionan continuamente con el tonoplasto de la vacuola y afectan la funcionalidad de
bombas y canales, generando un cambio en el pH de la vacuola, alteraciones en el
contenido de la misma y vertido de calcio citoplasmico. Si se inhibe la fusion de estas
vesiculas que contienen EAO con la vacuola, se obtienen fenotipos con tolerancia
incrementada a la salinidad.

La homeostasis i6nica intracelular es fundamental en el mantenimiento de las
funciones fisiolégicas (Munns y Tester 2008). Una adecuada regulacion del flujo iénico es

necesaria para mantener en la célula, bajas concentraciones de iones tbxicos y altas
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concentraciones de iones esenciales. Las plantas ponen en marcha diversas estrategias que
permiten recluir grandes cantidades de sodio o eliminarlo al medio extracelular, por
ejemplo a través de glandulas salinas (Zhu 2003). Para ello, se activan diversas formas de
transporte de iones para mantener la homeostasis celular en presencia de sal: transporte
activo mediado por H*-ATPasas, co-transporte y apertura de canales. A diferencia de los
animales, las plantas no poseen Na* o Na*/K*-ATPasas y usan H*-ATPasas o H*-
pirofosfatasas para generar la fuerza protén motriz que dirige el transporte de iones, por
ejemplo, Na+ del citoplama hacia la vacuola. (Shi et al. 2000; Qiu et al. 2002). Una
préctica agricola comun para aliviar los efectos negativos de la sal es la aplicacion ex6gena
de calcio (Rengel et al. 1992; Shabala et al. 2006). Se ha sugerido que parte del efecto
positivo del calcio estd relacionado con el balance en la apertura y cierre de canales
cationicos no selectivos (CCNS), ya que éstos participan no so6lo en la entrada de sodio,
sino también en la salida de potasio, y contribuyen asi a la homeostasis ionica celular
(Demidchick et al. 2007).

Autofagia- En el analisis del genoma de Arabidopsis thaliana se han identificado
12 ortb6logos de los 15 genes conocidos de autofagia en levaduras (Hanaoka et a., 2002).
Ademas, estos analisis revelaron que en las plantas ha ocurrido una expansion en muchos
de estos genes claves. En los complejos de activacion y reparto de membrana, la familia
ATG1 cuenta con 4 genes, ATG13 con 2 y ATG18 con 8 genes, mientras que los sistemas de
conjugacion han incrementado la representacion de ATG4 y ATG12 con 2 genes y ATG8
con 9 genes (Bassham et al., 2006; Hanaoka et al., 2003; Hayward et al., 2009). Se puede
inferir que la expansion de estas familias de genes en las plantas podria incrementar la
amplitud y especificidad de las funciones de autofagia, sin embargo, no hay hasta el
momento evidencias concretas que apoyen esta hipotesis. No obstante, existen evidencias
de una expresion diferencial de estas proteinas bajo distintas condiciones (Seay et al.,
2009; Hayward et al., 2009). Ademas, en animales hay reportes que evidencian
especificidad de sustratos dirigidos hacia la degradacion autofagica dada por proteinas de
interaccion con LC3, ortdlogo de ATG8 (Kirkin et al., 2009). Contrariamente, en las
plantas, aunque muchas de las familias que presentan miembros adicionales no han sido
estudiadas profundamente, al menos los miembros adicionales de ATG1, ATG4 y ATG12
proveerian redundancia funcional (Chung et al., 2010; Xiong et al., 2005; Yoshimoto et
al., 2004). Notablemente, ATG6/BEC-1 aparece como “interruptor” molecular del proceso
de autofagia, debido a que el anélisis de plantas mutantes en proteinas ATG reveld que
atg6 es la Gnica mutacién, hasta el momento, que presenta niveles nulos de autofagia
(Hayward y Dinesh-Kumar, 2011).

El proceso de autofagia ha sido implicado en los mecanismos de tolerancia bajo

condiciones de estrés abidtico, tales como sequia y estrés salino (Liu, et al., 2009); estrés
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oxidativo (Xiong et al., 2007) y deficiencia de nutrientes (Yoshimoto et al., 2004;
Thompson et al., 2005; Rose et al., 2006; Bassham et al., 2006). Sin embargo, las plantas
deficientes en autofagia presentan homeostasis alterada, que se manifiesta en la pérdida
rapida de las proteinas de los cloroplastos, mitocondrias y citoplasma (Thompson et al.,
2005; Phillips et al., 2008) e incrementos en los niveles de proteinas oxidadas en
comparacion con plantas silvestres (Xiong et al., 2007). Esta alteraciéon en la homeostasis
podria conducir al fenotipo de senescencia prematura, de tal forma que la susceptibilidad
de estas mutantes a las condiciones de estrés podria deberse a la fisiologia afectada y no
tanto a una participacion especifica de autofagia en los mecanismos de tolerancia. En este
sentido, ensayos de inhibicion farmacologica del proceso o mutantes inducibles
sonherramientas importantes para el estudio de autofagia.

Mediante ensayos con inhibidores del complejo NADPH oxidasa, Liu y
colaboradores (2009) lograron inhibir la induccion de autofagia en plantas sometidas a
estrés salino, pero no en plantas bajo estrés osmotico, sugiriendo la existencia de vias de
regulacion del proceso dependientes e independientes de la actividad NADPH oxidasa. Por
otro lado, tratamientos de plantas de Arabidopsis con H.O, resultaron en estrés oxidativo
severo y condujeron a la induccion de autofagia (Xiong et al., 2007). En este sentido,
diversos estudios en plantas y algas han demostrado la participacién de la autofagia en las
respuestas de adaptacion a diferentes condiciones que involucran la generacién de EAO
(Xiong et al., 2007; Liu et al., 2009; Perez-Perez et al., 2010, 2012), como asi también la
participacion de las EAO en la induccion del proceso de autofagia (Minibayeva et al.,

2012).

3.1. Autofagia: épromocion o inhibicion de la MCP?

El proceso de autofagia fue identificado en un principio en respuesta a condiciones
limitantes de nutrientes, ya que la degradacion del material secuestrado genera
nucle6tidos, aminoacidos y acidos grasos libres que seran reciclados para la sintesis de
macromoléculas y la generacion de ATP. Posteriormente se identificaron funciones
homeostéaticas y biosintéticas, por ejemplo en condiciones donde no son requeridos, los
peroxisomas son degradados a través de un tipo especifico de autofagia denominado
pexofagia (Kim y Klionsky, 2000). Actualmente, autofagia se encuentra implicada en
diversas respuestas a condiciones de estrés y en el desarrollo de plantas (Bassham et al.,
2006, 2007; Xiong et al., 2007; Liu et al., 2005, 2009; Liu y Bassham, 2011; Patel y
Dinesh-Kumar, 2008; Hayward et al., 2009) y animales (Kourtis y Tavernarakis, 2009;
Cao y Klionsky, 2007; Levine et al., 2004).

Existen muchos ejemplos de MCP durante distintos estados del desarrollo y se ha

sugerido que procesos de autofagia serian responsables de la muerte celular (Pennell y
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Lamb, 1997; van Doorn y Woltering, 2005). Recientemente, se publico un trabajo que
muestra las funciones de autofagia en la diferenciacion de los elementos del xilema en
Arabidopsis, donde RabG3b, proteina de uniéon a GTP, funciona como componente
regulador de autofagia activando el proceso de diferenciacion (Kwon et al., 2010). Otro
proceso de MCP que tiene lugar durante el desarrollo de las plantas es la senescencia
(Thomas et al., 2003; Xu y Hanson, 2000; Quirino et al., 2000; Yang et al., 2008; Myint
et al., 2011). Una caracteristica comin observada en distintas plantas mutantes (atg4a/b,
atgs, atgy, atgg, atgio y atgi2) es la ocurrencia de una senescencia temprana (Chung et
al., 2010; Doelling et al., 2002; Phillips et al., 2008; Thompson et al., 2005; Yoshimoto et
al., 2004; Hanaoka et al., 2002). Este fenotipo parece contradictorio teniendo en cuenta
que el proceso de autofagia formaria parte de los mecanismos de degradacion y
removilizacion durante la senescencia. Sin embargo, se ha demostrado que procesos
vinculados a autofagia funcionan eficientemente también en tejidos jovenes no
senescentes (Slavikova et al., 2005) y en la removilizacion del nitrogeno (Guiboileau et al.,
2012) bajo condiciones de crecimiento favorables y de deficiencia de nutrientes. La
autofagia permite el reciclado de componentes celulares, incluyendo las organelas,
durante el desarrollo y frente a condiciones de estrés. Ademas de proveer macromoléculas,
este proceso degrada material toxico o dafiado, por ejemplo mitocondrias (Kanki et al.,
2009; Okamoto et al., 2009) y cloroplastos (Ishida et al., 2008, 2008b; Wada et al., 2009)
que son fuentes generadoras de EAO y sefiales inductoras de senescencia y MCP.

En el afio 2005 se publico un trabajo que iba a generar la explosion de estudios
relacionados al proceso de autofagia (Liu et al., 2005). En dicha publicacién, los autores
mostraron que las vias autofagicas juegan un rol esencial en las respuestas de inmunidad
innata regulando negativamente la MCP durante la propagacion de la lesion de RH.
Trabajos posteriores obtuvieron resultados similares, postulando al proceso de autofagia
como mecanismo de sobrevida (Patel y Dinesh-Kumar, 2008; Hayward et al., 2009).
Contrariamente, en el afio 2009, Hofius y colaboradores presentaron un primer ejemplo
de vias de MCP especificas de la senalizaciéon inmune mediada por genes de resistencia,
que involucran mecanismos de autofagia y que podrian funcionar paralelamente con otros
caminos pro-muerte. Respecto a estos resultados, Hayward y Dinesh-Kumar (2011)
atribuyen una posible falla de las plantas deficientes en autofagia en el reconocimiento de
los patogenos y en la respuesta inmune basal o a una induccion lenta de las sefales pro-
muerte debido a la homeostasis alterada de las organelas en las plantas mutantes,
manifestada en la pérdida rapida de proteinas de mitocondrias y cloroplastos (Thompson
et al., 2005; Phillips et al., 2008). No obstante, esta tltima hipétesis parece controversial,
ya que resulta mas esperable que una perturbaciéon en la homeostasis de las organelas,

principalmente mitocondrias y cloroplastos, induzca de manera mas rapida el proceso de
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senescencia y muerte celular. Por altimo, postulan la posibilidad que, tal como ocurre con
el acido salicilico (SA) y las EAO, en el sitio de infeccion ocurriria una marcada inducciéon
del proceso de autofagia que contribuiria a una MCP tipo II o autofagica. Es probable que
la senal asociada a esta induccion decaiga a medida que se extiende a tejidos vecinos,
disminuyendo la actividad autofagica a un punto donde no es suficiente para causar la
muerte celular, sino por el contrario, asumir roles citoprotectivos tal vez mediante la
eliminacion de sefiales pro-muerte (Hayward y Dinesh-Kumar, 2011). Recientemente, se
identific6 a ATG8h en estudios de doble hibrido en levaduras en biisqueda de proteinas
interactoras con Adi3 (Devarenne, 2011), una serin/treonin AGC kinasa, producto del gen
de resistencia Pto, que interacciona con la proteina bacteriana AvrPto generando RH
(Pedley y Martin, 2003). En mamiferos, las kinasas del tipo AGC estan reguladas por una
proteina kinasa dependiente de fosfatidil inositol 3-fosfato (PI3P) (PDK1) (Belham et al,
1999). Adi3 parece funcionar de manera analoga a la proteina kinasa de mamifero AGC
PKB/Akt, regulando negativamente la muerte celular a través de la fosforilacién de PDK1
(Devarenne, et al., 2006). Los autores especulan que la funcién de regulacion negativa de
Adi3 podria ser alterada por la interaccion con AvrPto, que conduce a la muerte celular
asociada con el ataque de patégenos (Devarenne et al., 2006). Trabajos futuros podrian
determinar el papel especifico de la interaccién Adi3/Atg8h en el control de la autofagia y

la muerte celular.

4. Interaccion rizobio-leguminosa

Diversos cambios bioquimicos, genéticos y morfoldgicos son inducidos en pelos
radicales de leguminosas durante la interacciéon simbiotica con rizobios (Gage 2004;
Oldroyd y Downie et al. 2008; Smit et al. 2007; Meschini et al. 2008; Brechenmacher et
al. 2008). La percepcion de factores Nod por receptores especificos induce en pelos
radicales, despolarizacion de la membrana plasmatica, alcalinizacion intracelular,
oscilaciones de calcio en cercanias del nacleo y produccion de especies activas de oxigeno
(EAO). Estas respuestas inducibles dan lugar a eventos de sefializacién que incluyen:
fosfolipidos, citoesqueleto, vesiculizacion y expresion de genes especificos, que comienzan
a conducir el reconocimiento e infeccion. Estos eventos ocurren en los minutos posteriores
a la aplicacion de factores Nod y algunos de ellos son comunes a los que se desencadenan
en presencia de elicitores de patogenos (Cardenas et al. 2000; Wais et al. 2000; Felle et al.
2000; Supanjania et al. 2006; Nanda et al. 2010).

La curvatura del pelo radical es uno de los primeros efectos morfolégicos visibles y
un paso esencial en la interaccion simbidtica, ya que la deformacion del pelo genera un
espacio, donde el rizobio queda “protegido”, y de modo clonal comienza a dividirse y es

incorporado por endocitosis hacia el interior del pelo, dando lugar a la formacién de un
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hilo de infeccion (Oldroyd y Downie 2008). En este sentido, para que la deformacion de
un pelo en crecimiento ocurra, toda la maquinaria que participa en el crecimiento debe
funcionar correctamente y en asociacion con las respuestas generadas por la percepcion de
factores Nod (Gage 2004; Oldroyd y Downie 2008). Algunos de los procesos celulares que
forman parte activa en el mantenimiento del crecimiento polar son: produccion de
especies activas de oxigeno (Foreman et al. 2003; Rachel y Dolan 2006; Jones et al.
2007), flujo de iones (Very y Davis 2000; Demidchik y Maathuis 2007), modificaciones en
los pH intracelulares y apoplasticos (Monshausen et al. 2007), activa ocurrencia de
procesos de endo y exocitosis en estrecha asociacion con el citoesqueleto (Bibikova et al.
1999; Baluska et al. 2000; Ketelaar y Emons 2001) y formaciéon de nueva pared celular
(Vissenberg et al. 2001).

En un pelo en crecimiento, el citoplasma y el ndcleo estan concentrados en la
region subapical, mientras que la parte mas basal del pelo esta altamente vacuolada. La
region citoplasmica subapical contiene reticulo endoplasmico, mitocondrias, plastidios y
cuerpos de Golgi. En la base de la regién subapical se encuentra el nucleo y hacia el
extremo, la punta en expansion. El extremo se encuentra lleno de vesiculas que depositan
y quitan material de la membrana plasmatica de un pelo en elongacion. Durante el
crecimiento del pelo radical, la tasa de exocitosis es increiblemente alta y se ha sugerido
que se deposita mas membrana de la que realmente es necesaria para elongarse, por lo
que en esta etapa los procesos de endocitosis cobran notable importancia, reingresando
entre otras cosas, material depositado en exceso (Sieberer y Emons 2000; Sieberer et al.
2002; Ovecka et al. 2005). El movimiento de vesiculas estd regulado por vias de
senalizacion que involucran pequenas GTPasas, proteinas kinasas, influjo de calcio, EAO y

fosfolipidos (Hepler et al., 2001; Cole y Fowler, 2006; Samaj et al, 2006).

4.1. Participacion de las especies activas del oxigeno en la
interaccion rizobio-leguminosa

Durante el desarrollo del proceso de nodulacion, desde la deteccion mutua planta-
microsimbionte en la rizosfera, hasta el desarrollo del n6dulo maduro y funcional, las EAO
juegan roles claves (Santos et al. 2001; Ramu et al. 2002; Pauly et al., 2006; Lee MY et al.,
2005; Cardenas et al. 2008; Mufioz et al., 2012). Se ha reportado en Medicado truncatula
una reduccion en los flujos de EAO luego de 20-30 minutos de la aplicacién de factores
Nod y mutantes que no nodulan no muestran esta respuesta frente a factores Nod (Shaw y
Long, 2003). Algunos autores sugieren que una represion en la produccién de EAO podria
tener algin papel clave y especifico en la deformacion del pelo radical durante la

interaccion rizobio-leguminosa (Lohar et al. 2007; Cardenas et al. 2008).
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Entre las primeras respuestas locales luego de la percepcion mediante receptores
especificos de simbiosis, ocurre un incremento rapido y transitorio de EAO intracelulares
en los pelos radicales luego de aproximadamente 3 min de aplicado el factor Nod.
Posteriormente, tiene lugar una caida en el contenido de EAO intracelular, siendo esta
respuesta especifica para elicitores simbioticos. Contrariamente, tratamientos con
quitosan, un elicitor de patogenos fingicos, no muestran la caida posterior al pico de
generacion de EAO, observandose un incremento sostenido en el tiempo de los niveles de
EAO intracelulares (Cardenas et al., 2008). Asimismo, mediante aproximaciones
farmacologicas utilizando ioduro de difenilo (DPI), un inhibidor de flavo proteinas
comunmente usado para inhibir la actividad del complejo NADPH oxidasa, se ha sugerido
que esta dinamica de produccion intracelular de EAO es dependiente de la actividad de
dicha enzima (O’Donnel et al. 1993). Recientemente, también se ha involucrado al
complejo NADPH oxidasa en el funcionamiento de los n6dulos (Marino et al., 2011).

El analisis en mutantes de Arabidopsis thaliana rhd2-1 indican que la enzima de
membrana plasmatica NADPH oxidasa AtRBOH C es requerida para la produccion
localizada y oscilatoria de EAO durante la elongaciéon del pelo. Curiosamente, en estas
mutantes el “nacimiento” del pelo radical a partir de un tricoblasto epidérmico no esta
afectada. En estos mutantes los pelos radicales estallan cuando comienza el periodo de
elongacion sugiriendo que las EAO estarian involucradas en la rigidizacion de la pared
celular. Asimismo, en pelos radicales no mutantes si se agrega peréxido de hidrégeno
exogeno la elongacion se detiene y si se agrega un secuestrante del mismo, la elongacion se
promueve (Swanson y Gilroy 2010).

Algunas vias estudiadas de regulacion de la actividad de esta enzima incluyen,
activacion por fosfolipidos, calcio y disponibilidad de poder reductor (NADPH). Pequetias
GTPasas, ROP-GTPasa (Jones et al. 2007) y RhoGDI (Rachel y Dolan 2006) han sido
recientemente citadas como importantes reguladoras de la produccion de EAO por
NADPH oxidasa durante el crecimiento del pelo y la percepcion de factores Nod (Skupek y
Irving 2006). Asimismo se las ha observado asociadas al movimiento de vesiculas, al
control funcional-espacial de la actividad NADPH oxidasa (Terada 2006; Takeda et al.
2008) y mediando eventos de muerte celular (Park et al. 2004).

La generacion de EAO es un denominador comun en presencia de diversos tipos de
estrés. Su homeostasis y fina regulacién espacio temporal es clave ya que también
participan en vias de sefalizacion del desarrollo, en la percepcion de diferentes estimulos
quimicos y fisicos, en la interaccion de la planta con microorganismos, etc. En este sentido
la regulacién y mantenimiento del estado redox intracelular en presencia de estrés, se
convierte en un aspecto esencial para el mantenimiento de funciones celulares que

permitan la ocurrencia de la interaccién simbiética con rizobios.
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La produccion de EAO es analizada en forma general como generacion de peroxido
de hidrégeno intracelular, sin detallar posibles diferencias de produccién apopléstica e
intracelular asociadas a la actividad del complejo NADPH oxidasa. Nuestro grupo de
trabajo ha caracterizado en una cinética detallada durante la interaccién soja-B.
japonicum, la generacion intracelular de EAO y apopléstica de radical superoxido, y se ha
sugerido que la generacion apoplastica de radical superoxido via la actividad de NADPH
oxidasa en presencia del microsimbionte, sostiene la curvatura del pelo radical mediante
la relocalizacion asimétrica de su produccion y el efecto sobre la rigidizacion de la pared
celular. Se indic6 también la ocurrencia de un incremento transitorio de EAO
intracelulares pocos minutos después de la inoculacién con B. japonicum en pelos
radicales de soja y que esta respuesta es necesaria para que el proceso de percepciéon y/o
infeccién ocurra (Mufioz et al., 2012).

La generacion de EAO ha sido también analizada en etapas méas avanzadas de la
infeccion que incluyen la formacion del hilo de infeccion. Se ha citado que la disparidad en
el gran namero de pelos radicales infectados respecto del nimero final de nédulos
formados implica un importante control en la infeccion, donde el aborto de hilos de
infeccion es de especial importancia y se ha observado que estos hilos de infecciéon que se
detienen contienen grandes cantidades de peroxido de hidrégeno (Vasse et al. 1993;
Santos et al. 2001). Se sugiri6 entonces que, durante la formaciéon del hilo de infeccion
podrian ocurrir reacciones de tipo hipersensible que impedirian el ingreso de un gran
nimero de eventos de infeccion en una misma raiz, generando principalmente estrés
oxidativo en los microsimbiontes que ingresan en la raiz (Vasse et al. 1993).
Investigaciones posteriores, demostraron que esta generacion de peréxido de hidrégeno
en los hilos de infecciéon no genera estrés oxidativo en el rizobio y que cumple un rol
crucial en optimizar el desarrollo del hilo de infeccion, posiblemente participando en el
entrecruzamiento de glicoproteinas necesarias para mantener la estructura del hilo de

infeccidn (Jamet et al. 2007).

4.2. Participacion del trafico de vesiculas en la interaccion
rizobio-leguminosa

En 1994, Hong y Verma realizaron el clonado y caracterizacion de la enzima kinasa
de lipidos, fosfatidil-inositol 3-kinasa (PI3K) de soja y presentaron evidencias de la
induccion especifica de dos isoformas radicales, una en la raiz y nédulos maduros y la otra
especifica de n6dulos en desarrollo. Este incremento temporal de actividad especifica de
PI3K durante la proliferacion de membranas en los nodulos jovenes sugiere un rol
importante de PI3K en el desarrollo de la membrana peribacteroidea. Por otro lado,

trabajos realizados en el laboratorio del Dr. Ton Bisseling, sefialaron la entrada del rizobio
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a las células corticales a través de un proceso tipo endocitico, y al inicio de la senescencia
del simbiosoma con la adquisicion de proteinas SNAREs (SYP22 y VTI11) de identidad
vacuolar (Limpens et al., 2009).

Respecto a etapas mas tempranas de la interaccién rizobio-leguminosa, Peleg-
Grossman y colaboradores (2007) analizaron la deformaciéon y generacion de EAO en
pelos radicales de Medicago truncatula en presencia del microsimbionte especifico y su
posible relacion con PI que participan activamente en procesos de endocitosis. Los autores
sugieren que la inoculacion de pelos radicales de M. truncatula induce la expresion de la
enzima PI3K y la generacion de EAO en raices luego de 4 dias post inoculacion. Mediante
aproximaciones farmacologicas, sugieren que la inhibicion de PI3K suprime los procesos
de endocitosis y la generaciéon de EAO a nivel radial, y sugieren que a nivel de pelos se
prevendria la deformacién del pelo radical y la formacién del hilo de infeccion. Efectos
similares fueron observados cuando se inhibe fosfolipasa C (PLC). Sin embargo, estos
tratamientos inhibitorios no perturbaron las respuestas tipicas de calcio y expresion de
nodulinas dadas por la presencia del rizobio, sino por el contrario, la expresion de estos
genes se vio incrementada, proponiendo entonces que la percepciéon y consecuente
deformacion del pelo radical esta regulada por dos vias independientes: una que implica la
apertura de canales de calcio e influjo del mismo en el pelo radical, respuesta que es
seguida de la induccion de nodulinas y otra via dependiente de PI3K y PLC, cuya actividad
es necesaria para la generacion de EAO. El funcionamiento de ambas vias seria necesario
para que la deformacion del pelo radical y formacion del hilo de infeccion ocurra. No
obstante, hasta el momento no hay reportes sobre la participaciéon de PI3K sobre los
eventos tempranos (minutos post-inoculacion) de la interaccion rizobio-leguminosa.

Por otro lado, se ha demostrado la importancia que tiene RabA2, proteina asociada
a vesiculas, sobre la nodulacion. Blanco y colaboradores (2009) determinaron que RabA2,
gen perteneciente a la familia de pequenias GTPasas, se expresa diferencialmente en raices
inoculadas, particularmente en pelos radicales, donde la proteina se encuentra asociada
con vesiculas que se mueven a lo largo de la célula. Mediante genética reversa, los autores
evaluaron la participacion de este gen en la nodulaciéon y demostraron que las raices con
silenciamiento post-transcripcional de RabA2 tuvieron una fuerte reduccién en el nimero
y longitud de los pelos radicales y una nodulacion afectada negativamente.

La participacion del trafico de endomembranas en las respuestas a condiciones de
estrés salino, conjuntamente con la gran importancia que tienen los procesos de
vesiculizacion en el crecimiento del pelo radical y deformacion en presencia del rizobio,
alientan a estudiar en nuestro sistema de muerte de pelos radicales, componentes claves y
comunes de estos procesos. En este sentido, la enzima PI3K surge como elemento central

de estudio.
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Obijetivos especificos

1- Evaluar los efectos de la expresion de Ced-9 sobre procesos de trafico de
endomembranas/autofagia.

2- Evaluar la participacion del trafico de endomembranas en los eventos de muerte de
raices sometidas a condiciones de estrés.

3- Evaluar la participacion del trafico de endomembranas en la interaccion rizobio-

leguminosa.
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RESULTADOS

Evaluacién del proceso de autofagia en raices en cabellera pBE-

Ced-9

Analisis de expresion de genes implicados en autofagia

Se evaluaron los niveles de expresion de tres grupos de genes claves implicados en
el proceso de autofagia: los que codifican para fosfatidil inositol 3-kinasa
(GmVps34/PI3K: Glymao4gioog9o y Glymao6gioo9o), ATG6 (GmAtg6/Bec-1:
Glyma11g21490 y Glymao4g26840) y ATG8 (GmAtg8: GmAtg8a, Glymai17g01650;
GmATGS8b, Glymao7g39090 y GmATG8c, Glymao9goo630). Se utilizaron dos genes
control: actina y factor de elongacion 1a (EIF1a), los cuales arrojaron resultados muy
similares (Fig. 2.1). Los niveles de expresion se analizaron mediante la técnica de PCR-TR

y los célculos se realizaron mediante el método de Livak y Schmittgen (2001).
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Fig. 2.1: Comparacién de los niveles de expresion de genes implicados en el trafico de
endomembranas (GmVps34/PI3K, GmALtg6/Bec-1 y GmATGS8) en relacion a dos genes
control: actina y EIF1a, en raices transgénicas pBE-Ced-9. Las determinaciones fueron

realizadas mediante PCR-TR y los célculos se expresaron relativos a raices en cabellera
K599-vacia (valor 1).

Las raices transgénicas pBE-Ced-9 que presentaron afectada la capacidad de
nodulaciéon y tolerancia incrementada a condiciones inductoras de muerte, mostraron
alteraciones en los niveles de mensajeros de genes claves implicados en la autofagia (Fig.

2.2). Particularmente, las raices con el supresor de muerte celular de origen animal tienen
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disminuida significativamente la expresion de GmVps34/PI3K y GmATG6/Bec-1,
mientras que el incremento observado en el grupo GmATG8 no resultd significativo

estadisticamente (Fig. 2.2).
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Fig. 2.2: Perfil de expresion de genes involucrados en el proceso de autofagia en raices
pBE-Ced-9 relativo a raices en cabellera K599-vacia (valor 1), obtenidas mediante la
infeccién con A. rizogenes no-transformada. Las determinaciones fueron realizadas
mediante PCR-TR. Los resultados son los promedios de cinco raices, asterisco indica
diferencias significativas respecto del control. Prueba t para una media (p<0.05).

Evaluacion del contenido de ATG8 en raices en cabellera pBE-
Ced-9 bajo condiciones de estrés

Durante el proceso de autofagia, ATG8 es una de las pocas proteinas que se
encuentran presentes desde etapas tempranas del proceso de formaciéon del autofagosoma
hasta su fusion y digestion en vacuola (Klionsky, 2005). Asimismo, ATG8 se conjuga
covalentemente a una molécula de lipido, fosfatidil-etanolamina (PE) como resultado de
una reaccion similar a ubiquitinacién, lo cual es requerido para el alargamiento de la
membrana autofagica (Klionsky, 2005). En geles de proteinas SDS-PAGE, esta
lipidizacion cambia el peso molecular de = 17 kD en la forma citosdlica libre de ATGS, a =
13 kD en la forma ATG8-PE (Yoshimoto et al., 2004; Chung et al., 2009).

Se realiz6 la extraccidon de proteinas totales de raices en cabellera control y pBE-
Ced-9 sometidas a condiciones inductoras de muerte y se evalud el contenido de proteina
ATG8a mediante western blot (Fig.2.3). Cabe destacar que el anticuerpo utilizado fue
obtenido a partir de ATG8a de Arabidopsis (AtATG8a - Abcam, ab77003), el cual detecta

varios miembros de la familia ATG8 en extractos de esta planta (Thompson et al., 2005;
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Phillips et al., 2008). Asimismo, estos anticuerpos fueron probados en Maiz, reconociendo
cuatro proteinas recombinantes ATG8 de dicha planta. No obstante, en extractos de Maiz,
una sola especie fue detectada preponderantemente (Chung et al., 2009).

En el tratamiento de inoculacion en presencia de estrés salino (50 mM), los niveles
de ATGS8 fueron mayores respecto del tratamiento de 150 mM NaCl. Ademas, se observa
que las raices pBE-Ced-9 presentaron diferencias en el contenido de ATGS8 respecto de las

raices K599-vacia (Fig. 2.3).

K599-vacia pBE-Ced-9

NaCl 50 mM + Nacl NaCl 50 mM + NacCl
B.japonicum 150 mM  B.japonicum 150 mM

—> ATGS8-PE

Fig. 2.3: Evaluacién de los niveles de proteina ATG8 en raices en cabellera K599-vacia y
pBE-Ced-9 mediante anticuerpos anti-AtATG8a.

Participacion del trafico de endomembranas en la muerte celular

de raices v pelos radicales bajo condiciones de estrés

Analisis de expresion de genes implicados en autofagia

Para el analisis de expresion de genes implicados en el trafico de endomembranas
en soja, se seleccionaron genes claves implicados en dicho proceso: Atg6, Atg8 y
PI3K/Vps34. Las secuencias de los genes GmAtg8 utilizadas fueron las identificadas
previamente por Xia y colaboradores (2012).

En el ano 1994, mediante el uso de una sonda disefiada sobre una region
conservada de ScVps34, se identific6 en una biblioteca de ADNc de nddulos de soja, dos
formas de PI3K (GeneBank L27265 y L29770) (Hong y Verma, 1994). Utilizamos estas
proteinas para la comparacién con el algoritmo TBlastN en la basqueda de genes de PI3K
de soja en la base de datos Phytozome. También utilizamos la secuencia de aminoacidos
de la proteina de Arabidopsis (AtVps34/PI3K, GeneBank AEE33693) y de levaduras
(ScVps34, GeneBank P22543). Los analisis realizados arrojaron los mismos resultados,
identificando 2 genes putativos de PI3K en soja, Glymao4g10090 y Glymao6g10090, que

corresponden a los ya identificados por Hong y Verma (1994).
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Debido a la diversificacion y expresion diferencial que presentan estos genes en las
plantas y con el objetivo de tener una aproximacién mas general, cada par de
oligonucleotidos utilizados fue disehado sobre regiones conservadas. De esta manera,
estudiamos la expresion en tres grupos de genes: 1) GmATGS8 (conformado por GmAtg8a,
Glyma17go1650; GmATG8b, Glymao7g39090 y GmATG8c, Glymao9goo630); 2)
GmATG6/Bec-1  (Glymai11g21490 y Glymao4g26840) y 3) GmVps34/PI3K
(Glymao6g10090 y Glyma04g10090).

Los niveles de expresion se analizaron mediante la técnica de PCR en tiempo real
(PCR-TR) y los calculos se realizaron mediante el método de Livak y Schmittgen (2001).
Previamente, se determino la eficiencia de cada juego de oligonucleétidos, debiendo estar
entre 90 y 110%. Cabe destacar que utilizamos dos genes como controles internos, actina y
factor de elongacion-1a (EIF1a) y que los resultados obtenidos para ambos fueron muy
similares (Fig. 2.4). Ademas, analizamos la expresion de estos grupos de genes

diferencialmente, en los pelos radicales y en segmentos radicales de la zona de crecimiento

de pelos.
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Fig. 2.4: Comparacién de los niveles de expresién de genes implicados en el trafico de
endomembranas A) GmVps34/PI13K y B) GmALtg6/Bec-1, en relacion a dos genes control:
actina y EIF1a, en segmentos de raices sometidas 30 min bajo condicion control,
inoculadas con B. japonicum, 50 mM NaCl, 50 mM NacCl + B. japonicum y 150 mM NacCl.
Las determinaciones fueron realizadas mediante PCR-TR y los célculos se expresaron
relativos a la condicion control (valor 1).
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Los analisis de expresion en los segmentos de raices mostraron incrementada la
expresion de GmVps34/PI3K y GmAtg6/Bec-1 luego de 30 min de inoculaciéon con B.
japonicum (Fig. 2.5A y B). Bajo condiciones de estrés salino, 50 y 150 mM, hubo una
induccion en la expresion de GmVps34/PI3K dependiente de la intensidad del estimulo,
mientras que la induccién en GmAtg6/Bec-1 fue similar en ambas condiciones salinas.
Llamativamente, la inoculacién en presencia de 50 mM NaCl reprimi6é la expresion
estimulada por la sal en ambos grupos de genes, sin observarse diferencias significativas
respecto de los segmentos de raices control (Fig. 2.5A y B).

El analisis de expresion de genes implicados en el proceso de autofagia en pelos
radicales, presento6 diferencias con respecto a lo observado en segmentos de raiz. Los pelos
radicales de raices inoculadas 30 min con el simbionte, no manifestaron incrementos en la
expresion de GmVps34/PI3K y GmAtg6/Bec-1 (Fig. 2.6A y B). Asimismo, los aumentos
observados en las condiciones de estrés salino, 50 mM NaCl y 150 mM NaCl, no tuvieron
diferencias significativas respecto al control (Fig. 2.6A y B). Bajo tratamientos de
inoculacion en presencia de estrés salino, a diferencia de lo observado en segmento de
raiz, la expresion de GmVps34/PI3K manifest6 un marcado y significativo aumento,
mientras que el incremento de GmAtg6/Bec-1 no tuvo diferencias estadisticas respecto del
control (Fig. 2.6A y B).
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Fig. 2.5: Expresion de genes que codifican para A) GmVps34/PI3K (Glyma04g10090 y
Glyma06g10090) y B) GmAtg6/Bec-1 (Glymall1g21490 y Glyma04g26840) en segmentos
de raices tratadas 30 min con B. japonicum, 50 mM NaCl, 50 mM NaCl + B. japonicum y
150 mM NacCl. Las determinaciones se realizaron mediante PCR-TR y los célculos se
expresaron relativos a la condicion control (valor 1). Los resultados son el promedio de
cuatro experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias significativas respecto
del control (p<0.05). Prueba t para una media.
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Fig. 2.6: Expresion de genes que codifican para A) GmVps34/PI13K (Glyma04g10090 y
Glyma06g10090) y B) GmAtg6/Bec-1 (Glymal1g21490 y Glyma04g26840) en pelos
radicales de raices tratadas 30 min con B. japonicum, 50 mM NaCl, 50 mM NaCl + B.
japonicum y 150 mM NaCl. Las determinaciones se realizaron mediante PCR-TR y los
calculos se expresaron relativos al control (valor 1). Los resultados son el promedio de dos
experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias significativas respecto del
control (p<0.05). Prueba t para una media.

Inhibicién farmacoloégica de PI3K

Se realizaron ensayos de inhibicién farmacolégica de la enzima PI3K con el
reactivo LY294002. Previamente, se optimizaron las concentraciones y tiempos de
tratamientos con el inhibidor. Las condiciones seleccionadas fueron pre-incubacion de las
raices 30 min con LY294002 (30 uM) y luego se realizaron los distintos tratamientos.
Posteriormente, se incubaron las raices con Azul de Evans, se tomaron las imagenes y se
cuantificé la tincién mediante el software Optimas. En los tratamientos de 50 mM NaCl +
B. japonicum, se observa un incremento en la tincién en raices pre-tratadas con
LY294002 (Fig. 2.7). Sin embargo, bajo tratamientos de 150 mM NaCl, las raices pre-
tratadas con LY204002 no mostraron diferencias significativas con respecto al control sin

inhibicion de PI3K (Fig. 2.7).
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Fig. 2.7: Muerte de pelos radicales en raices pre-tratadas con LY294002, inhibidor de
PI3K y sometidas a condiciones inductoras de muerte. Cuantificacién de la tincién con
Azul de Evans mediante el software Optimas. Los resultados son el promedio de cuatro
experimentos independientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
Test DGC de diferencias de medias.

Silenciamiento post-transcripcional de GmVps34/PI3K

De acuerdo a lo observado en el andlisis de expresion de genes involucrados en el
trafico de endomembranas y en los ensayos de inhibicién farmacolégica y con el fin de
estudiar el rol de estos procesos en los eventos de muerte descriptos, se utilizaron plantas
compuestas con raices en cabellera transgénicas con silenciamiento post-transcripcional
de GmVps34/PI3K. Cabe destacar que estudios previos han reportado la imposibilidad de
obtener descendencia de plantas homocigotas mutantes en el gen Vps34, debido a
defectos en el desarrollo del gametofito masculino; mientras que la F1 de las plantas
heterocigotas no muestra diferencias con respecto a las salvajes (Lee et al., 2008; Lee et
al., 2008b). Debido a este drastico fenotipo, y con el fin de bloquear la transduccién de
sefial corriente abajo de PI3K, se ha utilizado la expresién de dominios proteicos FYVE
que se unen al producto de la actividad PI3K, el fosfatidil inositol 3-fosfato (PI3P).
Ademés, se ha demostrado que los dominios FYVE se unen especificamente y con alta
afinidad a PI3P en levaduras, mamiferos y plantas (Gillooly et al., 2000; Voigt et al.,

2005; Vermeer et al., 2006).
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Mediante silenciamiento post-transcripcional mediado por ARN interferente
(ARNi), se obtiene una disminuciéon de los niveles de mensajero especifico y no una
ausencia total. El silenciamiento es activado experimentalmente por ARN doble cadena, y
su uso es una técnica potente para la inhibicion especifica de la expresion génica en una
variedad de organismos (Fire et al., 1998; Smith et al., 2000). Esta metodologia fue
utilizada en este conjunto de experimentos.

Debido a la alta similitud entre los genes de GmVps34/PI3K de soja
(Glymao6g10090 y Glymao4g10090), se utilizd una region conservada en estos genes
para la obtencién de ARNi, por lo que el silenciamiento post-transcripcional de PI3K

(PI3Ki) estuvo dirigido hacia ambos genes de soja (Fig. 2.8).

Glyma06g10090 TTTATCCGAGAATCGTAGCATCATAAGCTATTTGCAAAAGTTTCATCCTGATGACCATGG 2033
Glyma04g10090 TTTGTCAGAGAATCGTAGCATCATAAGCTATTTGCAAAAGTTTCATCCTGATGACCATGG 1983
hhkk hhk hAhhkhkhkkhkhhkhkhkhhkhhhhhhhhkhkhhkhhhhhkrhdhhkhkhhkhhhhkhhkhhkrhkhkhhhxdxkkk
Glyma06g10090 GCCTTTTGGAATTACAGCCACCTGCCTTGAAACATTTATAAAAAGCTGTGCTGGCTACTC 2093
Glyma04g10090 GCCTTTTGGAATTACAGCCACCTGCCTTGAAACATTTATAARAAGCTGTGCTGGATACTC 2043
Ak kA hkkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhhkhhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkkhkhhkkhkhhdhkhkhkkhkrhkkhrohkkhkhrhkkhkrhkkhxk*k * Kk k ok ok
Glyma06g10090 TGTTATAACATATATACTTGGTATCGGAGACAGGCACTTAGACAATCTCCTCCTTAGARAA 2153
Glyma04g10090 TGTTATAACATATATACTTGGTATCGGAGACAGGCATTTAGACAATCTCCTCCTTAGAAA 2103
Ak khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhhkhdhkhhkhkkhkhhkhhhhhdx ,khkhhkhhkhhkhkhhkhhkrhhkhkkhhxkxkk
Glyma06g10090 TGACGGAGGTCTTTTCCATGTTGATTTTGGTTTTATTCTTGGGCGAGATCCTAAGCCATT 2213
Glyma04g10090 TGATGGAGGTCTTTTCCATGTTGATTTTGGTTTTATTCTTGGCCGAGATCCTAAGCCATT 2163
* x Kk khkkhkhkhkhhkhhkhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkhkrhkhkhkhkhkhkhhhkhhhkhkxx Khhkhkkhkhkkkhkhkhkkhkkkhkkkkx
Glyma06g10090 TCCACCACCAATGAAGCTTTGCAAGGAAATGGTTGAGGCTATGGGTGGAGCTGARAGCCA 2273
Glyma04g10090 TCCACCACCAATGAAGCTTTGCAAGGAAATGGTTGAGGCTATGGGTGGAGCTGAAAGCCA 2223
Ak khkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhhhhhhhhhkhkhkhhkkhhhrhhkhkhhkrhkhhkhkhkhkhhkhrhkhkkhkhhdxkxkk
Glyma06g10090 ATATTATACAAGGTTCAAGTCCTATTGTTGTGAAGCATACCACATTCTTCGCAAATCCAG 2333
Glyma04g10090 ATATTATACAAGGTTCAAGTCCTATTGTTGTGAAGCATACAACATTCTTCGCAAATCCAG 2283
Ak khkhhkhkhkkhkhhkhhkkhhhkhhkhhkhhkhkhhhhhkhkhhkhkhkhkhkhkhrhhkhkh *hkkhhhkhkhkhhkrhhkhkhhdxkkk
Glyma06g10090 TAACCTAATTTTGAATCTATTTTACTTAATGGCGGGTTCCAATATTCCTGATATAGCTTC 2393
Glyma04g10090 TAACCTAATTTTGAATCTATTTTACCTAATGGCGGGTTCCAATATTCCTGATATAGCTTC 2343
khkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhhkhkhkkx khkkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhhkhrkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkrkhkhkhkhhhkhhkxkx
Glyma06g10090 TGATCCTGAAAAGGGGATTCTTAAGCTTCAGGAAAAGTTTCGGTTGGACTTGGATGATGA 2453
Glyma04g10090 TGATCCTGAAAAGGGGATTCTTAAGCTTCAGGAAAAGTTTCGGTTGGACTTGGATGATGA 2403
Ak khkhkhkhkhkkhkhhkhhkkhkhhkhhhhkhhkhdhhhhkhkhhkhhkkhhhkrkhdhhkhkhkhkdhkhkhkhkhkhhkhrhkhkhhhdxkkk
Glyma06g10090 AGCCAGTATACATTTCTTCCAGGATCTTATCAATGAGAGTGTGAGTGCATTATTCCCTCA 2513
Glyma04g10090 AGCCAGTATACATTTCTTCCAGGATCTTATCAATGAGAGTGTGAGTGCATTATTCCCTCA 2463
Ak kA h kA hhhkhhkhkhkhhhdhhkhhkhhhhhhkhkhhkrhhkhhkhkhhhkrhhkhhkhkhkhkhkrkhkhhkhhhkhhxkx
Glyma06g10090 GATGGTTGAGACTATCCATCGTTGGGCTCAATATTGGCGGTAACCCCAATATTTATTGGG 2573
Glyma04g10090 GATGGTTGAGACTATCC-TCGTTGGGCTCAATATTGGCGGTAACCCCAATATTTATTGGG 2522

KhkKA A Ak h A AR h A AR hkhh hhhk Ak hk A Ak hk kA hhkhkrhkhhk Ak hhkhA Ak hhkrhkhkhkhkhkkhkxkx*

Fig. 2.8: Alineamiento de la region conservada de los genes GmVps34/P13K
(Glyma06g10090 y Glyma04g10090) utilizada para el disefio del ARNi de PI3K (PI3Ki).
En rojo, secuencias de los oligonucle6tidos disefiados para la obtencion de la region
conservada.

A partir de ARN de raices de soja se obtuvo el ADNc para la obtenciéon de los

mensajeros de GmVps34/PI3K. Se verifico que la secuencia seleccionada no tuviera
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blancos alternativos en la base de datos Phytozome (http://www.phytozome.net/soybean)
y NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mediante el algoritmo BlastN. El ARNi de PI3K
(PI3Ki) se obtuvo utilizando plasmidos con tecnologia Gateway, disefiados para la
generacion de estructuras tipo horquilla (ARN de doble cadena unida por un lazo de una
decena de pares de bases).

Se obtuvieron plantas compuestas de soja y de poroto con raices en cabellera
transgénicas inducidas luego de la infecciébn con A. rhizogenes, segiun lo descripto
anteriormente (ver Sistema alternativo para la introduccion de Ced-9...). El sistema de
raices transgénicas presenta la particularidad de que cada raiz que emerge es un evento
independiente de transformacién, teniendo cada una de ellas diferentes niveles de
expresion de la construccion transformante. El gradiente en los niveles de silenciamiento
deriva en una herramienta valiosa para estudios de genémica funcional, ya que permite
evaluar fenotipos “dosis-dependientes”. El silenciamiento post-transcripcional de PI3K
(PI3Ki) se evalu6 con los plasmidos, el pTDT-RNAI cuya proteina reportera es la proteina
roja del tomate (tdTomato) y con pK7GWIWG2D (II) que contiene como reportero a la
proteina verde fluorescente (GFP) (Fig. 2.9).

(| PR

K599-vacia PI3Ki-GFP PI13Ki- Tdt

Fig. 2.9: Raices en cabellera K599-vacia y con silenciamiento post-transcripcional de PI3K
(P13Ki), con GFP (PI3Ki-GFP) o Tdt (PI3Ki-Tdt) como reporteros. Imagen tomada con
microscopia confocal. Excitacion 488 nm y emision BA 515/30 nm para GFP y excitacion
543 nmy emisién BA 605/75 nm para Tdt.

Determinacion de los niveles de expresion de GmPI3K/Vps34 en
raices transgénicas PI3Ki

La evaluacién del silenciamiento post-transcripcional en las raices en cabellera
PI3Ki se realiz6 mediante la cuantificacion del ARN mensajero de GmVps34/PI3K
(Glymao6g10090 y Glymao4g10090) por PCR-TR. Las raices se agruparon segin la
intensidad de fluorescencia dada por las proteinas reporteras, identificando raices con
mucha sefial fluorescente y raices con fluorescencia tenue. De esta manera, también se

evalué la correspondencia entre la expresion del gen reportero y los niveles de
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silenciamiento, con el fin de establecer un sistema rapido para la estimacion de los niveles
de mensajero de GmVps34/PI3K.

Notablemente, los resultados mostraron una correlacion positiva entre los niveles
de intensidad del reportero y los niveles de silenciamiento (Fig. 2.10A), proponiendo una
herramienta de gran utilidad para el establecimiento de relaciones entre el fenotipo y el
grado de silenciamiento de una manera rapida y simple. Sin embargo, en el analisis de
frecuencias se puede evidenciar una gran heterogeneidad en los niveles de expresion de
GmVps34/PI3K dentro de cada fenotipo (Fig. 2.10B). De hecho, y curiosamente, raices no
fluorescentes, igualmente exhibieron una disminucién en los niveles de ARN mensajero de
GmVps34/PI3K (Fig. 2.10B).
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Fig. 2.10: Niveles de ARN mensajero de GmVps34/PI3K mediante PCR-TR en raices con
silenciamiento post-transcripcional de PI3K (PI3Ki-GFP y PI3Ki-Tdt). Las raices fueron
seleccionadas segun la intensidad de fluorescencia: fluorescencia intensa (PI3Ki-Tdt 1.1y
PI3Ki-GFP 2.1) y fluorescencia muy tenue (PI3Ki-Tdt 1.2 y PI3Ki-GFP 2.2). A) Promedio
de los niveles de expresion de PI3K en raices en cabellera PI3Ki-Tdt o PI3Ki-GFP,
agrupadas de acuerdo a la intensidad del reportero. B) Grafico de frecuencias de A). Los
resultados son promedios de cinco experimentos independientes. Letras distintas indican
diferencias significativas entre raices PI3Ki (p<0.05), test DGC de diferencias de medias.
Asteriscos indican diferencias significativas respecto de raices K599-vacia (valor 1),
prueba t para una media (p<0.05).

Evaluacion del fenotipo de las raices PI3Ki. Morfologia

Una caracteristica morfologica principal en las raices con silenciamiento de
GmVps34/PI3K es el crecimiento afectado de los pelos radicales (Fig. 2.11). Ademas, las
raices PI3Ki tuvieron afectado su crecimiento, con una reduccion en la longitud de

alrededor del 40 % respecto de las raices control y de las raices transgénicas con el
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plasmido vacio (Tdt-ARNi) (Fig. 2.12). Es importante en destacar que la expresion de estos
fenotipos en las raices PI3Ki estuvieron asociados a los niveles de silenciamiento de los

genes GmVps34/PI3K (Fig. 2.11y 2.12).
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Fig. 2.11: Desarrollo de pelos radicales en raices en cabellera K599-vacia y PI3Ki-Tdt.
Cuadros superiores, imagenes en campo claro; cuadros inferiores, imagenes de
fluorescencia del reportero Tdt. Imagenes tomadas con microscopio de epifluorescencia
Zeiss (filtro de excitacién 510-560 nm y de emision LP: 590).
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Fig. 2.12: Efectos del silenciamiento de GmVps34/P13K sobre el crecimiento de la raiz
principal. Las raices fueron seleccionadas segun la intensidad de fluorescencia,
fluorescencia intensa (1.1 y 2.1) y sin fluorescencia (1.2 y 2.2). Promedio de la longitud
(cm) de raices K599-vacia, transgénicas con el plasmido vacio (Tdt-ARNi), y transgénicas
con silenciamiento de GmVps34/PI3K (PI13Ki-Tdt y PI3Ki-GFP). Los resultados son
promedios de ocho raices. Asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05). Test DGC
de diferencias de medias.
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Evaluacion del fenotipo de las raices PI3Ki. Produccion

intracelular de EAO

Se estimd la generacién de EAO intracelular mediante la sonda fluorescente
dihidro-diclorofluoresceina-diacetato (H.DCFDA). Notablemente, las raices PI3Ki-Tdt
mostraron niveles inferiores de EAO intracelulares respecto de las raices K599-vacia y de
las raices Tdt-ARNi (Fig. 2.13A, B, C y 2.14A). Sin embargo, mientras las células de la
corteza de la zona de diferenciacion presentaron bajos niveles de EAO, en la zona apical de
las raices PI3Ki-Tdt hubo una marcada produccion de EAO, similar a lo observado en
raices K599-vacia (Fig. 2.13D y 2.14B). Ademas, se observo cierta correlacion negativa
entre los niveles de intensidad de reportero (niveles de silenciamiento) y la producciéon de
EAO (Fig. 2.15).

Campo claro H,DCFDA Tdt

Fig. 2.13: Generacion de EAO intracelular en raices en cabellera PI3Ki-Tdt mediante
H,DCFDA. A) Raiz K599-vacia, B) raiz transgénica con el plasmido vacio Tdt-ARNi, C)
raiz PI3Ki-Tdt, D) region apical de raiz PI3Ki-Tdt. Imagenes tomadas con microscopio
confocal Nikkon. Excitacion 488 nm y emision BA 515/30 nm para H,DCFDA y 543 nm
nmy emisién BA 605/75 nm para Tdt.
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Fig. 2.14: Promedio de los niveles de produccion de EAO intracelular (H2DCFDA) y
fluorescencia de reportero (Tdt) en raices en cabellera K599-vacia, Tdt-ARNi y PI3Ki-Tdt.
Cuantificacion de las fluorescencias mediante el software Optimas. A) EAO en la zona de
diferenciacién de pelos radicales, B) EAO en la zona apical. Los resultados son el
promedio de seis experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias
significativas (p<0.05). Test DGC de diferencias de medias.
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Fig. 2.15: Frecuencias de la generacion de EAO intracelular (H,DCFDA) y niveles de
fluorescencia de reportero (Tdt), en raices PI3Ki-Tdt. Cuantificacion de las fluorescencias
mediante el software Optimas.

Efectos del silenciamiento de GmVps34/PI3K en raices en

cabellera sometidas a condiciones de estrés

Doce dias post-infecciéon con A. rhizogenes, se realizd el corte por debajo de las

raices en cabellera y se pasaron las plantas a hidroponia. Alrededor del dia 25 post-

infeccion, las raices PI3Ki fueron sometidas a condiciones de estrés. Debido al fenotipo sin
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pelos de las raices PI3Ki, los tratamientos se realizaron durante 3 h y se evalu6 mediante
tinciones con Azul de Evans la muerte celular en las raices. Las raices con silenciamiento
de GmVps34/PI3K mostraron mayor marcaciéon con Azul de Evans respecto a plantas con

raices en cabellera K599-vacia y Tdt-RNAi (Fig. 2.16)

Fig. 2.16: Evaluacién de muerte mediante tincion con Azul de Evans en raices en cabellera
inoculadas con B. japonicum en presencia de estrés salino (50 mM NaCl) durante 3 h. A)
Raices K599-vacia, B) raices Tdt-ARNi y C) raices PI3Ki-Tdt.

Peroxidacion de lipidos en raices en cabellera PI3Ki sometidas a
condiciones de estrés

La figura 2.17 muestra la cuantificacion de los niveles de MDA de raices en
cabellera K599-vacia y PI3Ki sometidas a condiciones de 150 mM de NaCl y 50 mM de
NaCl + B. japonicum. Llamativamente, los niveles de MDA no tuvieron diferencias
significativas entre la condiciéon control y los tratamientos de estrés en las raices con
silenciamiento post-transcripcional de GmVps34/PI3K. Més interesante atn, el contenido
de MDA en las raices transgénicas estuvo incrementado inclusive en el condiciéon control

(Fig. 2.17).
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Fig. 2.17: Contenido de MDA en raices en cabellera K599-vacia y PI3Ki sometidas a
condiciones de estrés. Los resultados son promedios de cuatro experimentos
independientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de
diferencias de medias.

Evaluacion del contenido de proteina ATGS8 en raices en cabellera
PI3Ki sometidas a condiciones de estrés

Se realizo la extraccion de proteinas totales de raices en cabellera K599-vacia y
PI3Ki sometidas a condiciones inductoras de muerte y se evalu6 mediante Western blot el
contenido de proteina ATG8a (Fig. 2.18). Las raices PI3Ki presentaron una reducciéon
dramatica en los contenidos de ATG8 en ambas condiciones (Fig. 2.18), estando este

resultado en concordancia con lo observado en la expresion de genes GmAtg8.

K599-vacia PI3Ki-GFP

NaCl 50 mM + NacCl NaCl 50 mM + Nacl
B.japonicum  150mM  B.japonicum 150 mM

T [

—> ATG8

=15KD
—> ATGS8-PE

Fig. 2.18: Western blot de proteina ATG8 en raices en cabellera K599-vacia y PI3Ki.
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Contenido de iones sodio y potasio en raices en cabellera PI3Ki
sometidas a condiciones de estrés

Se evalu6 el contenido de iones por cromatografia liquida de alta eficiencia en
raices en cabellera control y con silenciamiento post-transcripcional de GmVps34/PI3K en
tratamientos de 50 mM NaCl + B. japonicum y 150 mM NacCl.

En la figura 2.19 se observan los niveles de sodio y potasio en los diferentes
tratamientos. El contenido de sodio se incrementa respecto del tratamiento control en
forma dosis dependiente de la concentracion de sal, tanto en raices control como PI3Ki-
GFP, mientras que el contenido de potasio cae drasticamente en los tratamientos de estrés
salino severo (150 mM NaCl) (Fig. 2.19A y B). Bajo condiciones de 150 mM NaCl, las
raices con silenciamiento de GmVps34/PI3K exhibieron un aumento en el ingreso de Na+*

y en la salida de K+ (Fig. 2.19A y B), afectando la relaciéon Na+*/K*.
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Fig. 2.19: Contenido de iones A) sodio y B) potasio en raices en cabellera control y PI3Ki-
GFP, sometidas a condiciones control y de estrés (NaCl 50 inoculado y 150 mM). Los
resultados son los promedios de cuatro experimentos independientes. Asteriscos indican
diferencias significativas entre raices K599-vacia y PI3Ki (p<0.05). Test DGC de
diferencias de medias.
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Participacion del trafico de endomembranas en la interaccién

rizobio-leguminosa

Efectos del silenciamiento post-transcripcional de
GmVps34/PI3K sobre la nodulaciéon

Con el objetivo de evaluar la participacion de PI3K en la interaccion rizobio-
leguminosa, plantas compuestas con raices transgénicas con ARN interferente de PI3K
(PI3Ki) fueron inoculadas con el microsimbionte para la posterior evaluacion de la
nodulacion (Fig. 2.20). Para la obtencion de raices en cabellera se utilizo la metodologia
descripta previamente. Una vez emergidas las raices transgénicas (alrededor del dia 12
post-infeccion con A. rhizogenes) se realiz6 la ablacion por debajo de las mismas y se
transfirieron al sistema de hidroponia. Luego de 3 dias, se inocularon las plantas de soja
con B. japonicum USDA138 y se evalu6 la nodulacion después de transcurridos 21 dias,
aproximadamente.

Las raices con silenciamiento post-transcripcional de GmVps34/PI3K tuvieron
afectada drasticamente su capacidad de nodulacion, mostrando una reducciéon alrededor
del 80 % respecto de las raices control (obtenidas mediante la infecciéon con A. rhizogenes
sin la construccion ARNi) y de raices Tdt-ARNi (plasmido vacio) (Fig. 2.20).
Notablemente, el fenotipo de nodulacién reducida se repiti6 en plantas de soja
compuestas con raices transgénicas sobre-expresando péptidos FYVE (Fig. 2.21A y B).

Estos dominios interaccionan especificamente con PI3P, producto de la actividad PI3K.
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Fig. 2.20: NUmero de nddulos por raiz en plantas de soja compuestas. Los resultados son
los promedios de diez experimentos independientes, letras distintas indican diferencias
significativas (p<0.05). Test DGC de diferencias de medias.
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Fig. 2.21: Namero de nodulos por raiz en plantas de soja compuestas con raices K599-
vacia y 2x-FYVE (A). Cuantificacion de los nédulos formados en raices control y 2x-
FYVE (B). Los resultados son los promedios de seis experimentos independientes,
asterisco indica diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de diferencias de medias.

Expresion de genes implicados en autofagia en raices PI3Ki

Mediante PCR-TR se evalu6 la expresion de genes claves implicados en el proceso
de autofagia en las raices PI3Ki noduladas (Fig. 2.22). Las raices con silenciamiento post-
transcripcional de GmVps34/PI3K tuvieron una disminucion en la expresion del grupo de
genes Atg8 (conformado por GmAtg8a, Glyma17g01650; GmATG8b, Glymao7g39090 y
GmATG8c, Glyma09goo630), mientras que la expresion de GmAtg6/Bec-1

(Glyma11g21490 y Glymao4g26840) no mostré cambios respecto de raices noduladas no
transformadas (Fig. 2.22)
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Fig. 2.22: Expresién de genes implicados en autofagia en raices PI13Ki. Promedio de los
niveles de expresion de GmAtg8 (Glymal7g01650, Glyma07g39090 y Glyma09g00630)
y GmAtg6/Bec-1 (Glymal1g21490 y Glyma04g26840) en raices en cabellera P13Ki,
relativo a raices en cabellera K599-vacia. Los resultados son el promedio de cuatro
experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias significativas respecto de
raices K599-vacia (valor 1), prueba t para una media (p<0.05).
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Evaluacion de la colonizaciéon nodular por el microsimbionte en
raices en cabellera PI3Ki

Con la finalidad de evaluar la presencia del microsimbionte en los nddulos
formados en las raices PI3Ki, se trabajo con la interaccidon que se estable entre P. vulgaris
y R. tropici CIAT899, ya que contamos con dicha cepa expresando la proteina fluorescente
roja Ds-Red. Esta poderosa herramienta posibilitd el anélisis de colonizacién nodular
mediante microscopia confocal (Fig. 2.23).

Curiosamente, pudimos observar que las raices transgénicas PI3Ki presentaron
diferentes fenotipos en su capacidad de nodulacion, desde ausencia de nodulos a la
presencia de nédulos vacios (Fig. 2.23A) o con una infeccion anormal, caracterizada por el
aglutinamiento de las células infectadas en pequenas zonas ubicadas en la periferia del

nodulo (Fig. 2.23B).

Fig. 2.23: Evaluacién de la colonizacién de los nédulos de raices PI3Ki en la interaccion
que se establece entre P. vulgaris y R. tropici/Ds-Red. A) Formacién de nédulos vacios
donde no se detecta la presencia del microsimbionte (canal Ds-Red) y B) nédulos con
infeccion anormal, presentando aglutinamiento del microsimbionte en regiones discretas
(flecha). Imagen tomada con microscopio confocal Zeizz. Exitacion 488 nm y emision BA
515/30 nm para GFP y 543 nm nm y emision BA 605/75 nm para Ds-Red.

Participacion de PI3K en etapas tempranas de la interaccion

soja-B. japonicum. Generacién de EAO

Con el objetivo de estudiar la participaciéon de eventos de endocitosis en etapas
tempranas de la interacciéon simbiodtica, se evalud la generacién de EAO intracelulares 5

min post-inoculacion en raices pre-tratadas con LY294002 (30 uM), inhibidor
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farmacologico de la actividad de PI3K (Fig. 2.24A y B). Previamente, se evaluaron
diferentes concentraciones y tiempos de incubacion con LY294002 para descartar efectos
negativos sobre la sobrevida de los pelos radicales. Para la determinacion de EAO en los
pelos radicales, utilizamos la sonda fluorescente H.DCFDA y se tomaron las imagenes con
microscopia de epifluorescencia. La cuantificacion se llevd a cabo mediante analisis de

iméagenes con el software Optimas.
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Fig. 2.24: Generacion intracelular de EAO en pelos radicales de soja 5 min post-
inoculacion con B. japonicum. A) Pelos radicales tefiidos con H,DCFDA en tratamientos
control, inoculado e inoculado en raices pre-tratadas con LY294002 (30 uM). Microscopia
de epifluorescencia con filtro de excitacion BP: 450-490 nm y de emision LP: 520 nm. B)
Cuantificacién de H,DCFDA mediante analisis de imagenes con software Optimas,
discriminando la generacion apical y peri nuclear. Los resultados son promedios de tres
experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05). Test
DGC de diferencias de medias.

En la figura 2.24 se observa que en las raices inoculadas 5 min con B. japonicum,
los pelos radicales exhiben produccién incrementada de EAO intracelulares. Asimismo,
esta generacion de EAO fue discriminada en dos zonas, perinuclear y en la punta de los
pelos (Fig. 2.24B), tal como ya se ha reportado (Mufoz et al., 2012). Si bien la dindmica

general en la generaciéon de EAO se mantiene para ambas fuentes en los distintos
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tratamientos, estas parecieran aportar con diferente intensidad a la generacion total. Es
asi que se cuantific6 independientemente la generacion de EAO que aporta la region apical
o punta del pelo radical y la region peri-nuclear. Llamativamente, ésta respuesta especifica
de percepcion del microsimbionte estuvo inhibida en las raices pre-tratadas con
LY294002, afectando en igual medida la generacion apical y perinuclear de EAO (Fig.
2.24B).

Por otro lado, mediante deteccidon histoquimica, determinamos la generacion de
radical superoxido en el apoplasto de raices control e inoculadas con B. japonicum con o
sin pre-tratamiento de LY294002. Las tinciones se realizaron con Nitro Blue Tetrazolium
(NBT), se tomaron imagenes de las raices y se realiz6 el analisis mediante el software
Optimas en dos zonas de la raiz: en la regiéon de diferenciacion de pelos radicales jovenes y
en el 4pice radical. Tal como se report6 previamente (Muioz et al., 2012), tratamientos de
5 min en presencia del rizobio inducen un incremento en la produccion de radical
superdxido apoplastico en las raices (Fig. 2.25). Resulta interesante destacar, que el apice
radical también responde con incrementos de radical superoxido luego de la inoculacion.
Asimismo, esta respuesta al microsimbionte en ambas zonas, pero no la producciéon basal
observada en las condiciones control, estuvo inhibida en las raices con actividad PI3K
inhibida (Fig. 2.25).
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Fig. 2.25: Generacidn apoplastica de radical superdxido en pelos radicales de soja luego de
5 min post inoculacién con B. japonicum. Cuantificacion de NBT (coloracién azul),
evaluada en dos zonas de la raiz, mediante analisis de imagenes con software Optimas. Los
resultados son promedios de cuatro experimentos independientes. Asteriscos indican
diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de diferencias de medias.
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Participacion del complejo NADPH oxidasa en etapas tempranas

de la interaccion soja-B. japonicum

Con el objetivo de determinar el origen de las EAO, se evalu6 la participacion del

complejo NADPH oxidasa en las respuestas tempranas. Para tal motivo, las raices fueron

pre-tratadas 30 min con difenil iodonium (DPI) (50 uM), inhibidor suicida del complejo

NADPH oxidasa. Posteriormente, realizamos el tratamiento con B. japonicum y se evalu6

la produccion de EAO intracelulares 5 min post-inoculacion. Notablemente, pudimos

observar los mismos efectos que tuvieron los tratamientos de inhibicion de PI3K (Fig.

2.26). Los pre-tratamientos con DPI bloquearon el incremento en la produccion de EAO

intracelular en respuesta a la inoculacién, tanto en la zona perinuclear como en la apical,

pero no afectaron la genracion de EAO basal en las condiciones control (Fig. 2.26B).

Control

160

Intensidad de fluorescencia/area
(unidades arbitrarias)

Fig. 2.26: Generacion intracelular de EAOs en pelos radicales de soja luego de 5 min post
inoculacion con B. japonicum. A) Se observan pelos radicales tefiidos con H2DCFDA en
tratamientos control, inoculado e inoculado con actividad NADPH oxidasa inhibida.
Microscopia de epifluorescencia con filtro de excitacion BP: 450-490 nm y de emision LP:
520 nm. B) Cuantificacion de H2DCFDA mediante analisis de imagenes con software
Optimas, discriminando la generacion apical y peri nuclear. Los resultados son promedios
de tres experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05).
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Respuestas tempranas moduladas por PI3K en la interaccién

soja-B. japonicum. Efectos sobre la nodulacién

Debido a la importancia de la actividad PI3K en etapas muy tempranas de la
interaccion, participando en las primeras respuestas de percepcion que conducen a la
infeccion, particularmente en la generacion intracelular de EAO, quisimos evaluar como
afecta esta via de sefalizacion tan temprana a etapas posteriores como la formaciéon de
nodulos. Para ello, semillas germinadas dos dias en cAmara htiimeda fueron pre-tratadas
30 min con LY294002 (30 uM) y después se inocularon 30 min con B. japonicum.
Posteriormente, se lavaron las radiculas para eliminar las bacterias y se las transfiri6 a
medio hidropoénico con aireaciéon. A los 24 dias post-inoculacion, se evalud el namero, el
peso y la actividad nitrogenasa de los nédulos. La zona de la radicula que estuvo 30 min en
contacto con el inhibidor de PI3K y que luego fue sometida 30 min en presencia del
microsimbionte, es el area de la raiz que posteriormente da lugar a la formacién de
nodulos en corona. Estos nédulos son los que se forman sobre la raiz principal en los
primeros centimetros y son los de mayor importancia en el sistema nodular de soja.

En la figura 2.27 se observa que la inhibicion de la actividad de PI3K en etapas
tempranas de la interaccion afect6 negativamente etapas tardias, conduciendo a una
disminucion en el nimero de n6dulos en corona respecto del control. Por el contrario, el
peso de los nodulos y la actividad nitrogenasa, estimada mediante la reduccién de
acetileno a etileno y su cuantificacion mediante cromatografia gaseosa, no evidenciaron
diferencias significativas entre las raices pre-tratadas con LY294002 y las raices control

(Fig. 2.28Ay B, respectivamente).
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Fig. 2.27: Efectos de la inhibicion de la actividad de PI3K en etapas tempranas de la
interaccién soja-B. japonicum, sobre la nodulacién. Cuantificacién del nimero de nédulos
en raices control y pre-tratadas con LY294002 (30uM). Los resultados son promedios de
cinco experimentos independientes. Asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05).
Test DGC de diferencias de medias.
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Fig. 2.28 Efectos de la inhibicidon de la actividad PI3K, en etapas tempranas de la
interaccion soja-B. japonicum, sobre la nodulacion. A) Peso fresco de nédulos (mg) y B)
estimacion de la actividad nitrogenasa. Los resultados son promedios de cinco
experimentos independientes (p<0.05). Test DGC de diferencias de medias.

Respuestas tempranas moduladas por el complejo NADPH

oxidasa en la interaccion soja-B. japonicum. Efectos sobre la

nodulacion

De acuerdo a lo observado en nuestros resultados, donde PI3K y el complejo
NADPH oxidasa estarian modulando la induccion en la produccion de EAO en respuesta
al microsimbionte; se evalu6 los efectos de inhibicion temprana del complejo NADPH
oxidasa sobre la nodulacion. Para tal motivo, se realizaron pre-tratamientos con DPI (50
uM), tal como se realiz6 previamente con LY294002.

Las plantas cuyas radiculas fueron previamente sometidas a pre-tratamientos con
el inhibidor del complejo NADPH oxidasa, tuvieron una disminucién en el nimero de
nodulos, cercana al 50 % respecto del control (Fig. 2.29A); mientras que no se observaron

diferencias significativas en el peso nodular (Fig. 2.29B).
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Fig. 2.29: Efectos de la inhibicion del complejo NADPH oxidasa, en etapas tempranas de
la interaccion soja-B. japonicum, sobre la nodulacion. A) Cuantificacion del nimero de
nodulos y B) peso fresco de nddulos (mg), en raices control y pre-tratadas con DPI1 (50
1M). Los resultados son promedios de cinco experimentos independientes (p<0.05). Test
DGC de diferencias de medias.

Silenciamiento post-transcripcional de GmAtg6/Bec-1

Con el objetivo de evaluar especificamente la participacion de la autofagia en el
establecimiento de los nédulos en soja, disehamos una construccién para la obtencion de
ARNi de GmAtg6/Bec-1. Debido a la alta similitud entre los genes GmAtg6/Bec-1 de soja
(Glyma11g21490 y Glymao4g26840), utilizamos una regiéon conservada para la obtencion
del ARNi, por lo que el silenciamiento post-transcripcional de ATG6 (ATG6i) esta dirigido
hacia los dos genes de soja (Fig. 2.30). El aislamiento de dicha region se realizo6 mediante
la obtencién del ADNc a partir de la extraccion de ARN de raices de soja. Se utiliz6 el
plasmido pK7GWIWG2D (II) con tecnologia Gateway, disefiado para la generacién de
estructuras tipo horquilla y que contiene como reportero a la proteina verde fluorescente
(GFP).

108



Glyma04g26840 TGCCAATATTTCCGACCGAAGTTTCAATATCGAATAAAGATAATTCCTATGGGTAGCTAC 1087
Glymallg21490 TGCCAGTATTTCCGACCGAAGTTTCAATATCGAATAAAGATAATTCCTATGGGTAGCTAC 1298
* K Kk k ok '******************************************************
Glyma04g26840 CCTCGTATCACAGACACCAATAACAGTACCTACGAGCTGTTTGGTCCTGTCAACTTGTTC 1147
Glymallg21490 CCTCGAATCACAGACACCAATAACAGTACTTACGAGCTGTTTGGTCCAGTCAACTTGTTC 1358
* K Kk k ok :*********************** *****************:************
Glyma04g26840 TGGAGTACTCGCTATGACAAAGCAATGACTTTGTTTTTAGCATGCCTCAAGGATTTCGCA 1207
Glymallg21490 TGGAGTACTCGCTATGACAAAGCAATGACATTGT TTTTAGCATGCCTCAAGGATTTTGCA 1418
*****************************:************************** * Kk Kk
Glyma04g26840 GACTTTGCCAAATCTAAGGATCAAGAGAATAACATCCCACCTGAGAAATGTTTCAAATTG 1267
Glymallg21490 GACTTTGCCAAATCCAAGGATCAAGAGAATAACATACCACCTGAGAAATGTTTCAAACTG 1478
hhhkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhkk *hkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkkhkkhx ‘********************* * k.
Glyma04g26840 CCTTACAAGATTGAGAATGACAAGGTGGAAAACTATTCCATCACTCAAAGCTTCAATAAG 1327
Glymallg21490 CCTTACAAGATTGAGAATGACAAGGTGGAAAACTATTCCATCACCCAAAGCTTCAATAAG 1538
KA KA KA KA KA KA KA KR AR A KR A KR AR AR AR AR AR A KRIA A A A AR AR AR, Ak A hk A hk Ak hk Ak hhxkxk %
Glyma04g26840 CAGGAAAATTGGACTAAATCTCTCAAGTACACTCTTTGCAATTTGAAATGGGCCCTCTAT 1387
Glymallg21490 CAGGAAAATTGGACTAAATCTCTCAAGTACACTCTTTGCAATTTGAAATGGGCTCTCTAT 1598
KA KA KA KA KR AR AR AR AR AR AR KA KR AR A KRR KRR KR AR KR AR AR AR AR A A A A hhxk* *rxkxk*x
Glyma04g26840 TGGTTTGTTGGAARATACTAACTTCCAGCCCCTTTCAGCAA 1427
Glymallg21490 TGGTTTGTTGGAAATACTAACTTCCAGCCTCTTTCAGCAA 1638

Kk kkhkkhkhkhkhhkhhkhhkhhhhkhhkkhkkhkkhkkk Hhhkkkkk Kk

Fig. 2.30: Alineamiento de la region conservada de los genes GmAtg6/Bec-1
(Glyma04g26840 y Glymal1g21490) utilizada para el disefio del ARNi. En rojo,
secuencias de los oligonucle6tidos disefiados para la obtencion de la regién conservada.

Evaluacién de la nodulacién en raices en cabellera ATG61

El andlisis de capacidad de nodulacién de las raices en cabellera ATG6i se llev6 a
cabo tal como se realizd con las raices PI3Ki. Alrededor del dia 21 post-inoculacion con B.
japonicum se evalu6 el nimero de nodulos por raiz (Fig. 2.31). Las raices fueron
seleccionadas segtn la fluorescencia del reportero, siendo ATG6i-GFP 2.1 raices con alta
intensidad y ATG6i-GFP 2.2, raices con fluorescencia nula. Las raices con silenciamiento
post-transcripcional de GmAtg6/Bec-1 mostraron una marcada disminucién en su
capacidad de nodulacion, donde el nimero de no6dulos por raiz cay6 un 70 % con respecto
a las raices K599-vacia (Fig. 2.31A). Asimismo, las raices ATG6i tuvieron afectado su
crecimiento, evaluado como longitud de raiz principal, el cual presenté una reduccion del
40 %, aproximadamente, respecto de raices K599-vacia (Fig. 2.31B). Cabe destacar que,
estos resultados de capacidad de nodulaciéon y crecimiento de raices ATG6i fueron
dependientes de los niveles de silenciamiento y similares a los obtenidos en raices PI3Ki.
Ademas, se evalu6 mediante PCR-TR, la expresion de genes claves implicados en el

proceso de autofagia en las raices ATG6i-GFP2.1 (fig. 2.32).
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Fig. 2.31: A) NUmero de ndédulos por raiz y B) promedio de la longitud (cm) de raices
K599-vacia y ATGS6i. Los resultados son los promedios de diez experimentos
independientes, letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Test DGC de
diferencias de medias.
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Fig. 2.32: Silenciamiento post-transcripcional de GmAtg6/Bec-1. Expresion de genes
implicados en autofagia en raices en cabellera ATG6i. Promedio de los niveles de
expresion de GmAtg6/Bec-1 (Glymallg21490 y Glyma04g26840), GmAtg8
(Glymal7g01650, Glyma079g39090 y Glyma09g00630) y GmVps34/PI13K
(Glyma06g10090 y Glyma04g10090) en raices en cabellera ATG6i, relativo a raices en

cabellera control no transformadas. Los resultados son promedios de cuatro experimentos
independientes. Asteriscos indican diferencias significativas respecto del control (valor 1),

prueba t para una media (p<0.05).
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DISCUSION

La expresion de Ced-9 en raices de soja inhibié eventos de muerte celular y afectd
la interaccion soja-B. japonicum. En el estudio de los mecanismos de acci6on de los
supresores de muerte celular de origen animal pertenecientes a la subfamilia Bcl-2, la
capacidad de modulacion del proceso de autofagia ha surgido como una forma de accién,
quizas la mas relevante de estas proteinas. La expresion de Ced-9 en las raices en cabellera
afecto el proceso de autofagia en los ensayos de nodulaciéon y en bajo los tratamientos de
estrés, donde la expresion de genes claves, tales como GmVps34/PI3K, GmATG6/Bec-1,
GmAtg8 (Fig. 2.1 y 2.2) y el contenido de proteina ATG8 (Fig. 2.3) se vieron alterados,
respectivamente. En este sentido, el dominio BH3 putativo en GmATG6 sienta las bases
para la hipotesis de la regulacion de la MCP y autofagia en plantas a través de la
interacciéon de componentes claves mediante estos dominios y podria explicar, al menos
en parte, la funcion conservada de los anti-apoptbticos de animales en plantas
transgénicas. Trabajos futuros sobre la interaccion molecular entre estas proteinas, tales
como inmuno-precipitacion o estudios de doble hibrido, validarian experimentalmente
nuestros resultados. En este sentido, estamos generando las herramientas necesarias para
este tipo de abordajes.

El proceso de autofagia tiene vital relevancia en las respuestas de las plantas frente
a condiciones de estrés. En este sentido, Liu y colaboradores (2009) demostraron la
participacion de autofagia en las respuestas a estrés hidrico y salino, donde plantas de
Arabidopsis con silenciamiento de AtATG18a fueron maés sensibles a dichas condiciones.
Nuestros resultados evidencian que los pelos radicales de raices inoculadas en presencia
de estrés salino tuvieron una marcada induccion de GmVps34/PI3K; mientras que
GmAtg6/Bec-1 no tuvo diferencias significativas respecto al control (Fig. 2.6). El analisis
de expresion de genes en pelos radicales, también arrojo resultados diferenciales entre las
dos condiciones inductoras de muerte evaluadas, ya que bajo condiciones de 150 mM NaCl
no se observaron diferencias significativas en los niveles de mensajero respecto del control
(Fig. 2.6). Este resultado también se observd en el anilisis de la proteina ATGS8, donde
bajo condiciones salinas severas se evidencia una disminucion en sus niveles, contrario a
lo observado en condiciones de 50 mM NaCl + B. japonicum (Fig. 2.18).

Para el estudio de la participacion del trafico de endomembranas en los eventos de
muerte celular y en la interaccién soja-B. japonicum realizamos inhibiciones
farmacologicas de PI3K mediante pre-tratamientos con LY294002 y utilizamos
herramientas de ingenieria genética para la obtencion de raices con silenciamiento post-
transcripcional de GmVps34/PI3K y de ATG6/Beclina1 y con expresion de sitios FYVE.

Mediante estos abordajes se pudo determinar que la actividad PI3K participa tanto en las
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respuesta frente a situaciones de estrés (Fig. 2.5, 2.6, 2.7, 2.16, 2.17, 2.18 y 2.19) como en
los mecanismos de interaccion leguminosa-rizobio (Fig. 2.20, 2.21, 2.22, 2.23, 2.24, 2.25y
2.27).

Los tratamientos de inoculacion en presencia de 50 mM NacCl tuvieron efectos méas
dréasticos, tanto en raices con actividad PI3K inhibida farmacologicamente (Fig. 2.7) como
en aquellas con silenciamiento post-transcripcional de GmVps34/PI3K (Fig. 2.16).
Ademas, los ensayos de inhibicion farmacoldgica indican que la sensibilidad de las raices
PI3Ki a las condiciones de estrés se deben a la participacion directa de PI3K sobre
mecanismos de adquisicion de tolerancia, descartando los efectos de la homeostasis
alterada, propia de las mutantes atg. Por otro lado, en tratamientos de 150 mM NaCl no se
observaron diferencias luego de la inhibicion farmacologica de la actividad de PI3K, tal vez
debido a la metodologia utilizada en la estimacion de muerte, la cual presentd saturacion
de tincion (Fig. 2.7). No obstante, la cuantificacion de los iones sodio y potasio en las
raices PI3Ki indican una sensibilidad incrementada a la condiciones de 150 mM NaCl (Fig.
2.19). En estos tratamientos encontramos afectado el contenido de los iones en las raices
PI3Ki, con incrementos en el contenido de sodio y en la salida de potasio, mientras que no
se registraron diferencias en las condiciones de inoculacién en presencia de estrés salino.
Resultados similares fueron obtenidos por Leshem y colaboradores (2007), quienes
reportaron un fenotipo mas sensible al estrés salino en plantas mutantes pi3k.

Uno de los principales fenotipos encontrados de las raices con silenciamiento de
GmVps34/PI3K es la falta de pelos radicales, principalmente en aquellas que presentaron
una alta senal de la proteina reportera (Fig. 2.11). Este resultado est4 en sintonia con los
resultados obtenidos en plantas transgénicas con secuestro metabolico de PI3P, mediado
por la expresion del dominio FYVE. En este sentido, Lee Y. et al. (2008) evaluaron la
participaciéon de PI3K en el crecimiento polar de pelos radicales de A. thaliana y
demostraron, mediante la expresion de dominios FYVE, que la actividad PI3K era
requerida para el crecimiento de los pelos radicales. Mas aun, resulta importante en
destacar la presencia de fenotipos intermedios en las raices con silenciamiento de PI3K,
que van desde raices que no presentaron pelos a raices con diferentes niveles de desarrollo
de pelos radicales (Fig. 2.11), de crecimiento radical (Fig. 2.12) y de generacién de EAO
(Fig. 2.13, 2.14 y 2.15).

Llamativamente, se ha registrado que plantas mutantes para el proceso de
autofagia contienen niveles de EAO y dano oxidativo incrementados (Bassham, 2007b;
Yoshimoto et al., 2009), lo cual estaria en contradiccion con nuestros resultados en las
raices PI3Ki. No obstante, PI3K no solo participa en el proceso de autofagia, sino también
del tréafico de vesiculas, tal vez por eso la diferencia en el fenotipo de producciéon de EAO

con respecto a otras mutantes atg. Asimismo, nuestros resultados estdn en concordancia
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con los obtenidos por Lee y colaboradores (2008), quienes demostraron que raices
tratadas con el inhibidor de PI3K LY294002, tuvieron niveles reducidos de EAO
intracelulares. Ademas, recientemente, Liu y colaboradores (2012) demostraron que PI3K
activa la generacion de EAO por el complejo NADPH oxidasa a través del reclutamiento de
proteinas Rac hacia la membrana plasmatica. Se ha postulado que el complejo NADPH
oxidasa estaria participando en la induccién del proceso de autofagia en respuesta a estrés
salino pero no en respuesta a estrés osmotico, sugiriendo distintas vias de regulaciéon de la
autofagia bajo diferentes condiciones (Liu et al., 2009). También se ha postulado que las
vias de senalizacion para la adquisicion de tolerancia son dependientes de la generaciéon de
EAO mediada por el complejo NADPH oxidasa (Leshem et al.,, 2007). Esto podria
explicar, en parte, la susceptibilidad incrementada de las raices PI3Ki a las condiciones de
estrés. En este contexto, resulta interesante estudiar como las EAO estarian participando
en la regulacion de la autofagia.

Los diferentes niveles de silenciamiento también afectaron el namero y la
colonizacion de los nodulos de manera proporcional (Fig. 2.20, 2.21 y 2.23). Sin embargo,
considerando que los pelos radicales son la estructura por la cual se percibe y comienza a
establecerse la interaccidon simbibética (Santos et al. 2001, Ramu et al. 2002, D’'Haeze et al.
2003, Oldroyd y Downie 2008), resulta esperable que raices PI3Ki sin pelos radicales
pierdan su capacidad de nodulacion, sin significar por ello que tengan un rol directo o
especifico durante la simbiosis. Entonces, ¢en qué medida participa la enzima PI3K en los
procesos de interaccion entre soja y B. japonicum? Para resolver este interrogante, se
evaluaron las respuestas tempranas tipicas que se generan en los pelos radicales en
presencia del microsimbionte, especificamente la generacion de EAO (Cardenas et al.,
2008; Mufioz et al., 2012) en raices pre-tratadas 30 min con LY294002. Si bien se ha
reportado previamente la participaciéon de PI3K en la interaccién rizobio-leguminosa
(Peleg-Grossman et al., 2007), nuestros resultados evidencian un rol importante de PI3K
en las etapas tempranas de la interaccion soja-B. japonicum, participando en la regulacion
de la generacion de EAO intracelulares y en el apoplasto (Fig. 2.24 y 2.25). Ademas,
determinamos que la induccion de la producciéon de EAO dependiente de PI3K en pelos
radicales luego de la inoculacion con el rizobio, es a través de la actividad del complejo de
membrana NADPH oxidasa (Fig. 2.26).

Notablemente, los resultados obtenidos sugieren que los incrementos en la
generacion intracelular de EAO ocurren a nivel vesicular/endosomal y a nivel perinuclear
(Fig. 2.24 y 2.26). En este sentido, un trabajo reciente ha demostrado que PI3K modula la
actividad del complejo NADPH oxidasa a través de la regulacién del reclutamiento de Rac-
1, miembro de la familia de las GTPasas, hacia la membrana plasmatica (Liu et al., 2012).

Para trabajos futuros, nos hemos propuesto explorar el mecanismo por el cual PI3K
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promueve la generacion intracelular de EAO dependiente del complejo NADPH oxidasa y
evaluar si el incremento de EAO intracelulares, tanto en la punta del pelo como en la
region perinuclear, es producido por endocitosis activa del complejo NADPH oxidasa y/o
mediante la activacion del complejo que pudiera encontrase en compartimentos
intracelulares y/o endosomas. La actividad de la enzima PI3K ha sido propuesta en
funciones nucleares debido al hecho de que ha sido encontrada asociada a sitios de
transcripcion activa en las plantas (Bunney et al., 2000). De 16 proteinas con dominios
FYVE en Arabidopsis, 9 contienen dominios de regulacion de condensaciéon de
cromosomas (RCC1) (Van Leeuwen et al., 2004). Estos descubrimientos sugieren una
posible vinculacion entre la actividad de PI3K y la transcripciéon. Ademas, muchos factores
de transcripcion son sensibles a cambios redox y requieren una senal oxidativa en el
citoplasma para iniciar la senalizacion de activacion (Abate et al., 1990; Allen y Tresini,
2000). En animales, se ha demostrado que Nox2 y sus proteinas regulatorias se
encuentran como un complejo pre-ensamblado en compartimentos perinucleares (Li y
Shah, 2002). Asimismo, se ha demostrado que Nox4 se localiza preferencialmente a nivel
nuclear en células endoteliales vasculares de humano, donde la generacion de EAO
dependiente de Nox4 se encuentra involucrada en la expresion de genes sensibles al estrés
oxidativo (Kuroda et al., 2005).

Por otro lado, diversos reportes sugieren la orientacion del complejo NADPH
oxidasa y la consecuente generacion de EAO en endosomas (Li et al., 2006). A través de
estos procesos, los endosomas se vuelven una fuente de produccion de EAO,
estableciéndose la formaciéon de una plataforma de sefializaciéon redox, conduciendo a la
activacion de efectores “rio abajo”. Esta ubicacién/activacion en compartimentos
subcelulares discretos, facilita la produccion de EAO en proximidad de los objetivos
sensibles a los cambios redox, permitiendo la activacién de eventos especificos de
sefializacion redox. Experimentos futuros deberian estar direccionados hacia la
determinacion de la importancia funcional de la generacién localizada de EAO intracelular
y los mecanismos de orientaciéon del complejo NADPH oxidasa, donde PI3K jugaria un
papel crucial.

Llamativamente, la generacion de EAO intracelular moduladas por PI3K, que tiene
lugar en los pelos radicales de raices de soja luego de la inoculacién con B. japonicum,
tiene una importante relevancia en el establecimiento de la simbiosis, no solo para el
didlogo molecular que sostiene al reconocimiento temprano, sino también sobre etapas
tardias, como los es el nimero de nédulos (Fig. 2.27 y 2.29). Estos resultados destacan la
importancia que tienen las respuestas tempranas de la interaccion soja-B. japonicum
sobre el proceso de nodulacion, resaltando la estricta modulacion de las EAO como una

respuesta especifica requerida para el reconocimiento de un microsimbionte por parte de
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la planta, donde la actividad PI3K también tiene un rol clave en el control temprano del
proceso. Por otro lado, los efectos de la inhibicion de PI3K en etapas tempranas de la
interaccion solo afectaron el namero de ndédulos, mientras que el peso y la actividad
nitrogenasa permanecieron sin diferencias significativas con respecto al control, lo que
sugiere que no hubo efectos sobre la funcionalidad de los nédulos (Fig. 2.28B). De esta
manera, en los primeros 30 min de la interacciéon rizobio-leguminosa, se establece el
primer control de la capacidad de nodulaciéon de la planta. Proponemos, por lo tanto, un
nuevo nivel de control de la nodulacion, previo al aborto de los hilos de infeccion. Este
podria ser un mecanismo temprano de evaluacién de las capacidades de nodulacion, por
ejemplo cuando las condiciones ambientales no son propicias, inhibiendo la nodulacién y
por lo tanto la formacién de un nuevo 6rgano a donde destinar energia. Por dltimo, estos
resultados destacan la importancia que tiene el estudio de los mecanismos de respuestas
tempranas, ya que afectaran la capacidad de nodulacion de la planta.

Con el fin de sobrevivir en el interior de la célula huésped, patégenos de animales
han desarrollado una variedad de mecanismos para evitar o interferir con las defensas
inmunes innatas. Varios informes han demostrado que patogenos bacterianos son
eliminados por vias autofagicas, y la autofagia ha sido cada vez mas reconocida como un
importante mecanismo de defensa para eliminar los microorganismos intracelulares
(Yoshikawa et al., 2009; Mostowy et al., 2011). Sin embargo, algunas bacterias han
desarrollado mecanismos para evadir el reconocimiento autofagico o incluso cooptar la
magquinaria autofagia para su propio beneficio como un nicho replicativo (Brumell y
Grinstein, 2004; Zheng et al., 2009). Resultados recientes destacan un nuevo papel para
la autofagia que no implica la degradacion del contenido del autofagosoma, sino en
cambio, implica su reorientacién hacia el espacio extracelular por una secrecién de
manera no convencional (Manjithaya y Subramani, 2011), desempefiando un papel
importante en la formacién de tejidos especializados y en la remodelacion tisular (Deretic
et al., 2012). Debido a la participacion diversa que tiene PI3K en los eventos de trafico de
endomembranas, tales como la endocitosis y la autofagia, se evalu6 la participacién de
GmAtg6/Bec-1 en la interaccion de soja con B. japonicum. Como mencionamos
anteriormente, los analisis de plantas mutantes en proteinas ATG revelaron que atgé6 es la
unica mutacion, hasta el momento, que presenta niveles nulos de autofagia, postulando a
ATG6/BEC-1 como “interruptor” molecular del proceso de autofagia (Hayward y Dinesh-
Kumar, 2011). Las raices ATG6i tuvieron disminuida su capacidad de formaciéon de
nodulos (Fig. 2.31). Notablemente, y por primera vez, nuestros resultados proponen la
participacion del proceso de autofagia, o al menos de proteinas que estdn implicadas en
este proceso, durante la interaccion rizobio-leguminosa. Este aspecto serd objetivo de

futuros estudios a abordar por nuestro grupo de trabajo.
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CONCLUSIONES FINALES
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Etapas tempranas de la interaccion soja-B. japonicum en presencia de estrés salino
sub-letal (50 mM NaCl) y condiciones de estrés salino severo (150 mM NaCl) fueron
identificadas previamente por nuestro grupo de trabajo como inductoras de muerte celular
en raices de soja. Estos eventos de muerte mostraron caracteristicas distintivas en la
generacion de EAO (Mufoz et al., 2012), en marcadores de estrés oxidativo, en niveles
energéticos, en la homeostasis i6nica y en la actividad autofagica. Estas diferencias,
sumado al gradiente observado en la pérdida de selectividad de membrana, sefialaron la
evolucion de un proceso de muerte celular mas ordenado (50 mM NaCl + B. japonicum)
con respecto al otro (150 mM NacCl). Asimismo, estos eventos de muerte celular estuvieron
inhibidos, o al menos retardados, en raices transgénicas con expresion de Ced-9, supresor
de muerte celular de origen animal, indicando la conservacion de la funcion de esta
proteina en soja. Curiosamente, la expresion de Ced-9 en raices de soja afect6
negativamente la capacidad de nodulacién con B. japonicum.

En condiciones de 150 mM NacCl, la expresion de Ced-9 afectdé la homeostasis
ionica, impidiendo la salida de potasio y calcio. Sin embargo, bajo tratamientos de
inoculacion en presencia de 50 mM NaCl no hubo diferencias con respecto a raices no
transformadas, sugiriendo que bajo estas condiciones, tanto la muerte celular como la
adquisicion de tolerancia por Ced-9, fueron independientes de la homeostasis de los iones.
En este sentido, la modulacion del proceso de autofagia aparecié como otro mecanismo de
accion de Ced-9, posiblemente a través de su capacidad de interaccién con el dominio
putativo BH3 de la proteinas ATG6/BEC-1 de soja.

Para evaluar la implicancia del trafico de endomembranas/autofagia en los eventos
de muerte celular y en la interaccién soja-B. japonicum se utilizaron abordajes
farmacologicos y herramientas de ingenieria genética. Los resultados demostraron la
participacion de PI3K en las respuestas frente a condiciones de estrés. En tratamientos de
150 mM NaCl, las raices con silenciamiento de GmVps34/PI3K fueron mas susceptibles al
movimiento de iones, incorporando mas Na* y perdiendo mas K+, respecto de las raices no
transformadas; mientras que bajo condiciones de 50 mM NaCl + B. japonicum el
contenido de iones no mostr6 diferencias entre raices PI3Ki y control. Este resultado
sugiere que la susceptibilidad de las raices PI3Ki a las condiciones de 150 mM NaCl y 50
mM NaCl + B. japonicum fue dependiente e independiente de la homeostasis ionica,
respectivamente; indicando diversidad de funcién para la actividad de PI3K. Respecto de
la simbiosis, se observod que PI3K modula la produccion de especies activas del oxigeno
generadas por el complejo NADPH oxidasa en las etapas tempranas de la interaccion soja-
B. japonicum. Asimismo, esta respuesta temprana de reconocimiento del rizobio impact6
sobre etapas tardias del proceso afectando la nodulacién. Finalmente, nuestros resultados

muestran las primeras evidencias de la participacién del proceso de autofagia, o al menos
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de proteinas que estan implicadas en este proceso, durante la interaccion rizobio-

leguminosa.
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1. Material vegetal

1.1. Transformacion de meristemas cotiledonares de plantas de
soja

Semillas de soja fueron desinfectadas y germinadas durante 2 dias en camara hiimeda y
posteriormente crecidas en invernadero. Luego de 6 dias de crecimiento se realiz6 la ablacion del
epicétilo, favoreciendo la regeneraciéon de yemas cotiledonares en detrimento de la dominancia
apical. Posteriormente, se procedié a la ablaci6on sobre las yemas cotiledonares y se realizé la
infeccion con Agrobacterium tumefasiens. Luego de 10 dias aproximadamente, el 90% de las
plantas regener6 una de las yemas infectadas, mientras que un porcentaje menor regener6 ambas
yemas. Se cosecharon las semillas de las ramas generadas. Este protocolo fue generado en nuestro

laboratorio con éxito de transformacién en eventos primarios pero con pérdida del transgen en F1.

1.2. Generacion de raices en cabellera en plantulas de soja

mediante el uso de Agrobacterium rhizogenes cepa K599

Semillas pre-germinadas 48 h fueron transferidas a un sistema de hidroponia y cAmara
himeda con doble tubo y sellado con film transparente. Luego de 3 dias en cAmara hiimeda a 277°C
y fotoperiodo 16:8 (luz/oscuridad), se realiz6 la infeccién sobre la yema cotiledonar con jeringas y
agujas de tuberculina con Agrobacterium rhizogenes K599, transformada con las distintas
construcciones utilizadas en esta tesis. Para la infeccién se prepara una suspension bacteriana
haciendo crecer la bacteria 24 h en medio LB s6lido con antibidtico. Se raspa el cultivo bacteriano
de la placa y se resuspende en 1 ml de agua estéril. Una vez pinchadas las plantas, se colocan
nuevamente en la cAmara himeda y se rocia con agua una vez al dia la zona lastimada e infectada.
Entre 12 y 15 dias pos infeccion aparecen raices en cabellera, se corta el tallo debajo del cotiledon y

es posible pasar las plantulas a cultivo hidropoénico.

1.3. Germinacion de semillas de soja y obtencion de pelos
radicales

Semillas de soja DM4800 fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5 % V/V por 5
minutos y enjuagadas 4 veces con agua destilada estéril. Las semillas se seleccionaron por tamafo y
estado general y se colocaron simétricamente (2.8 x 2.8 cm) en cajas plasticas de germinaciéon que
contenian papel de filtro y algodon humedecido con agua estéril. Las mismas se colocaron en
incubadora 24 h a 28 °C y 24 h a 37 °C. Durante las primeras 24 h las semillas se hidratan y
comienza a aparecer la radicula, durante las segundas 24 h, el incremento de temperatura induce el
crecimiento de la raiz que alcanza unos 3 cm y se incrementa la humedad de la camara
favoreciendo la aparicion de pelos radicales. Si las 48 h se respetan con exactitud, la mayoria de los

pelos radicales son jovenes, en activo crecimiento e infectables por B. japonicum.
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1.4. Condiciones de estrés y muerte celular de pelos radicales y

raices en cabellera

Para la induccién de muerte de pelos radicales, raices de soja germinadas en camara
himeda (apartado 1.3) fueron sometidas a tratamientos de 30 min de duracién en 150 mM NacCl o
NaCl 50 mM + B. japonicum (Muioz et al., 2012).

Las raices en cabellera fueron sometidas a los mismos tratamientos durante 3 h.

1.5. Cultivo bacteriano e inoculacion de tratamientos

Para los diferentes tratamientos de inoculacién se utiliz6 B. japonicumn USDA138. La
misma se hizo crecer en medio YEM (Vincent 1970) con agitaciéon constante a 28 °C por 5 dias. Para
la inoculacién de raices y plantulas, el cultivo se centrifug6 a 12.000 rpm por 30 minutos y se
resuspendié en agua destilada estéril para el control y en soluciones de NaCl (50 o 150 mM) para
los diferentes tratamientos. Para todos los tratamientos se centrifugaron 2 ml de cultivo y se

resuspendi6 en el mismo volumen de agua o de soluciones salinas.

2. Extraccidén de pelos radicales para determinaciones

biogquimicas

Para las determinaciones de metabolitos y expresion se extrajeron pelos radicales de raices
que fueron sometidas a los diferentes tratamientos utilizados en esta tesis. Para la extracciéon se
realiz6 “peeling” de la zona de la raiz que contenia pelos radicales jovenes e inmediatamente fueron
congelados en aire liquido. El “peeling” se realizd haciendo una incisién con bisturi debajo de la
lupa y tirando el tejido epidérmico que contiene los pelos radicales con una pinza de punta fina.

Pelos de aproximadamente 100 raices generan material suficiente para una muestra.

3. Extraccién de ARN

Muestras previamente congeladas a -80 °C se homogeneizaron en TRIZOL (Invitrogen)

1/10 P/V. Se mezcl6 con vortex 1 min y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Luego,
0.2 ml de cloroformo por ml de TRIZOL fueron agregados y se agit6 en vortex durante 15 seg. Se
incubb de 2 a 3 min a temperatura ambiente. Se centrifugd 15 min a 4 °C, 13.000 rpm, la fase
acuosa fue transferida a un tubo limpio y se agreg6 1 volumen de isopropanol. Se Incub6 10 min a
temperatura ambiente y se procedié a centrifugar 10 min a 4 °C, 13.000 rpm. El precipitado
obtenido se lavd con etanol al 75%, se centrifugd nuevamente por 5 min a 4 °C, 13.000 rpm.
Finalmente, se secé el precipitado y se resuspendi6 el ARN total en 25 pl H,O DEPC. Para chequear
la calidad del ARN se corrio gel de agarosa al 1 %, observandose el bandeo caracteristico del ARN
integro. Por otra parte se cuantific6 el ARN en nanodrop. Aproximadamente 10 pug de ARN total se
utilizaron para tratamiento con 2 U de DNAsal. Se incub6 10 min a 37 °C y se detuvo la reaccion
con EDTA 0.5 M y 10 min a 775 °C. Finalmente, se extrajo la enzima con fenol y se volvi6 a chequear

la calidad y la cantidad de ARN total antes de realizar la transcripcion reversa.
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3.1. Transcripcion reversa

Aproximadamente 10 ug de ARN total se utilizaron para la obtenciéon de ADNc. Se realizo
una mezcla que contenia ARN, oligo-dT y H,O y se calent6 durante 10 min a 70 °C. Luego se agregd
buffer para la transcriptasa reversa, la enzima M-MLV y dNTPs (segn indicaciones del fabricante

de la enzima). Esta mezcla se la coloc6 1h a 37 °C.

3.2. PCR en tiempo real

3.2.1. Mezcla de reaccion y condiciones de PCR

Cada reaccion de PCR contenia un volumen final de 15 pl: 2 pl de ADNg, 7.5 pl de iQ SYBR
Green Supermix (Bio Rad) y 1 ul de cada cebador (5 pmoles/ml). Las reacciones de PCR se llevaron
a cabo en termociclador iQ5 (Bio Rad).

Se realiz6 un paso inicial de desnaturalizaciéon de 5 min a 95° C y 40 ciclos de: 15 seg de
desnaturalizacion a 95° C, 30 seg de hibridacion a 59° C y 30 seg de extension a 68° C, con un paso

final en el que se realiz6 una curva de Melting para cada gen analizado.

3.2.2. Calculo de eficiencia de oligonucleo6tidos

Para poder calcular los niveles de expresion de cada gen analizado mediante el método de
Livak y Schmittgen (2001), se realizaron curvas para cada juego de cebadores haciendo diluciones
del ADNc de 1, 1x10, 1X102 y 1x10-3. Se estableci6 la eficiencia de los cebadores entre 90 y 110 %.
En los casos en los que la eficiencia estaba fuera de este rango los cebadores fueron disefiados

nuevamente.

4. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) al 12.8 %, de acuerdo con el método de Laemmli (1970).

Se evalu6 la presencia de la proteina CED-9 y ATG8 mediante western blot utilizando
anticuerpos policlonales. Luego de la electroforesis, las proteinas fueron electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa (NC) o de PVDF (polivinideno difluor) durante 1 h a 100V constantes,
en tampon de trasferencia (39 mM glicina, 48 mM Tris-HCI, 0.037% SDS 20% metanol pH 8.3). La
membrana fue lavada con TBS (50mM Tris-HCl 150 mM NaCl pH 7.5) y bloqueda con TBS + 5% de
leche descremada durante 1 h. La incubacién con el anticuerpo primario se realizé durante 1 h en
TBS + 0.5 % de leche descremada. La membrana se lavo tres veces con TBST (TBS+ 0.1%Tween
20). La incubacion con el anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina (PA) se realizd en
TBS + 0.5 % de leche durante 1 h a T° ambiente. El revelado de la actividad de PA se realiz6 en
tamp6n (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 5 mM MgCl, y 100 mM NaCl con 4 mM NBT y 12mM BCIP).
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5. Proteinas totales

Las determinaciones fueron realizadas por el método de Lowry (1951) utilizando como

estandar proteina albimina de suero bovina (BSA).

6. Determinacién histoquimica de radical super6xido

apoplastico

Se realiz6 mediante el uso de Nitro Blue Tretrazolium (NBT Sigma), una sal que se reduce

en presencia de radical superéxido y genera un precipitado azul que se denomina blue formazan.
Este precipitado puede observarse directamente en el material vegetal por microscopia o
cuantificarse mediante anélisis de imagenes. Raices control y pre tratadas 30 minutos con:
LY294002 30 uM y DPI 50 uM, con sus respectivas combinaciones inoculado y no inoculado, se
incubaron en NBT 0.01% P/V durante 30 minutos. La reaccién se detuvo con alcohol 96%. Para la

cuantificacion de imé4genes se tomaron fotografias de la raiz entera.

7. Determinacién de especies activas de oxigeno intracelulares

por microscopia de epifluorescencia v confocal

Raices provenientes de los distintos tratamientos fueron incubadas por 15 minutos en
dihidro-diclorofluoresceina-diacetato (H.DCFDA, Molecular probes, Invitrogen) 10 uM (siempre
respetando las presiones osmoéticas de cada tratamiento). Este fluorocromo reacciona con especies
reactivas de oxigeno y fluorece de color verde/amarillo. Inmediatamente transcurrido el tiempo de
incubacién con el fluoro cromo, se realizd6 “peeling” de raices provenientes de los diferentes
tratamientos que se montaron en porta objetos para la observacion. Se analizaron 3 experimentos
independientes por tratamiento y 2 “peeling” por raiz. En cada “peeling” se analizaron 4 campos. La
fluorescencia fue observada en microscopio de epifluorescencia Axiophot — Zeiss Alemania con
filtro de excitaciébn BP 450—490 y de emisién LP 520. Se tomaron fotografias por campo y se
cuantific6 por analisis de imagenes la fluorescencia perinuclear y del citoplasma de pelos radicales
individuales para cada tratamiento. Se cuantific6 un total de 50 pelos radicales por tratamiento. La
fluorescencia se expresé en unidades arbitrarias de fluorescencia respecto de la fluorescencia del

control a la que se le asign6 un valor de 1.

8. Evaluacion de muerte de pelos radicales v de raices sometidas

a los tratamientos de estrés

8.1. Viabilidad por tinciones con azul de evans y azul de trifano

Para la cuantificaciéon de muerte en pelos radicales se utilizaron el colorante azul de evans y
azul de tripano (Sigma) segin Qiao et al. (2002). Estos ingresan a la célula cuando existe pérdida
de selectividad de membranas. Raices provenientes de los diferentes tratamientos, fueron

incubadas por 10 min en azul de evans o azul de tripano 0.05% P/V (siempre respetando las
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presiones osmoéticas de cada tratamiento). Se tomaron fotografias por campo y se cuantificd6 por

andlisis de imé4genes la intensidad de color azul para cada tratamiento.

8.2. Evaluacion de la degradacion nuclear por microscopia

confocal

Raices provenientes de los distintos tratamientos fueron incubadas con naranja de acridina
y bromuro de etidio (NA-BrEt) (Sigma), 50 ug/ml de cada uno. Esta técnica se basa en el principio
de que NA y el BrEt son colorantes que se intercalan en el ADN y fluorecen bajo la luz UV. El color
naranjay la presencia de la cromatina dispersa en el citoplasma indican que las células han perdido
la integridad de la membrana nuclear y que est4n en una fase muy tardia de apoptosis. Ambos
colorantes se excitan con 488 nm y se observa la emisiéon a 500-530 nm para NA y 565-615 nm para
BrEt.

8.2. Evaluacion de la degradacion nuclear por electroforesis en

gel de agarosa

Se realizd la extraccion de ADN de pelos y raices sometidos a los distintos tratamientos
segln Saghai-Maroof y colaboradores (1984). 2 ug de ADN fueron sembrados en gel de agarosa 1.5

% y BrEt. La corrida electroforética se visualiz6 en trans-iluminador BioRad.

9. Extraccién acida para la determinacién de Glutatién, MDA v

ATP

Se extrajeron pelos radicales de raices que fueron sometidas 30 min a condiciones de estrés
NaCl 50 mM; NaCl 50 mM + B. japonicum; NaCl 150 mM y condiciones control y control
inoculado. Los mismos se homogeneizaron en mortero con aire liquido y 4cido tricloro acético
(TCA) al 3 % V/V. Las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm a 4 °C durante 15 min. El

sobrenadante se coloco en un tubo limpio y puede ser almacenado a -40°C hasta su cuantificacion.

9.1. Determinacion de antioxidantes no enzimaticos: glutation

La determinacién se realizd6 segin Griffith (1980), con algunas modificaciones. Se
colocaron 30 ul de muestra (apartado 9), 30 ul de mezcla de reaccién (Por muestra: 1 ul de
Glutatién reductasa 5 u/ml, 2.8 pl de MgCl. 60 mM, 7.5 ul de NADPH 1 mM disuelto en Tampoén
Tris-Cl pH 8 50 mM, 2.8 ul de acido etilenediaminotetraacético (EDTA) 20 mM, 36.5 ul de Tampdn
Tris-Cl pH 8 2M) y 35 ul de agua. Se incub6 a 28 °C por 30 minutos y luego se le agrego 5 ul de
acido 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB) y se incubo 15 minutos mas a temperatura ambiente.
Para determinar el contenido de glutatién reducido de la muestra se colocaron 30 pl de muestra, 40
ul de Tampon Tris-Cl pH 8 1M y 25 pl de agua. Se incub6 a 28 °C por 30 minutos y luego se le
agrego6 5 ul de acido 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB) y se incub6 15 min mas a temperatura

ambiente. La absorbancia se midi6 en espectrofotémetro a 412 nm.
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El calculo de concentracion se realizdé mediante el uso de curva patron y se expresd por

cantidad de proteinas resuspendidas del precipitado con SDS 1 % luego de la extraccion.

9.2. Determinacion de malondialdehido (MDA)

Se mezclaron 100 pl de muestra (apartado 9) con 100 pl de una mezcla que contiene TCA
20 % y acido tiobarbittrico (TBA) 0.5 %, se incub6 a 90°C por 20 minutos y se colocd rapidamente
en hielo. Estas muestras se centrifugaron a 12000 por 10 minutos para eliminar posibles
precipitados. Se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 532 nm y 600 nm (Heath y Packer 1968).

El célculo de concentracion se realizd mediante el uso del coeficiente de extincion molar del
MDA (155 mM- cm™) y se expresé por cantidad de proteinas resuspendidas del precipitado con

SDS 1 % luego de la extraccion.

9.3. Determinacion por luminiscencia de los niveles de ATP

Se tomaron 10 ul de muestra (apartado 9) y se agregd 390 ul de tampo6n Tris-Acetato 0,1 M
pH 7,8. Luego, 50 pl de esta solucién se mezclaron con 75 ul de H.O libre de ATP y 25 ul de reactivo
Luciferasa/Luciferina (rL/L) (Enliten, Promega) en placa especial de Luminémetro (Promega). Se
realiz6 una curva calibracién con una soluciéon de ATP de concentraciéon conocida provista por el
fabricante.

La luciferasa recombinante cataliza la siguiente reaccion:

ATP + D-Luciferasa + O, = Oxyluciferina + AMP + PPi + CO. + Luz (560 nm)
Cuando el ATP es el componente limitante en la reaccion de luciferasa, la intensidad de luz

emitida es proporcional a la concentracién de ATP. La medicién de la intensidad de luz en el

luminémetro permite la cuantificacién de ATP.

10. Efectos tempranos sobre etapas tardias de la interaccion

simbidtica

Semillas germinadas 2 dias fueron pre-tratadas durante 30 min con DPI 50 uM o
LY294002 30 uM, posteriormente se inocularon 30 min con B. japonicum o no (control), se
lavaron para eliminar el exceso de bacterias y se colocaron en hidroponia con soluciéon nutritiva B y
D sin nitrégeno. Luego de 24 dias de crecimiento en camara de cultivo a 27 °C y fotoperiodo 16:8
(luz/oscuridad respectivamente) se determin6 el nimero de nédulos de corona, peso fresco y

actividad nitrogenasa.

11. Actividad Nitrogenasa

La actividad nitrogenasa fue estimada mediante reduccién de acetileno a etileno y

cuantificada por cromatografia gaseosa segiin Drevon y colaboradores (1988).

125



12. Construccién de los plasmidos

Para la realizacion de las construcciones de silenciamiento mediado por ARNi de
GmVps34/PI3K y GmAtg6/Bec-1, se amplifico por PCR un fragmento correspondiente a
la region codificante a partir del ADNc obtenido de raices de soja. Dicha region se
encuentra altamente conservada por lo que el silenciamiento estuvo dirigido para ambos
genes, tanto de GmVps34/PI3K (Glymao4gio090 y Glymao6g10090) como de
GmAtg6/Bec-1 (Glyma11g21490 y Glymao4g26840). Los oligonucleo6tidos utilizados para
GmVps34/PI3K  fueron 5-CACCCCGAGAATCGTAGCATCATAAGC-3’ y 5-
CCATCTGAGGGAATAATGCACTC-3’ y para GmAtg6/Bec-1 5-
CACCTGCCAGTATTTCCGACC-3° y 5-TTGCTGAAAGAGGCTGGAAGTTAG-3’. El
producto de PCR fue clonado en el vector de entrada pENTR/D-TOPO segun las
instrucciones del fabricante (Invitrogen) y recombinado en los vectores destino
pK7GWIWG2D (II) y Tdt-RNAi. pKyGWIWG2D (II) que contiene como reportero a la
proteina verde fluorescente (GFP) y el pTDT-RNAI cuya proteina reportera es la proteina
roja del tomate (tdTomato).

La construccion pBE2113-Ced-9 (pBE-Ced-9) fue realizada por Mitsuhara y colaboradores (1996 y
1999) y pGreend35S::YFP—2xFYVE (2x-FYVE) fue cedida por Veermer (Veermer et al., 2006).
Todas las construcciones fueron introducidas en Agrobacterium rhizogenes K599 por

electroporacion.

13. Preparacién de plasmidos (Miniprep)

Se extrajeron los plasmidos a partir de 3 ml de cultivo liquido bacteriano de Escherichia
coli DH5-a con las diferentes construcciones utilizadas en esta Tesis (pBE-Ced-9; ARNi-Tdt; PI3Ki-
Tdt; PI3Ki-GFP; 2x-FYVE y ATG6i-GFP). Las bacterias cosechadas se centrifugaron a maxima
velocidad durante 1 min. Se descarté el sobrenadante y al precipitado se le agreg6 200 pl de
solucién de resuspension y se homogeneizo. Se agreg6 0.5 g de ARNasa y 200 ml de solucién de
lisis [Na(OH) 0.2M y 1% SDS]. Se mezclaron los tubos por inversion, se agregd 200 pul de solucién
de neutralizacion y se volvié a mezclar la solucion. Se incub6 5 min en hielo, se centrifugbé 3 min a
maéaxima velocidad y se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio. Se agreg6 300 pl de CHCl, se
agitd con vortex y se centrifugé 5 min a maxima velocidad. Se pas6 la fase acuosa a un tubo limpio y
se agregaron 2:3 del volumen de Isopropanol. Se mezclé con vortex y se incubé durante 10 min a -
20° C. Se centrifugd 15 min a maxima velocidad, se descart6 el sobrenadante y se lavd el
precipitado con 500 pl de etanol 70%. Se secd el precipitado con vacio y se resuspendi6 en 32 ul de
H,O DEPC. El precipitado resuspendido se mezclé suavemente con NaCl 1 M y PEG 8000 6.5 %. Se
incub6 en hielo 1 h y se centrifugd 30 min a maxima velocidad. Se descart6 el sobrenadante y el
precipitado se lavd con etanol 70 %. El precipitado se sec6 con vacio y se resuspendié en 20 ul de
H.O DEPC.
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14. Cuantificacidén de iones en raices en cabellera sometidas a

condiciones de estrés

La cuantificacion de los iones sodio, potasio y calcio se realiz6 mediante cromatografia
liquida de alta presién (Shimadzu). Las muestras fueron incubadas en acido nitrico 0,1 N durante
una semana para la extraccion de los iones. Posteriormente, se filtraron las muestras y se realizaron

las diluciones necesarias en agua previamente filtrada.

15. Analisis y cuantificacién de imagenes

La cuantificacién en imégenes de color y fluorescencia se llevé a cabo usando el programa
OPTIMAS 6.1 Optimas Corporation, Bothell, WA. La coloracion o fluorescencia fue cuantificada
como luminiscencia y transformada en unidades de densidad 6ptica (DO). La intensidad se

cuantific6 siempre respecto del area analizada.

16. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media aritmética + error estandar de las réplicas
independientes. El test de diferencias de medias (DGC) y prueba t para una media se realizaron
utilizando el progama InfoStat/Profesional ver. 2007p, Grupo InfoStat, Facultad de Ciencias

Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.
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