
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Caracterización molecular de laCaracterización molecular de la
relación hospedante-patógeno en elrelación hospedante-patógeno en el

sistema trigo-roya de la hojasistema trigo-roya de la hoja

Heinz, Ruth Amelia

1991

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biológicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Heinz, Ruth Amelia. (1991). Caracterización molecular de la relación hospedante-patógeno en el
sistema trigo-roya de la hoja. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2457_Heinz.pdf

Cita tipo Chicago:
Heinz, Ruth Amelia. "Caracterización molecular de la relación hospedante-patógeno en el
sistema trigo-roya de la hoja". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. 1991.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2457_Heinz.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2457_Heinz.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2457_Heinz.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

TEMA DE TESIS

Caracterización molecular de 1a relación

hospedante-patógeno en el sistema trigo-raya de la hoja

AUTOR

‘ Ruth Amelia Heinz

DIRECTOR DE TESIS

Dr. H. Esteban Hopp

LUGAR DE TRABAJO

Instituto de Genética e
Instituto de Biologia Molecular

INTACastelar

Tesis presentada para optar al titulo de -‘7’"
Doctor en Biologia /(2:3/5 _

«.995? _

1991 48‘



A Carlos, por haberme acompañado y alentado
durante todo este tiempo de trabajo



E l . . l z

Deseo expresar mi agradecimiento a todos aquellos que de
una u otra forma han contribuido a la realización del presente
trabajo.

Muy especialmente al Dr. Esteban Hopp. a quien debo mi
formación en el área molecular, por la dirección de este
trabajo y por el apoyo y estimulo recibido en todo momento.

Al Ing. Ewald Favret por la oportunidad de realizar este
trabado en el Instituto de Genética y por su permanente apoyo y
criticas al mismo.

Al Dr. Eduardo Palma por haberme permitido desarrollar la
mayorparte de este trabajo en el Instituto de Biologia
Molecular que el dirige.

A todos los integrantes del Instituto de Genética,
especialmente a los Ing. Francisco Sacco y Hector Saione, por
la multiplicación del material biológico y al Ing. Agr. Enrique
Suárez por sus enriquecedores aportes a este trabado.

A mis compañeros del Instituto de Biología Molecular por
haber permitido que este trabajo se realizara en un ámbito
cordial y de mutuo apoyo.

A mis compañeras de mesada Mariana y Laura. por la activa
participación y colaboración en este trabajo.

A Alejandro Escandón, compañero desde mis inicios en
Biología Molecular, por su constante apoyo.

A mis padres por el apoyo que siempre me han brindado.

A Carlos por el infinito estimulo, comprensuóny paciencia



Pocos ejemplos hay en la historia mas claros de
que no basta la agudeza intelectual para descubrir una
cosa nueva. Hace falta entusiasmo, amor previo por esa
cosa. El entendimiento es una linterna que necesita ir
dirigida por una mano, y la mano necesita ir
movilizada por un afán preexistente hacia este o el
otro tipo de posibles cosas. En definitiva solo se
encuentra lo que se busca y el entendimiento encuentra
gracias a que el amor busca.

José Ortega y Gasset



DEP
DMSO
DTT
EDTA
H-P
kDa
Met
MOPS
PPO
PR
SDS
SDS-PAGE

TCA

Dietilpirocarbamato
Dimetilsulfoxido
Ditiotreitol
Acido stilendiaminotetraacético
Hospedante-patógeno
kilodalton
Metionina
Acido 3-N-Morfolinopropanosulfónico
2,5-difeniloxazol
Proteina relacionada con la patogénesis
Dodecilsulfato de sodio
Electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio
Acido tricloroacético
N,N,N',N' tetrametilendiamina
tipo de infección
Tris lOmM; EDTA lmM
piperazine-N y N'-bis (a-ethane-sulfonic
acid)
Seroalbuminabovina
N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2—
ethanesulfonic acid.
isopropyllhico-B-D-galaotoside
5-bromo-4-choro-3 indolyl-B-D-galactoside
medio de Luria-Bertani
Polyanetholesulfonic acid
cuentas por minuto
unidad formadora de placas de lisis
pirofosfato
DNAcopia
RNAmensajero
metionina
pares de bases
peso molecular



INTRODUCCION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..1
1. Enfermedades causadas por patógenos especificos . . . . . ..1

Especificidad fisiológica de las royas . . . . . . . . . . . . . .. 3
2. Interacciones hospedante-patógeno especificas vs.

interacciones inespecificas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 3
2.1. Interacción no especifica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..3
2.2. Interacción especifica y genética

interorganismica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..4
3. Genética de la relación hospedante-patógeno en

interacciones especificas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..7
3.1. Modelo de Flor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..7
3.2. Modelo de Favret . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..9

4. Aspectos fisiológicos y bioquímicos de la relación
hospedante-patógeno . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..10
4.1. Roya de la hoja . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..10
4.2. Proceso de penetración de la roya de la hoja....ll
4.3. Reacciónhipersensible. Inhibición del

crecimiento del hongo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 13
4.3.1. Inhibición tempranadel desarrollo

del hongo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..13
4.3.2. Expresión tardía de la

incompatibilidad . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..14
4.4. Mecanismosde defensa frente a la infección por

patógenos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
4.4.1. Productos del metabolismosecundario.....16

a) Fitoalexinas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..16
b) Lignificación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..17

4.4.2. Modificaciones de la pared celular
(excluyendo lignificación) . . . . . . . . . . . . . ..18

4.4.3. Enzimas hidrolíticas . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..19
4.4.3.1. Quitinasa y lisozima . . . . . . . . . . ..19
4.4.3.2. B-l,3-glucanasa . . . . . . . . . . . . . . . ..21
4.4.3.3. Otras hidrolasas.. . . . . . . . . . . . ..22

Celulasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..22
Glicosidasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..22
a Manosidasa y B-N acetil
glucosaminidasa . . . . . . . . . . . . . . .. 22
Proteinasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..22
Ribonucleasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..22
Fosfatasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..22

4.4.4. Proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..22

4.4.5. Inhibidores de proteasas . . . . . . . . . . . . . . . ..24
4.4.6. Inducción de enzimas de defensa.

Desencadenantes y receptores . . . . . . . . . . . ..24
4.5. Mecanismosde virulencia conocidos en

patógenos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..26
4.5.1. Detoxificación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..26
4.5.2. Producción de toxinas . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..26

5. Organización génica de segmentos isofénicos en
cereales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..28
5.1. Localización cromosómica de genes de reacción

a roya . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..28
5.2. Localización de genes que codifican para

proteinas de reserva . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..29



marcadores de genes de reacción a roya . . . . . . . . ..30
6. Biologia molecular de la relación

hospedante-patógeno . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..31
6.1. Modelosmoleculares de reconocimiento

hospedante-patógeno . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..31
6.1.1. Compatibilidad especifica vs

incompatibilidad especifica . . . . . . . . . . . . ..31
6.1.2. Modelode compatibilidad básica en

interacciones hospedante-patógeno . . . . . . ..33
6.1.3. Etapas de reconocimiento entre hospedante

y patógeno. Modelo de complementación....34
6.2. Evidencias de cambios moleculares en

interacciones hospedante-patógenoespecificas...37

Objetivos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..40

MATERIALES Y METODOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..42
1. Material biológico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..43
2. Reactivos quimicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..45
Parte Experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..47
3. Condiciones de crecimiento de las plantas e

inoculación de plántulas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..47
4. Análisis de cambios proteicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..47

4.1. Sistemas de marcación de hojas "in vivo" . . . . . ..47
4.1.1 Marcación a través de raiz . . . . . . . . . . . .. 47
4.1.2. Marcación a través de vaina . . . . . . . . . . . ..48

4.2 Procesamiento de muestras. Fraccionamiento.....51
4.3 Medición de radiactividad incorporada . . . . . . . . ..52
4.4 Electroforesis de proteinas . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..53

4.4.1. Método de Chua y Bennoun . . . . . . . . . . . . . . ..53
4.4.2. Método de Altman . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..53

4.5 Tratamiento para fluorografia . . . . . . . . . . . . . . . . ..54
4.5.1. Tratamiento con salicilato de sodio..
4.5.2. Tratamiento con PPO-DMSO. . . . . . . . . . . . . .. 54

4.6 Extracción e identificación de proteinas
ácidas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..55

5. Analisis de cambios a nivel de RNA. . . . . . . . . . . . . . . . ..56
5.1 Extracción de RNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..56
5.2 Electroforesis de RNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..56
5.3 Traducción de RNAmensajero . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..57
5.4 Electroforesis de proteinas sintetizadas

"in vitro" . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..54
6. Análisis de la organización génica . . . . . . . . . . . . . . . . ..58

6.1. Extracción y electroforesis de proteinas
de reserva . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..58

6.2. Extracción y purificación de DNA. . . . . . . . . . . . . ..58
6.3. Restricción con endonucleasas y Southern blot..59
6.4. Extracción de plásmidos y preparación

de sonda . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..60
6.5. Hibridación, exposición y revelado . . . . . . . . . . . ..62

7. Construcción de colecciones de cDNAen lambda gth....62
7.1. Aislamiento de RNAmensajero a partir de RNA

total . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..62

proteínas de reserva . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..29
5.3. Utilización de genes de proteinas como

7.2. Sintesis de cDNAdoble cadena a partir de mRNA..63



7.3. Electroforesis en gel alcalino . . . . . . . . . . . . . . . . ..64
7.4. Fraccionamiento del CDNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..65
7.5. Cuantificación del cDNAdoble cadena obtenido...65
7.6. Clonado del cDNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..66

8. Construcción de una colección de cDNAdiferencial . . . . ..67
8.1. Fotobiotinilación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..68
8.2. Síntesis de cDNA1° cadena de Gamma1R-F01
8.3. Hibridación sustractiva . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..69
8.4. Síntesis de cDNA2° cadena . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..69

'8.5. Clonado de cDNAdiferencial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..69
8.5.1. Adición de adaptadores . . . . . . . . . . . . . . . . . ..69
8.5.2. Selección del cDNApor tamaño. . . . . . . . . . ..70
8.5.3. Ligada del cDNAal vector pcDNAII . . . . . ..70
8.5.4. Transformación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..71

9. Identificación de clones diferenciales . . . . . . . . . . . . . . . ..71
9.1. Minipreparación de plásmidos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..73
9.2. Preparación de plásmidos a gran escala . . . . . . . . . ..73
9.3. Digestión con enzimas de restricción

de los plásmidos obtenidos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..73
9.4. Electroforesis en geles de agarosa . . . . . . . . . . . . . ..74

RESULTADOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..76
l. Determinación del momentoóptimo de inoculación . . . . ..76
2. Evaluación del grado de reacción y sintomatología....76
3. Proteinas sintetizadas de novo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..79
3.1 Comparación de sistemas de marcación de hojas

"in vivo” . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..80
3.2. Comparaciónde sistemas de electroforesis

y procesamiento para fluorografia . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..81
3.3 Caracterización de los patrones electroforéticos

de proteínas sintetizadas "in vivo" . . . . . . . . . . . . . . . . ..81
3.3.1. Curva de tiempo del proceso de infección . . . . ..83
3.3.2. Análisis de la especificidad de

bandas polipeptidicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..88
3.3.2.1. Variación en la tasa de

sintesis proteica en plantas
infectadas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..88

3.2.2.2. Patrones electroforéticos de
interacciones H-P compatibles
e incompatibles al tercer día
del proceso de infección . . . . . . . . . . . ..91
a) Incrementos en intesidad de

bandas polipeptidicas . . . . . . . . . . . ..91
b) Disminución en intensidad

de bandas polipeptidicas
diferenciales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..94

4. Caracterización de los patrones electroforéticos
de proteínas sintetizadas “in vitro" . . . . . . . . . . . . . . ..102
4.1. Curva de tiempo de proteínas sintetizadas
“in vitro” en interacciones compatibles en
incompatibles . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..102
4.2. Patrones de traducción de RNAsde diferentes
interacciones compatibles e incompatibles . . . . . . . . . ..107

5. Proteinas relacionadas con la patogénesis . . . . . . . . . ..111
6. Analisis de la organización génica en segmentos

isofénicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..113



6.1. Análisis de gliadinas y glutelinas . . . . . . . . . . . ..113
6.2 Análisis de rearreglos a nivel de DNA. . . . . . . . ..116

7. Construcción de colecciones de cDNA. . . . . . . . . . . . . . . ..119
B. 7.1. Clonado en lambda gth

7.1.1. Síntesis y fraccionamiento de cDNA. . . . ..119
7.1.2. Analisis de la colección de cDNA. . . . . . ..122

7.2. Construcción de una colección de cDNA
diferenciales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..122
7.2.1. Hibridación sustractiva . . . . . . . . . . . . . . . ..123
7.2.2. Transformación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..124
7.2.3. Identificación de clones de cDNA

diferencial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..124

DISCUSION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..133
1. Sistema trigo-roya de la hoja comomodelo de

interacciones altamente especificas . . . . . . . . . . . . . . . ..134
2. Sintesis de polipéptidos relacionados con la

reacción a patógenos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..135
3. Transcripción de RNAmensajeros en hojas inoculadas

con roya . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..138
4. Dirección de los cambios polipeptídicos y de RNAs

específicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..141
5. Clonado de cDNAdiferenciales inducidos en una

interacción compatible . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..142

CONCLUSIONES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..145
BIBLIOGRAFIA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..148
RESUMEN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..163



INTRODUCCION



LENEEBMEDADESJAUSADALRQRfiIQGENQiEñBEQLElQQS

Es conocido que las enfermedades afectan tanto el
rendimiento como la calidad de productos de cosecha. Entre las
enfermedades que ocasionan mayores pérdidas en cereales como el
trigo, agravadas en mayor o menor medida por las condiciones
climáticas imperantes (humedad y temperatura), figuran las
royas.

Muchasde las enfermedades que ocasionan, en forma regular,
pérdidas de rendimiento y disminución de la calidad en las
especies cultivadas, pueden en mayor o menor grado, ser
controladas por biocidas. En particular las royas constituyen
uno de los tipos de patógenos de más dificil control siendo
necesaria la utilización de productos sistémicos que aumentan
los costos de producción significativamente. Debido a esto, no
hay dudas que la forma más eficiente de evitar pérdidas
provocadas por fitoparásitos, consiste en la siembra de
genotipos resistentes a los mismos. Sin embargo hay que tener
en cuenta que patógenos como las royas que presentan una alta
capacidad de generación de nuevas formas por mutación,
virulentas sobre variedades antes resistentes, hacen más
difícil el control. La obtención de variedades resistentes por
métodos de mejoramiento clásicos se enfrenta también con otras
limitaciones como por ejemplo la introducción, en variedades
agronómicamente importantes, de genes indeseables ligados a los
de interés o el número de generaciones necesarias para la
fijación de caracteres.

La caracterización molecular de los productos
intervinientes en la reacción a patógenos altamente especificos
como las royas es el primer paso para entender el mecanismo de
interacción hospedante-patógeno en este tipo de sistemas y
poder determinar la forma y el momento de expresión de los
genes intervinientes.



En2enifiQidad_fisiológica_de_lan_noyas

A principios de siglo se demostró (Biffen 1907) la
existencia de factores que regulan la resistencia frente a
Engginia_glnmarnm, en trigo y Erxsiphe_graminis en cebada, que
mostraron un patrón hereditario concordante con las leyes de
Mendel recientemente redescubiertas. Para esa misma época se
detectaron diferentes formas de BngciniaL_graminisntziLigi,
respecto de su patogenicidad, habiéndose descripto por lo menos
200 variantes fisiológicas (Shaw 1963). La especialización
fisiológica de B¿recgndiLaLtritigi fue reportada ya en 1926 por
Mains y Jackson.

En la actualidad se acepta la existencia de dos tipos
diferentes de asociaciones o interacciones posibles entre el
organismo hospedante y el patógeno: una considerada especifica
y otra no específica.

2.1. lnLeraccion_no_sspsciíicai

La interacción no específica es aquella en la cual la
reacción del hospedante no está condicionada por el genotipo
del patógeno. La interacción más elemental es entonces:
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La resistencia (O) del hospedante A es perdurable en el
tiempo, pues el patógeno no tiene posibilidad de producir un
genotipo capáz de provocar una reacción compatible (1).

Algunos autores (Ward y Soessl, 1976) definen a este tipo
de resistencia no específica, resistencia por “no huesped“,
considerándola comouna resistencia mas general desencadenada
inespecificamente por un microorganismo sobre una especie que
normalmente no puede considerarse como hospedante. Otros
autores (Ouchi, 1976) consideran que la falta de genes de
reconocimiento del patógeno (genes para “susceptibilidad) es la
causa de esta resistencia generalizada. Esta resistencia es
aparentemente efectiva sobre la mayoria de los microorganismos
capaces de infectar plantas superiores distinguiéndose de la
"resistencia de cultivar“ o resistencia específica.

2.2 Interacciones especificas y genética interonganíamica:

Las interacciones de tipo específico fueron demostradas en
forma concluyente por Flor en 1942 (Flor, 1942; Flor 1955).
Este investigador, trabajando con Linnum__usitatissimum y
Melampagna__lini, determinó que la enfermedad “roya del lino”
resulta de interacciones entre genes de ambos organismos. La
teoría de Flor conocida con el nombre “gen a gen" establece que
la resistencia o susceptibilidad de una planta a un hongo
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productor de “roya” y la virulencia o avirulencia del mismocon
relación a la planta, resulta de la interacción entre el
complejo génico nuclear y/o citoplasmático de ambos organismos
y que el ambiente actúa en forma individual sobre cada
organismo y sobre la interacción que se produce entre los
mismos.

Cuando dos variantes fisiológicas de un patógeno causan
diferentes reacciones en un mismo huésped, una que produce
enfermedad y la otra que no, pueden ser clasificadas comorazas
diferentes del patógeno, lo que lleva al término resistencia
especifica de raza. La raza que causa enfermedad se dice que es
virulenta sobre el cultivar, mientras que la otra se describe
como avirulenta. Desde el punto de vista práctico, la reacción
específica es reconocida por la existencia de razas
fisiológicas del patógeno. La ausencia de razas fisiológicas,
por otro lado, no permite descartar la existencia de
variabilidad (en cuanto a resistencia a patógenos) ya que no se
puede asegurar que frente a otra variedad de huésped aún no
probada, sea posible distinguir dos razas distintas a partir de
lo que pensábamos era una sola raza.

Luego de la formulación de esta hipótesis se comprobó que
otros sistemas hospedantes-patógenos estan determinados por
mecanismosgenéticos similares.

La siguiente figura adaptada de Loegering (Loegering 1966;
Loegering et al 1981) permite visualizar en forma clara un
sistema de este tipo:

Quadrg_2

ORGANISMO Hospedante Enfermedad Patógeno

CARACTER Reacción Tipo de infección Patogenicidad

FENOTIPO Resist. Suscep. O 1 Avir. Vir.

Cuando un patógeno (P) desarrolla sobre un hospedante (H)
el resultado usualmente es una pústula, una lesión, una mancha,
etc, que no son caracteres propios del hospedante o del
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patógeno sino de la interacción. Las diferentes peculiaridades
que presentan estas pústulas, manchas, etc, permiten que se las
pueda clasificar, arbitrariamente, en diferentes tipos de
infección (TI) que son indicativas de la mayor o menor gravedad
de la enfermedad. El TI, en consecuencia, describe la
enfermedad. Un TI=O indica que la asociación entre ambos
organismos es incompatible, lo que equivale a decir que el
patógeno no puede desarrollar sobre el hospedante, o que lo
hace muypobremente. La interacción entre una raza avirulenta y
un huésped resistente es incompatible.

UnTI=1 significa que la asociación es compatible y por lo
tanto el patógeno puede desarrollar sin obstáculo sobre el
hospedante. La interacción entre una raza virulenta y un
huésped susceptible se describe comocompatible.

Tanto la reacción que es un carácter propio de la planta,
comola patogenicidad que lo es del parásito, no pueden ser
evaluados en forma directa. Estos caracteres son evaluados a
través del TI que es el carácter de la enfermedad.

En la naturaleza ocurre que existen varios pares de genes
correspondientes que interaccionan para producir el TI. Estas
interacciones fueron clasificadas por Loegering y Powers en
cuatro categorias:

a) Involucra dominancia y recesividad entre alelos de un
gen para reacción o patogenicidad en el hospedante o el
patógeno respectivamente. Ej. avirulencia es generalmente
dominantesobre virulencia en el patógeno y resistencia sobre
suceptibilidad en el huésped.

b) Involucra efectos genéticos tales como epístasis y
complementaridad, las que resultan de interacciones entre genes
para reacción o patogenicidad, en diferentes loci en los
organismos respectivos.

c) Involucra interacción dentro de cada par de genes
correspondientes.

d) Involucra las interacciones entre dos o más pares de
genes correspondientes.

Las categorias a) y b) son comunesa la genética clásica y
las categorías c) y d) son las que corresponden a lo que se
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denomina genética interorganismica, porque se verifican entre
genes de distintos organismos.

En 1a categoria d) de interacciones el T1=0de un par de
genes correspondientes es epistatico sobre el TI=1 de otro u
otros genes correspondientes.

Como se puede inferir, el concepto de reacción o
patogenicidad en un sistema H-P no depende de ninguno de los
organismos por si mismos, sino de la interacción entre genes de
ambos organismos.3.WWW
lNIEEAQQIQNEíESBEQlELQAS

3.1. Modelaudfi.ElQI

La hipótesis básica para la correspondencia de genes del
hospedante y genes del patógeno se representa con un modelo que
se conoce con la denominación de “quadratic check” postulado
por Flor (1942. 1955) en su teoría de relación “gen a gen”
anteriormente mencionada. El siguiente cuadro resume dicho
modelo:

Quadro_fi

PP PP

RR O 1

rr l l

Por lo tanto, para cada gen con dos alelos en el
hospedante, (uno de ellos, R confiere resistencia [O] y el
otro, r suceptibilidad [1]) hay un gen correspondiente también
con dos alelos en el patógeno (uno de los cuales, P confiere
avirulencia y el otro, p virulencia).



En el cuadro 4 se observa la interacción entre dos genes
con dos alelos en el hospedante con dos genes con dos alelos en
el patógeno en correspondencia con la teoría de Flor. De aqui
el nombre “gen a gen" que tiene la teoría.

W
PATOGENO

ALAL ALAL aLaL aLaL
ANAN aNaN ANAN aNaN

LLnn O O l 1
llNN. 0 1 0 1

Comose desprende del cuadro, es suficiente la presencia de
un gen de resistencia (L o N) en el hospedante interactuando
con el correspondiente gen de avirulencia en el patógeno (ALo
AN)para que la reacción final sea incompatible (0).

Esta teoria postulada por Flor adolece de ciertas
imprecisiones señaladas por Favret (Favret 1969; Favret 1971).

Tomandoen cuenta lo siguiente
Con respecto al huésped: (Favret 1966)
a) El número de genes es usualmente muy alto.
b) El número de alelos (o pseudoalelos) para algunos genes

es también muyalto. Los loci para resistencia a enfermedades
tienen múltiples sitios activos, lo que determina que la
posibilidad de ocurrencia de nuevos alelos dominantes por un
simple cambio relativo de DNAes mayor en comparación con otros
caracteres (Kiyosawa y Namura 1988).

c) Los genes de reacción tienden a estar localizados en
segmentos cromosómicos (probablemente formando familias
multigénicas) y no estar distribuidos en forma dispersa por el
genoma.

Con respecto a1 patógeno: (Mosseman 1966)
a) El número de genes es usualmente alto.



b) Las series multialélicas son infrecuentes o posibleïente
inexistentes.

c) Los genes están dispersos en el genoma.
Favret señala dos problemas a la hipótesis de Flor:
a) La correspondencia numérica entre genes del patógeno y

del huésped requiere de la definición de genes alélicos, y,
comoconsecuencia, la hipótesis se torna tautológica.

b) Si se observa el “quadratic check” se ve que el par de
genes correspondientes RR/PP da un TI=0 con lo que se puede
concluir que el alelo R da resistencia y el alelo P da
avirulencia. Pero cuando se toma el par correspondiente RR/ppR
ya no da resistencia sino susceptibilidad, y algo similar
ocurre cuando se observa el par rr/PP donde P ya no confiere
avirulencia sino virulencia en presencia de un gen de
susceptibilidad.

3.2.MW
En base a los puntos contradictorios del modelo de Flor

señalados anteriormente, Favret (1969) propuso ciertas
modificaciones postulando un modelo de relación
hospedante-patógeno que denominó "alelo a gen“.

El siguiente cuadro muestra la interacción de un gen con
dos alelos en el hospedante con dos genes dialélicos en el
patógeno. En este caso la correspondencia es de “un alelo en el
hospedante para un gen dialélico en el patógeno”.

mmm
PATOGENO

P1 P1 P1 P1 pi P1 P1 pi

P2 P2 p2 p2 P2 P2 p2 p2

R1R1 O O 1 1

R2R2 O 1 O l
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Además, Favret, considera que es dificil concebir que un
huésped posea dos o más alternativas alélicas de un gen como
resistencia y susceptibilidad, a menos que se caiga en un
razonamiento teleológico: el patógeno no es un factor necesario
para el desarrollo del huésped, de manera que es erróneo postular
que el huésped tiene alelos para resistencia o susceptibilidad.
Por lo tanto propone hablar de alelos de reacción al patógeno en
el hospedante y genes de virulencia en el patógeno. Habría genes
en el hospedante que regulan algunos aspectos de su metabolismo y
que interfieren con el desarrollo del patógeno.

4. ASBEQIQS__ELSIQLQGLQQS__X__BlQQQlMlQQS__DE__LA._EELAQlQN

HQSEEDANÏEngÏQGENQ¿
El estudio de la relación hospedante-patógeno en sistemas

altamente específicos comoel de trigo-roya de la hoja es
conveniente encararlo como interacción de dos organismos y no
estudiar ambos organismos en forma individual. Pero con el
objeto de entender la forma de infección del patógeno de
interés en este trabajo y su distinción de otros patógenos, se
describen brevemente a continuación las características más
sobresalientes del mismo, su forma de penetración y los
mecanismos de defensa que se inducen en el hospedante a causa
de la infección. Si bien se particulariza el caso de roya, lo
mencionado es válido no solo para este patógeno sino en general
para distintos sistemas que incluyen diversos hospedantes y
patógenos, asi como los mecanismos de virulencia conocidos en
algunos de estos patógenos.

4.1 Boxa_de_la_hoia

La roya de la hoja, Enccinia_recondita__ílspl__tritici fue
descripta por primera vez por Chester en 1946. Es un parásito
obligado aunque puede ser cultivado en medios artificiales
(Williams et al. 1966) pero su crecimiento es limitado (Katsuya
et al. 1978). Aunque han sido descriptos hospedantes
alternativos- (Wahl et al. 1984), en Argentina y en general en
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Américaes autoica, desarrollando todo su ciclo en trigo (fases
haploides: basidiosporas, micelio, espermogonio; fases
diploides: micelio dicariótico, ecidiosporas, uredosporas,
teleutosporas). Las teleutosporas no se producen en condiciones
de invernáculo o camaras de cria, por lo que se utilizan
uredosporas para las inoculaciones experimentales. Las
uredosporas son normalmente las esporas de multiplicación del
hongoen el cultivo, mientras que las teleutosporas constituyen
las esporas de resistencia para la siguiente temporada.4.2WWW

Las esporas del hongo germinan en la superficie de la hoja
en condiciones apropiadas de luz (la irradiación continua es
inhibitoria), humedad(alta) y temperatura (entre 18 y 25 oC).
Este paso resulta crítico ya que si la espora germina en una
hoja sin capa de cera, no puede adherirse y no desarrolla. El
tubo germinativo crece en dirección perpendicular a la
superficie de la hoja, maximizandola probabilidad de encontrar
estomas que son los sitios de penetración (Wynn y Staples,
1981). Este hecho fue denominado como tropismo de contacto. En
ese punto las células del tubo germinativo se diferencian en
una estructura conocida como “apresorio”, que cubre el estoma y
se desarrolla produciendo un filamento que penetra a través del
estoma en la cavidad subestomática. Allí se forma una vescicula
subestomática que da lugar a la hifa de infección en la que se
diferencian células madres de haustorios. El haustorio en
contacto con células del mesófilo, rompe la pared (Wynn y
Staples, 1981). A esta altura del proceso de infección, la
interacción ya se perfila como compatible (el hongo puede
seguir desarrollando y colonizar nuevo tejido) o incompatible
(en este caso el hongo queda circunscripto al punto de
penetración y no hay desarrollo ulterior).

Muchoscambios bioquímicos ocurren en las células del hongo
cuando comienza la diferenciación. Hay síntesis de DNA,
división celular, síntesis de nuevas proteínas y los elementos
del citoesqueleto toman una nueva orientación (Staples y Macko
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1984). Por lo menos una de las proteinas cuya sintesis se
estimula forma parte del citoesqueleto. Estos cambios podrian
estar involucrados en un mecanismosensor del tubo germinativo
que permitiría el desarrollo ulterior y penetración del hongo.

Ciertas royas como la que infecta soja penetran a través de
la epidermis. En este caso es comúnla presencia de enzimas del
hongo, comocutinasas, que facilitan el proceso de penetración.

Qutinasa; Las hojas están cubiertas por cutina que es un
polímero de acidos grasos hidroxi-epoxi, impregnado con ceras.
La cutinasa es una esterasa cuyo sitio activo contiene serina,
histidina y residuo carboxilo. Esta enzima es producida por una
serie de hongos, la más conocida el la de Enaaninm_sglani_f.sp.
2131 (Woloshuky Kolattukudy, 1986). El gen de la cutinasa es
inducido por monómeros de cutina estando la señal inicial a
cargo de cutinasas constitutivas que se encuentran en baja
concentración. Un CDNFque codifica para una cutinasa de este
patógeno fue aislado por Soliday et al. (1984). La cutinasa
tendria un papel importante en la penetración del hongo a la
planta. Hay una serie de evidencias que apoyan lo antedicho:

—Está presente en los sitios de penetración (Shaykh et
a1., 1977)

- El tratamiento del inóculo con anticuerpos anti cutinasa
previenen la infección en plantas sanas pero no en plantas
heridas. (Maiti y Kolattukudy, 1979)

Inhibidores quimicos de cutinasa también previenen la
infección

—Mutantes deficientes en producción de cutinasas son
avirulentas (Koller et al. 1982). En este ultimo caso, la
mutante pudohaber sido deficiente en otros factores esenciales
para la penetración ya que el agregado de cutinasa al inóculo
causó una restauración parcial de la virulencia en tejido sano.
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4.8. BaacciQn_hipensensiblei_lnhihición_dsl_cnacimianto_dal

hongo

En el sistema trigo-roya de la hoja, comoen otros sistemas
específicos, la interacción incompatible se caracteriza por
necrosis celular en e] sitio de penetración del hongo conocida
como reaccion hipersensible. En algunas interacciones
incompatibles entre cereales y royas, el desarrollo del hongo
es inhibido severamente en etapas muy tempranas mientras que en
otros la expresión de la incompatibilidad es tardía.

4.3.1. lnhibición.tem2rana.dal desarrollocdal_hongg

Haysistemas en los que la necrosis celular precede a la
inhibición del hongo y otros en que ocurre lo contrario.

El sistema trigo-roya del tallo, corresponde al primer tipo
de reacción donde la necrosis del hospedante ocurre antes que
la inhibición del hongo y dicha respuesta involucra al gen Sr5
(Rohringer et a1, 1979). En este sistema se produce
lignificación 24 hs. después de la inoculación, durante la
inhibición del desarrollo del haustorio. Las células
lignificadas se necrosan en este sistema. La inhibición de la
lignificación permite el desarrollo del haustorio de igual
forma en interacciones compatibles e incompatibles. Otro
ejemplo de necrosis previa a 1a inhibición del hongo es el del
gen Sr6 de trigo que determina resitencia a roya del tallo
(Samborski et al. 1977).

Por otra parte en el sistema avena-Eugginia_congnata (raza
226), la necrosis celular ocurre después que la inhibición del
crecimiento del hongo. El crecimiento de la hifa se retarda a
las 20 hs. después de la inoculación, comparada con el sistema
susceptible, esto es antes de 1a formación del haustorio y del
colapso Celular que ocurre alrededor de las 28 horas (Tani y
Yamamoto,1979; Tani et al. 1975 a, b). Esto indica que ocurren
importantes eventos en el esPacio intercelular antes de la
penetración del haustorio.

En el sistema trigo (portador del gen Lr20) para



resistencia a E¿_Lecgndita, Jones and Deverall (1977a,b; 1Ï978)
encontraron evidencias de sustancias difusibles que
posiblemente sean productos del gen Lr20. En este sistema, los
cambios a nivel de células del huésped preceden a los cambios
en hongos en por lo menos 18 horas. El análisis de protoplastos
indica que estos colapsan 36 horas después de la inoculación,
mientras que la inhibición del crecimiento del micelio se
detectó recién 12 horas después del colapso. El modelo del gen
Lr20 es sensible a la temperatura (es activo a 20 oC). Después
de un tratamiento de calor seguido por transferencia de las
plantas infectadas de 30°C a 20°C, se produjo necrosis
alrededor de colonias avirulentas pero no alrededor de colonias
virulentas. Se postula que una “toxina” es producida por el
micelio avirulento a 30°C y las células respondieron a esta
sustancia a menor temperature cuando el gen Lr20 es activo. El
tamaño del área afectada en el hospedante indica que la toxina
es difusible.4.3.2

Un ejemplo de expresión tardía de la reacción incompatible
es el del sistema trigo-roya del tallo, especificada por los
genes SrB y Sr22, donde aparecen células necróticas a las 60 o
72 horas posteriores a la infección.

El primer efecto significativo es la inhibición del
crecimiento de la hifa del hongo desde el perímetro de las
colonias establecidas. La inhibición tardia del crecimiento de
la hifa se interpreta comoel retardo de la expresión de los
genes de avirulencia P8 y P22. La expresión tardía de estos
genes podria deberse a que los productos de estos genes son
sintetizados solo por las hifas o son producidos también en las
colonias pero no son accesibles al hospedante de forma que no
se produce el reconocimiento del patógeno avirulento.
Alternativamente, la expresión tardía de la incompatibilidad
puede deberse a un retardo en la expresión de los genes de
resistencia, en respuesta a productos del hongo formados solo
en estadios avanzados del desarrollo de la colonia.
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Otro caso de inhibición tardía es la interacción

avena-Enggin1a__corgnata. Se encontraron haustorios muertos en
células intactas y en células necróticas al cuarto dia
posterior a la inoculación, pero el crecimiento de la colonia
no fue afectado hasta el sexto dia después de la inoculación.
En este sistema la muerte de las células del haustorio precede
a la necrosis de la célula huésped.

El sistema trigo-Buccinia_recondita__tnitigi estudiado en
este trabajo puede clasificarse dentro de este grupo pues la
expresión de la incompatibilidad se manifiesta hacia el día 7
posterior a la infección, en las condiciones de inoculación y
de cultivo que se detallan más adelante.

4'4_“ . l añ E 1 .E .,
patógean

Las plantas responden a la infeccion de patógenos, al
tratamiento con agentes desencadenantes o "elicitors"
(moléculas en general derivadas de la pared celular de
patógenos que inducen la producción de sustancias antifúngicas
en plantas) o al daño mecánico con una serie de respuestas
inducidas. La inducción de respuestas de defensa se observa
generalmente en estadios tempranos de la infección por un
no-patógeno o por una raza avirulenta de un patógeno
confiriendo incompatibilidad con el resultado de una reacción
hipersensible comoen el caso del sitema trigo-roya de la hoja
objeto de esta tesis (Figura 3).

Se han detectado compuestos preexistentes a la infec01on
con patógenos y otros producidos posteriormente a la infección.
Tales respuestas incluyen la sintesis de sustancias
antimicrobianas (fitoalexinas); modificación de la pared
celular (callosa, lignina); producción de proteinas PR
(“pathogenesis related proteins), enzimas hidrolíticas,
proteasas, etc.

En general puede decirse que la inducción de sustancias
antimicrobianas se asocia con respuestas de resistencia
inducida, no específica; ya que la mismasustancia se produce
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frente a patógenos muy diferentes comohongos, bacterias y
virus e incluso frente a agentes fisicos y quimicos. Pero
existen evidencias de producción de este tipo de sustancias en
reacciones hipersensibles caracterizadas comoespecíficas y se
postula que en estos casos la especificidad reside en un paso
previo de reconocimiento entre hospedante y patógeno, que
desencadena posteriormente una serie de cambios metabólicos que
incluyen la producción de compuestos no específicos, como los
mencionadosa continuación (Fritig et al. 1987).

4.4.1 BrgdugLQs_del_mstaholisnijüznnmianig.

Estos metabolitos de respuesta involucran generalmente
derivados del metabolismo de fenilpropano (Collinge y
Slusarenko, 1987). Entre estos compuestos se encuentran las
fitoalexinas y la lignina.

a) Eitgalexinas: son sustancias antimicrobianas, producidas
por la planta, de bajo peso molecular, en general derivadas del
metabolismo de la fenilalanina. Estos componentes son
sintetizados "de novo“, a partir de precursores y mediante
enzimas cuya expresión aumenta en la reacción resistente. Hay
dos grandes grupos que incluyen las furanocumarinas de perejil
(Betrgselinum_grispnm) y las isoflavonas de las leguminosas. En
perejil (Betngselinum__gnispum) se observó (Hahlbrock et al.
1981) un aumento en el mRNAde tres enzimas: fenilalanina
amonio liasa (PAL), 4-cumarato Coenzima A ligasa (4CL) y
chalcona sintasa (CHS) y acumulación de furanocumarinas, cuando
se infectaba con sustancias desencadenantes de un agente no
patogénico para el perejil (PbyLQprQna megasggnma f sp
Elxginea). Se detectaron dos genes para 4CL y por lo menos dos
y posiblemente tres genes diferentes para PAL. En Ehaseglus
ynlganis, tanto con células en suspención comocon hipocótiles
tratados con factores desencadenantes del patógeno
Qallstotnichum__lindsmuthianum se induce la transcripción de
genes que codifican las enzimas PALy CHS, 5 minutos después
del tratamiento con el agente desencadenante (Collinge and
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Slusarenko, 1987). La sintesis de estas dos enzimas parece
estar regulada en forma coordinada mientras que la inducción de
la sintesis de chalcona isomerasa (CHS) se produce
posteriormente. Esta última estaría codificada por un solo gen,
mientras PAL y CHS forman parte de una familia multigénica.
Habría por lo menos tres genes estructurales para PAL y seis
para CHSy se inducirian en forma diferencial en interacciones
incompatibles. Las fitoalexinas más importantes en poroto son
la faseolina y kievitona.

Otro ejemplo de producción de fitoalexinas es en soja
(Glygine_max). Comorespuesta a la infección con el hongoWWW seinducelaproducción
de las tres enzimas mencionadas anteriormente y la producción
de gliceolinas 1, 2 y 3 (Collinge y Slusarenko, 1987). En este
sistema se demostró que se inducen isoflavonas a partir de
productos preexistentes en una zona estrecha de tejido,
limitando asi la infección (Grahamet al. 1991). La forma en
que estos antibióticos son inducidos se describe en la sección
Desencadenantesy Receptores (4.4.6.).

Hay solo dos sistemas en los que se describió producción de
fitoalexinas en cereales infectados por royas:

- Trigo (cultivar Little Joss) con la raza 104E137de
Engcinifi_anniiígnmis (Cartwright y Rusell, 1980) donde se han
detectado varias sustancias antifúngicas en la interacción
incompatible.

—Avena y B¿_QQLQDQLB(Mayama et a1., 1981; 1982) donde hay
producción de avenalinas. Sin embargo no se sabe si la
respuesta resistente es desencadenada específica o
inespecíficamente por polisacáridos o por glicoproteínas de
hongos, ni si las fitoalexinas generalmente están involucrados
en forma general en las respuestas de defensa de cereales
contra royas.

b) Ligniíigación: La lignina es un polímero complejo,
formado por condensación de unidades de fenilpropano y es un
componentede la pared secundaria de plantas vasculares. Como
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respuesta a la infección con diversos patógenos (hongos, virus,
nematodes), se produce un aumento en la lignificación de la
pared celular. En varias especies (papa, melón) se encontró que
la lignificación está asociada a resistencia a patógenos.
Variedaddes resistentes de melón producen más glicoproteinas
ricas en hidroxiprolina y lignina que variedades susceptibles y
lo hacen más rápidamente. En Rhaseglus_ynlganis, la actividad
de cinamil alcohol dehidrogenasa (CAD), la primera enzima
involucrada en la lignificación, incrementa después de la
infección con Q¿_lindemnthiannm. Esta inducción es simultánea
con la producción de fitoalexinas en este sistema.

El proceso de lignificación es muyimportante en especies
tales como Bhalaris__azundinagea frente a la infeccion de
Helminthosnoninmmae o Migna_nadiata inducida porEntrigo(Www la
lignificación está asociada a la reacción hipersensible en
variedades resistentes a Eugoinia__grnm1nis__f¿sp¿_“tritigi
(Beardmore et al. 1983).4.4.2 (excluyendo
lignificación)

La extensina y proteinas ricas en hidroxiprolina juegan un
papel importante en la estructura de la pared celular. Hay
muchos ejemplos de aumento en glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina (HRGP)en tejidos heridos o inoculados de pepino
(Engnmiñ___ñfiiixus), melón ngnmiñ__mglg), papa (Solanum
tubengaum), trigo (Initicum_aes;ixum), cebada (figndenm_ynlgane)
y arroz (Q21za__satixa). La producción de HRGPy etileno se
induce en melon con adición de un desencadenante derivado deEnsojaconWWW y
enWim conMagenanium;en poroto (Bhaaeolnñ
vulgaris) la acumulación de HRGPse asocia a un aumento de la
actividad de prolina-Z-oxoglutarato dioxigenasa, propil
hidroxilasa y una arabinosa transferasa. La actividad de mRNA
codificante de propil hidroxilasa también aumenta a
consecuencia del tratamiento con desencadenante. Se acumula
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callosa (B 1-3 glucano) en las paredes de la planta en
respuesta a estrés fisico y químico y es un componente
importante de aposiciones en la pared celular en los lugares de
penetración de hifas de hongos fitopatogénicos. La callosa
rodea infecciones locales en algunas infecciones virales donde
puede contribuir a la prevención de la diseminación del virus.
Por otra parte, la síntesis de callosa puede estar mediadapor
un influjo de iones Ca2+ en la célula que directamente activa a
la enzima B 1-3 glucano sintetasa que se localiza en el
plasmalema, más que por una expresión de genes “de novo”
(Collinge y Slusarenko, 1987).4.4.3

Algunas hidrolasas como las quitinasas pueden ser
consideradas proteínas secundarias ya que no tienen una función
conocida en el metabolismo primario de las plantas y no
producen los sustratos para los mismos. Pero debido a que
pueden atacar importantes estructuras microbianas (quitina en
pared celular de hongos), estas hidrolasas pueden ser
consideradas armas de defensa contra patógenos. Con respecto a
la resistencia a enfermedades pueden ser consideradas
primarias.

Las enzimas hidroliticas pueden contribuir al
reconocimiento de patógenos, liberando productos de la pared
celular de microorganismos invasores. Estos productos de
hidrólisis pueden actuar comodesencadenantes de reacciones de
defensa.

Entre las enzimas hidroliticas más importantes se puede
citar:4.4.3.1

Las quitinasas se encontraron por primera vez en semillas
de poroto y fueron posteriormente purificadas de una gran
variedad de plantas (Boller, 1985). En muchos casos el
tratamiento con desencadenantes o la inoculación con patógenos
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producen un incremento en la sintesis de etileno y quitinasas
(Roby et al. 1987). El etileno actuaria como un segundo
mensajero para la inducción de quitinasa en estos casos. En
plántulas de melón inoculadas con Qolletgtrighnm_lagenarinm el
tratamiento con aminoetoxivinilglicina inhibe tanto la sintesis
de etileno como la de quitinasas (Roby et al. 1986). Sin
embargo en plantas de arveja (Bisum_satixum) inoculadas con
Eusarium_aglani í¿spl_2haseoli o tratadas con desencadenantes,
la síntesis de etileno se suprime pero no asi la inducción de
quitinasa (Mauch et al. 1989). Existirian por lo tanto
diferentes mecanismos de inducción de quitinasas en distintas
especies vegetales. En Ehaseglns__1nlgaris la quitinasa está
codificada por una familia multigénica y por lo menos dos de
los componentes se expresan comorespuesta al etileno (Hedrick
et al, 1988). En melón se describieron dos quitinasas inducidas
a los 5 ó 6 días de infección (Roby et al. 1987).

Tanto la quitina como el quitosano pueden actuar como
desencadenantes de mecanismos de defensa. En trigo la quitina
es desencadenante de lignificación al ser liberada por
quitinasas. Las endoquitinasas también poseen actividad
lisozímica y su inducción puede ser un mecanismo de defensa
efectivo contra bacterias. En poroto, la quitinasa posee
actividad hidrolizante de peptidoglicano sobre pared celular de
bacterias. Por otra parte las lisozimas purificadas de varias
especies vegetales (Blogs, Qarigaupapaxa, etc) tienen actividad
quitinásica (Boller et al. 1983).

En la interacción poroto-PseudeQnas syringae py¿
Bhasegliggla la inducción de mRNAque codifica para quitinasa
se detectó a las seis horas después de la inoculación con un
patógeno avirulento mientras que con una raza virulenta se
detecta recién 24 hs después de la inoculación. En bass a estos
resultados se postula que habría una inducción temprana y
específica del gen de la quitinasa en la interacción
incompatible (Collinge y Slusarenko, 1987).

En la mayoria de las interacciones hospedante-patógeno en
las que se detectó producción de quitinasas (incluyendo
infecciones virósicas), éstas fueron localizadas
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extracelularmente (Van Loon, 1982). Contrariamente a esto, en
un trabajo reciente (Mauchy Staehelin, 1989) localizaron a las
quitinasas exclusivamente en vacuola y les adjudicaron una
función de defensa contra hongos. Se postula que estas enzimas
son secretadas al espacio extracelular una vez colapsada la
célula siendo entonces el mecanismo de control del hongo, más
efectivo. En trabajos más recientes se determinó que las
quitinasas tanto ácidas comobásicas poseen un péptido señal
que no presenta la proteína madura y que serviría para el
transporte a través del reticulo endoplasmáticoLinthorst,
1991).

4.4.3.2WW
La actividad de la enzima B-l,3—glucanasa aumenta con el

tratamiento de plantas con desencadenantes de patógenos. Estos
desencadenantes son B-l,3—glucanos de la pared celular de
hongos que son a su vez liberados por la acción de esta enzima.
La inducción de esta enzima se encontró en plantas de arveja
inoculadas o tratadas con desencadenantes de Ensaninm. Los
sustratos de esta enzima, contrariamente a lo que ocurre con la
quitinasa, están presentes también en la planta. La callosa
(B-l,3 glucano) está presente en los tubos cribosos, en
aposiciones debidas a heridas y en la pared celular primaria.

En muchos casos se ha encontrado una inducción conjunta y
corregulación de quitinasas y B-l,3 glucanasas lo que indicaria
una función común a ambas (Vógeli et al. 1988). Una B-l,3
glucanasa purificada de tomate ataca y digiere parcialmente la
pared celular del patógeno yextigillinm__alhg;atnnm¿ La
degradación de la pared celular es estimulada sinergísticamente
por quitinasa (Young y Pegg, 1982). También una B-l,3
glucanasa purificada libera desencadenantes que promueven la
producción de fitoalexinas (Keen y Yoshikawa, 1983). En el
sistema tomate—Qladgsponium_Iulxum se induce más tempranamente
y en mayor proporción en interacciones incompatibles que
compatibles (De Wit et al. 1988). Se han detectado en mayor



proporción en vacuolas que en pared celular (Mauchy Staehelin
1989; Benhamouet al. 1989).

4.4.3.3 Qtras_hidrglasas

Qelulasa: Es importante en la degradación de pared celular
de plantas y ha sido estudiada en relación a la abscisión. Hay
dos tipos de celulasas, una específica de abscisión y otra
constitutiva. La constitutiva no tiene función conocida
(algunos hongos contienen celulosa en vez de quitina en su
pared celular que podria ser el blanco de estas celulasas de
plantas).

Gliggsidasa; No se sabe muchoacerca de la especificidad de
sustrato de estas enzimas. Para algunas de ellas existen
sustratos presentes en las paredes de hongos.

g__ManQaidaaa__1_B:N_acetilglucosaminidaaai se encuentra en
vacuolas y la primera también en pared celular de plantas. Su
función primaria es el recambio de glicoproteínas de plantas y
pueden tener una función secundaria, atacando estructuras de la
pared celular de patógenos.

Broteinasa: Las plantas infectadas tienen mayoractividad
de proteasas, secretadas por los patógenos. La planta se
defiende produciendo inhibidores de proteasas (Ryan et al.
1985). Por otro lado la planta produce proteinasas que pueden
degradar proteínas estructurales o enzimas secretadas por el
hongo.

Bibgnngleasa: Aumentanen plantas infectadas por lo que
tendrían alguna acción en la defensa contra virus.

Egsfiatasa: Se han detectado fosfatasas ácidas en pared
celular. Podrian atacar componentesfosforilados de la pared de
hongos pero éstos también liberan fosfatasas para acceder a
fuentes de fósforo orgánico.

4.4.4 Proteinas_relacignadas_QQn_la_BaLQsfineñiñ_LEBl

Son proteínas que se inducen en una gran variedad de
plantas comotabaco, tomate, papa, maíz y cebada (White 1987),
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comorespuesta a la infección de una gran cantidad de patógenos
(virus, bacterias y hongos). Fueron descubiertas por Gianinazzi
et al. (1970) y Van Loon y Van Kammen(1970) en plantas de
tabaco con respuesta hipersensible a la infección con virus del
mosaico de tabaco. Estas proteínas, que no se encuentran en la
planta sana, se inducen en grandes cantidades y están asociadas
con infecciones localizadas. En el caso de los virus se postuló
que intervendrian en la localización del virus pero hay casos
de infecciones localizadas en los que no se han detectado
proteinas PRy casos de infecciones sistémicas en las que si
están presentes (Antoniw y White 1987)

Estas proteinas relacionadas con la patogénesis son
inducidas no solo por patógenos sino también por tratamiento de
plantas con agentes desencadenantes aislados de pared celular
de hongos como asi también por acción de agentes quimicos
(etefón, ácido salicílico, aspirina, ácido benzoico,
polianiones, ácido poliacrílico). Se encontró que están
asociadas con resistencia inducida aunque no son necesariamente
responsables de ella (Antoniw y White 1987)

En tabaco se descibieron y caracterizaron muchas proteinas
PR (Bol et al. 1987). La PR-l de tabaco está serológicamente
relacionada con proteínas PRde otras solanáceas e incluso con
una PR de maiz, de 17 KDa, infectado con BMVy con una de
cebada inoculada con una raza compatible de Erisyphe__graminia
initial, de 15 KDa(White et al. 1987).

Este grupo abarca una gran diversidad de proteínas, la
mayoria de función aún desconocida, con las siguientes
caracteristicas:

—proteínas extraibles a pH ácidos
—bajo peso molecular
- Acumulaciónextracelular
- Resistencia a muchostipos de proteasas
- codificadas por familias multigénicas (por ejemplo las

PRl de tabaco).
Ultimamente se han detectado también PR básicas que serian

transportadas a vacuolas. Una de las diferencias entre PRs
básicas y ácidas es que éstas últimas se inducen con etileno y
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por heridas (Linthost 1991). La función de la mayoría de ellas
es desconocida. Algunas enzimas que previamente se habían
descripto como proteinas PR fueron posteriormente
caracterizadas como quitinasas y B-l,3 glucanasas (en papa,
tomata, tabaco) frente a distintos agentes patógenicos. Estas
incluyen hidrolasas_ recientemente caracterizadas como
quitinasas y B-l,3 glucanasas (Mauchy Staehelin, 1989).

4.4.5.1nhihidcnes_de_2no_t_easas

Son activos contra proteasas animales y no contra las
propias. Por ejemplo en tomate aparecen dos proteinas de este
tipo 48 hs luego de producida una herida. Juegan un papel
importante en la resistencia a insectos y en el caso de
resistencia específica a virus en el mosaico del caupi. Las
proteinas de este virus son sintetizadas en un principio como
una poliproteína que es clivada en lugares especificos por una
proteasa, la cual es inhibida en las plantas inmunespor un
inhibidor codificado por la planta, impidiendoasi la aparición
de proteinas virales y el posterior progreso de la infección
(Sanderson et al. 1985).4.4.6.
maratones

La mayoria de los desencadenantes que inducen respuestas de
defensa en la planta, no son específicos de raza (Dixon 1986).
Entre ellos se incluyen: 1,3 B-Dglucanos, glicoproteínas ricas
en galactosa y manosa, quitosano y acido araquidónico. Por
ejemplo un B-glucano de bajo peso molecular (Sharp et al. 1984)aisladodeWings, inducela
producción de una fitoalexina (gliceolina) en soja. Por otro
lado, una glicoproteína aislada de una raza compatible de B¿
megaspenma inhibe especificamente la acción de desencadenantes
no específicos (Ziegler y Pontzen, 1982).

Se propuso que el aumento o supresión de la inducción de
estos agentes desencadenantes serían posibles determinantes de
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especificidad hospedante-patógeno. Se encontró que
desencadenantes de Ehïtgphngnn_inífiñinns de razas compatibles
suprimen la reacción hipersensible inducida por razas
incompatibles. Los supresores podrían actuar por competencia
por un sitio de unión con desencadenantes. Hay solo dos casos
en los que se reportaron desencadenantes especificos de raza de
hongos patogénicos (Lambet al. 1989):

- Glicoproteina rica en galactosa-manosa de la raza a de 9*
lindemnthiannm: Induce producción de fitoalexinas en poroto
resistente a esta raza, pero no en cultivares compatibles
(Tepper y Anderson 1986)

- Polipéptido que induce necrosis, presente en espacios
intercelulares de tomate infectados por filadgspgnium_inlynmA9
(De Witt et al. 1988).

Aúnen estos dos casos, cuando se usaron desencadenantes
obtenidos a partir de pared de micelio no mantuvieron la
especificidad del organismo entero, sugiriendo que los
determinantes de especificidad se expresan en la planta
infectada.

Hay desencadenantes de origen endógeno:
— Oligogalacturonósidos de pared celular que inducen

fitoalexinas e inhibidores de proteasas. Se detectó un aumento
en la actividad desencadenante de hongos por acción de
desencadenantes endógenos. Habría un sinergismo entre
desencadenantes de ambos origenes. Debido a que tanto los
desencadenantes del patógeno como los de la planta son
inespecificos la interacción sinergistica entre ellos no
otorgaría especificidad de raza (Lambet al. 1989).

Para explicar la forma en que estos desencadenantes son
detectados por la planta y la forma en que se produce la
inducción de la síntesis de las hidrolasas de defensa, se
postula la presencia de receptores en membranaplasmática. Sin
embargo, no se pudieron identificar receptores especificos
hasta el presente. Hay un solo caso descripto de un receptor en
soja. Un glucano de pared de Ehvtophtgna_megaspenma se une a la
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membrana celular de la planta pero esta unión no es especifica
ya que es competible por desencadenantes distintos a dicho
glucano (Schmidt y Ebel, 1987).4.5.

En la mayoría de las interacciones hospedante-patógeno,
particularmente aquellas especificas (de interés en este
trabajo), se desconoce los mecanismos de virulencia de los
patógenos involucrados asi como también los mecanismos de
reconocimiento por parte del hospedante. A continuación se
describen dos mecanismos de virulencia conocidos para dos tipos
de patógenos que si bien no se consideran parásitos obligados,
contribuyen al conocimiento de los mecanismos generales
involucrados en este tipo de interacciones.

4.5.1.
Bisgtina_demetilasaz En plantas de arveja inoculadas con el

patógeno Nectania__haematocgcca se produce un antibiótico
(fitoalexina) llamado pisatina. Esta sustancia inhibe en forma
generalizada el crecimiento de muchos hongos, incluyendo
algunas razas de este patógeno. Las razas virulentas son
tolerantes a pisatina. La tolerancia a pisatina esta dada por
la producción de pisatina demetilasa que la detoxifica,
removiendo grupos metilo (VanEtten et al. 1989).4.5.2.

Eatgtgxinas: Son sustancias producidas por patógenos
durante la infeccion del correspondiente hospedante.

La primera toxina descripta fue en avena infectada con
Helminthgspgninm_yigtgriae. Se correlacionó la virulencia del
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patógeno con la capacidad de producir la toxina. A partir de
este descubrimiento se produjeron una serie de descripciones de
este tipo de toxinas en distintos cultivos y con distintos
patógenos. Se consideró la toxina "victorina" comoun requisito
específico para que el patógeno desarrolle en variedades de
avena susceptibles. (Scheffer y Pringle, 1967). Por este motivo
se la describió comouna toxina “hospedante-especifica“. Otro
ejemplo es la toxina de H¿_maxdis, raza T, que puede causar
enfermedad en maiz con citoplasma androesteril T. La toxina no
se requiere para patogenicidad "per se", pero causaría daño
celular adicional en plantas susceptibles, aún en tejidos
distantes al foco de infeCCión. En éste y otros casos
similares, se trata de toxinas no especificas y serian
determinantes secundarios de la enfermedad. No serían
necesarias para la penetración y patogénesis inicial.

Se pueden distinguir dos grupos de toxinas:
—Hospedante;espegiiigasz aquellas patotoxinas que tienen

efectos sobre cultivares susceptibles y no sobre resistentes.
- Hospedante;selectiyasz aquellas involucradas en

determinar patogenicidad sobre una especie determinada
independientemente de la variedad infectada.

En cuanto a la composición quimica de las toxinas, la
toxina de Alternania_mali es un péptido. No asi la toxina de la
raza T de H¿_maxdis. Para aquellas en las que no se detectaron
uniones peptídicas, no se sabe qué produce la especificidad.

5.]. i .. a J l l .

No se conocen los mecanismos por los que estas toxinas
causan daño. Se postula que podria haber tres sitios de acción:
membranaplasmática, mitocondria o una enzima especifica (Daly
y Knoche, 1980).4.6.

La inducción de resistencia en plantas a un patógeno que
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normalmente desarrolla una interacción compatible por
inoculación previa con un no patógeno se ha descripto en una
serie de sistemas H-P específicos incluyendo la relación
trigo—Bnccinia__neccndita__tritici (Bahamish y Wood 1984;
Schweizer et al. 1989). También se ha reportado susceptibilidad
inducida en hospedantes resistente a determinadas razas de
patógenos que se tornan susceptibles después de ser inoculados
con un patógeno virulento (Ouchi et al. 1974 a y b; Ouchi et
al. 1976). Algunos autores (Kiyosawa y Nomura 1988) opinan que
es más fácil explicar la resistencia inducida que la
susceptibilidad inducida. De todos modos, ambos fenómenos
parecen ser inducidos por genes distintos a los que determinan
especificidad de la relación hospedante-patógeno. Se trataría
de genes que actúan en una segunda etapa después de producido
el reconocimiento específico (Ellingboe 1978).

5. ORGANIZACION GENICA DE SEGMENTOS ISOFENICOS EN CEREALES

Los genes que confieren resistencia a enfermedades
(particularmente royas y oídios) se encuentran organizados en
loci multigénicos que se alternan con familias multigénicas
caracterizadas de proteínas de reserva de grano formando
segmentos isofénicos en el cromosoma 5 de cebada y en los
cromosomas homeólogos del grupo 1 y 6 en trigo. En cebada los
genes que codifican para hordeinas (Jensen et al. 1980)
alternan con genes de reacción a oidio (Enxsiphe__gnaminis
hordei). En trigo los genes del gliadinas en el cromosoma6
alternan con genes de reacción a roya (Engginia__gnaminis y
Engginia_"reggnditau_tnitici) (Solari y Favret 1968, Favret et
al. 1969, Favret 1969).

5.1 Localizaciónmsómicamssje. reaccióna roya

En muchas líneas de trigo no se conoce la ubicación
cromosómica de los genes de reacción a roya. En la variedad
Sinvalocho M.A. que es una de las líneas estudiadas en este
trabajo el gen que codifica para reacción a una de las razas
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(clon F01) se ubica en el cromosoma 6 de trigo.

5-2 I J. .. 1 ¡.E. li im
Las proteínas de reserva de los granos de cereales

comprenden varias fracciones que se separan en base a su
solubilidad relativa (Osborne, 1907). Los dos grupos más
abundantes de proteínas de reserva de los granos de trigo son
las gliadinas y glutelinas, a las que corresponden más del 45%
del total del nitrógeno del grano maduro.

Las primeras, solubles en etanol 70%, son monoméricas y
tienen un peso molecular de hasta 3600 Daltons, no presentan en
general puentes disulfuro. Cuando se fraccionan por
electroforesis a bajo pH se separan en cuatro grupos.

Otras familias de gliadinas son ricas en enlaces
disulfuros, intra e intermoleculares, requieren para su
solubilidad de reductores como el B-mercaptoetanol y pueden
llegar a 44000Daltons. Estas proteinas están codificadas por
lo menospor tres familias de genes: a) tipo a/B

b) tipo ¡r
c) tipo 0)

Las glutelinas son proteinas de mayor peso molecular
pudiendo llegar a 133000 daltons. Están formadas por diferentes
subunidades conectadas por puentes disulfuro. Hay dos grupos,
uno de bajo y otro de alto peso molecular. Se sabe que algunas
subunidades de glutelinas están asociadas a calidad panadera.

Los genes que codifican las gliadinas fueron localizados en
los brazos cortos de los grupos 1 (subunidades X Y(D) y 6 (a y
B). La secuencia de amonoácidos y de nucleótidos de las
gliadinas y demuestran que pertenecen a un grupo común. Gli A2
y Gli B2 estarían en posiciones similares en los respectivos
cromosomas, hacia el extremo distal. La secuencia nucleotídica
mostró una alta homologia entre genes de los loci Gli-1 y Gli-2
(por ejemplo entre las gliadinas K y a/B). Estos dos genes
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provendrían de la duplicación y posterior divergencia de un
ancestro común. En cambio, el control de las glutelinas
corresponden a genes localizados en los brazos largos de los
cromosomas 1A, 1B y 1D. Los loci que contienen los genes de las
subunidades de glutelinas de alto peso molecular se llaman
Glu-l. Las variedades de trigo contienen entre 3 y 5 bandas de
alto peso molecular: 2 codificadas por los genes Glu D1; 1 ó 2
por los genes Glu B1 y 1 o ninguna por Glu Al.

En las líneas en estudio en el presente trabajo (Sivalocho
M.A. y Gamma 1R) se detectaron variaciones en el patrón
electroforético de gliadinas y a su vez se determinó que uno de
los genes que codifica para una banda está ligado a uno de los
genes involucrados en la reacción a roya (Solari y Favret 1969,
Favret et al. 1969, Favret 1969).

En la actualidad se cuenta con clones correspondiente a
genes tanto de gliadinas (Okita et al. 1985, Harberd et
al.1985) comode glutelinas (Harberd et al. 1987).

5.3 “l.]. ., i a l . 1
a a a ..

Teniendo en cuenta:

a) que no ha sido posible aún clonar genes de
resistencia/susceptibilidad de plantas a hongos comoroyas,
oídios u otros patógenos,

b) que los genes de reacción a roya están organizados en
segmentos isofénicos junto con genes que codifican proteinas de
reserva,

c) que se cuenta con genes de glutelinas y gliadinas ya
clonados,

se plantea la posibilidad de utilizar alguno de los clones
de gliadinas comomarcador de alguno/s de los genes de reacción
a roya. A través de técnicas moleculares como caminado o
saltado cromosómico, podría llegarse a alguna de las secuencias
de reacción a roya de interés.
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Muchosde los sistemas hospedante-patógeno considerados
altamente específicos, que involucran por ejemplo royas y
oídios, pueden ser explicados genéticamente por el modelo de
Flor, con las modificaciones mencionadas anteriormente. No
obstante esto, los mecanismos moleculares que rigen ese
reconocimiento específico de tipo "gen por gen“ o “alelo a
gen”, aún no han podido ser dilucidados.

Se han propuesto varias hipótesis acerca de si la
especificidad de la relación hospedante-patógeno es hacia
compatibilidad o incompatibilidad (Browder et al. 1986; Damman
1987; Ellingboe 1981, 1984; Favret 1971; Loegering et al. 1981;
Vanderplank 1984).

Según el modelo de Flor el reconocimiento especifico se
daria en la interacción incompatible ya que es un caso único
considerando las combinaciones génicas del “quadratic check“,
siendo las tres restantes interacciones compatibles con genes
interactuantes distintos produciendo la misma sintomatología
(Cuadro 6 A). Sería un modelo de negonggimigntg_pgsitiyg
(Fraser, 1980) donde un producto del hospedante “resistente”
reconoce un producto de la raza avirulenta, dando como
resultado una interacción incompatible.

Hay tres líneas de evidencias fundamentales que sostienen
el reconocimiento para incompatibilidad. Una de ellas surge de
los experimentos realizados por Flor (1960) que observó,
estudiando mutaciones inducidas por rayos X en la raza 1 de
Melampsgna_lini, que la virulencia sobre lino es el resultado



de una deleción en un gen dominante de avirulencia. Esto Ïádica
que una función inhibitoria del producto de este gen podria
explicar la especialización fisiológica en la roya del lino.

La segunda linea de evidencia surge de estudios realizados
sobre la interacción trigo-roya del tallo utilizando mutantes
termosensibles. Se observó que a temperatura no permisiva,
donde la proteína codificada por el gen mutado no es funcional,
hay susceptibilidad (Ellingboe 1976).

Finalmente, la otra linea de evidencia viene dada por los
experimentos de Staskawicz et al. (1984) en el sistemaMamma-GW. Cuandolos
distintos clones de una genoteca de la raza 6 de Bseudomgnas
fueron transconjugados en otras 3 razas, se obtuvo un patrón de
incompatibilidad, no de compatibilidad, idéntico al de la raza
6 al infectar distintas variedades de soja.

Otros autores (Vanderplank 1984) postulan que las tres
combinaciones compatibles del “quadratic check“ que confieren
compatibilidad son el resultado de un reconocimiento especifico
que se daría a nivel proteico. Según esta teoria habria una
falla en el reconocimiento de los productos de hospedante y
patógeno en la interacción incompatible, que impediria que el
patógeno desarrolle sobre el hospedante "resistente". Se
trataría entonces de un modelo negatiyo, según Fraser. Los
sistemas que involucran producción de toxinas por parte de los
patógenos involucrados, responden a este tipo de modelo (por
ejemplo avena-Helminthosporinm). En estos casos, el hospedante
es portador de un “gen” que confiere “susceptibilidad” a la
toxina producida por el patógeno (el sitio de acción de la
toxina, por ej. la enzima afectada). Las interacciones de los
tres cuadrantes restantes (Cuadro 6 B) dan interacciones
incompatibles. Según algunos autores (Damann 1986) estos
sistemas que involucran toxinas no son comparables con los
sistemas que involucran patógenos biótrofos como royas y
oídios.

Las dos hipótesis se pueden representar comparativamente
del siguiente modo:



33
QuadnLB

A B

HOSPEDANTE HOSPEDANTE

R- rr Vb- vbvb

P A- — + tox+ + 
A
T aa + + tox- — 
o _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ .__

(-) reacción incompatible
(+) reacción compatible

6. 1.2. ModeLQ_de_,_';comQaubilidad__basica';en._inLenacción

Elligboe (1976E y Heath (1984b) discutieron el tema
postulando que la especificidad de hospedante puede estar
primariamente determinada por una “ccmpatibilidad básica“ entre
hospedante y patógeno. Desde un punto de vista evolucionista,
la interacción hospedante-patógeno después de un largo periodo
de tiempo, permitiría el intercambio de compuestos de bajo y
alto peso molecular y posiblemente también organelas, llegando
a un estado de armonia o coexistencia (simbiosis en sentido
amplio), que estos autores denominaroncompatibilidad básica.
Este estado puede ser alcanzado sólo si el patógeno no ha
desencadenado o ha superado, reacciones de defensa no
específicas del tipo de resistencia por “no huesped” o sea si
se establece una relación de “susceptibilidad inducida". Esta
estrecha interacción entre ambos organismos diferenciaria a
relaciones que involucran patógenos obligados de aquellas en
que el patógeno puede vivir independientemente del hospedante.

Bushnell y Rowell (1981), propusieron una hipótesis para
explicar, a nivel molecular, la relación entre “compatibilidad
básica“ y “cultivar resistente . Se postula que receptores
especificos en el hospedante reconocen supresores derivados del
hongo y que este reconocimiento hace inoperable los mecanismos
de defensa, desencadenados en respuesta a factores producidos
por el hongo. Esto llevaría a un estado de compatibilidad
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básica. Si el hospedante adquiere un gen que confiere
resistencia alterando en sitio receptor para el supresor, el
supresor no actúa, tiene lugar la actividad desencadenante
(cultivar resistente), hasta que la población del patógeno, a
través de mutación y presión de selección, adquiere el gen
correspondiente de “resistencia”. Se restauraria asi el
reconocimiento receptor-supresor, y el desencadenante no sería
más efectivo. El Esquema 1 resume lo expuesto en cuanto a
dinamica de la interacción hospedante-patógeno según esta
teoria (Heath et al. 1981).

Esta hipótesis separa el problema de especificidad en
distintos niveles interconectados y asigna especificidad a
supresores del hongo. Esto está en contra a la teoria
convencional por la cual los desencadenantes también derivados
del hongo, serian los responsables de inducir por ejemplo la
sintesis de fítoalexinas, determinandola especificidad.

6.1.3. Etapas__de__recongcimienLo___junafi___hgspedante___ï
patógenQL_MQdelo_de_cgmplementagióni

En una interacción H-P especifica se pueden distinguir dos
etapas de reconocimiento:

1) Ocurre cuando los dos organismos entran en contacto. En
esta etapa juega un rol vital el llamado "reconocimiento
celular” en el que están involucrados pared y membranas
celulares. En plantas superiores el caso mejor conocido es la
interacción entre la pared celular de Bhinginm__sp. y las
lectinas de las raíces de leguminosas en la entrada de la
bacteria a la planta. Otro caso sería el reconocimiento de
acetosiringonas producidas por leguminosas heridas (son
intermediarias del metabolismo de la lignina) por parte de
Agnobacterium_tumeíagiens (Ashby et al. 1987).

2) Ocurre cuando el patógeno se desarrolla vegetativa y
reproductivamente en las combinaciones compatibles. En las
incompatibles en las que el patógeno no fue eliminado en 1), la
etapa 2) es rápida y resulta en la limitación o exclusión del
patógeno.
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Esquema; : lntenaccionss_gne__detenminan_espe_ciiicidad_ne

cultiyar .
PLANTA+PATOGENO Mecanismos de defensa RESISTENCIA POR

-————> no especificos <—————NO HUESPED
o

El patógeno se “acomoda” y AUSENCIADE
se hace virulento inhibiendo GENESDE
los mecanismos de defensa “SUSCEPTIBILIDAD”
inespecíficos
(proceso de varios pasos)

l
SUSCEPTIBILIDAD El hospedante reestablece RESISTENCIA
DE ESPECIE -—+ los mecanismos de defensa-DESPECIFICA
(compatibilidad en forma específica O DE CULTIVAR

básica). (proceso de un paso:
un alelo o gen)

SUSCEPTIBILIDAD El patógeno supera la
DECULTIVAR 4* resitencia especifica

haciéndose virulento
(proceso de un paso:
un gen).

En un intento de explicar estas interacciones a nivel
molecular, Chakravorty y Shaw (1977) propusieron un modelo
llamado “de complementación”:



36
Esguema_2: Modelo de complementación hospedante-patógeno

HOSPEDANTE PATOGENO

A____.______A;_ g B B‘

transcripción y pro- 4———————————transcripción y pro
cesamiento post-trans- -—-—-——--7 cesamiento post-trans

cripcional. cripcional.

mRNA A mRNA A“ +———————-—- mRNA B mRNA B‘

polip a polip a' 4F__________ polip B polip B‘

complement.intercistr. coplement. intercistr.
en el H. en el P.

enzima dm a‘n enzima Bm B‘n
con prop. alteradas. con prop. alteradas.

A, A', B, B' representan genes del hospedante y del
patógeno respectivamente que pueden estar relacionados gen a
gen comose postula en la hipótesis de Flor. Previa a la
aparición del patógeno sólo se expresa en el hospedante el gen
A' produciendo la enzima multimérica a'n. Cuando el patógeno
comienza a desarrollarse reproductiva y vegetativamente sobre
el hospedante, un factor del patógeno induce la expresión de A
conduciendo a la síntesis de an. La complementación (definida
operacionalmente comola interacción de polipéptidos distintos
que resulta en una alteración en la cantidad y las propiedades
de una enzima multimérica) da por resultado Gm a'n con
propiedades catalíticas nuevas. En una interacción compatible,
la función de esta enzima es esencial para la continuación de
la interacción H-P. Un proceso similar ocurre en el patógeno a
partir de un factor Y del hospedante.

Se postula que las enzimas que sufren cambios en cantidad
(aumento o disminución) y/o propiedades (catalíticas,
regulatorias, estabilidad) en esta segunda etapa de la relación
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H-P son aquellas que catalizan los pasos iniciales de la
expresión génica como la transcripción (RNApolimerasas) y
procesamiento postranscripcional (RNAsas, metilasas
modificadoras de nucleótidos). Los cambios en estas enzimas
inician una cascada de eventos que llevan a la aparición de
varias enzimas del metabolismo intermediario de manera que no
se requieren más sustancias inductoras.

Un ejemplo por excelencia para este modelo es el caso del
fago en B¿_subtilis. El genomadel fago codifica para un factor
de tipo o que reemplaza la subunidad correspondiente de la RNA
polimerasa del huesped modificando el sitio de reconocimiento
en los promotores de los genes. De esta manera gatilla la
expresión diferencial de los genes virales en detrimento de los
del huésped, desarrollando la "enfermedad" (Lewin 1990).
6.2.

H_E QSBQQÍ fj Qaq _

Tanto la incompatibilidad o “resitencia de cultivar”, como
la compatibilidad o “susceptibilidad” requieren interacciones
H-P altamente específicas.

Si bien los modelosplanteados anteriormente son factibles,
no hay evidencias moleculares categóricas que los avalen
decididamente en plantas y los “factores” que Juegan un papel
fundamental en el reconocimiento, en su mayoria no han sido
identificados.

En el apartado "Fitoalexinas" y “Desencadenantes y
Receptores” se citaron casos de sustancias de bajo peso
molecular (glucanos) que inducen 1a producción en general
inespecífica de sustancias antimicrobianas. También se habían
citado casos de glicoproteinas de hongos que inhiben
especificamente (supresores específicos) la acción inespecífica
de desencadenantes (Lambet al. 1989). Comose mencionara alli,
solo han sido descriptos dos casos de desencadenantes
específicos de hongos en los sistemas poroto-leletgtrighum
lagenanium (Tepper y Anderson 1986) y tomate-Qladgspgnium
inllnm (De Witt et al. 1988) En cuanto a receptores en plantas
para estos desencadenantes, sólo se describió un caso en



membrana plasmática en soja infectada con Ehytggfitgra
megasperma. Por otra parte las lectinas localizadas en muchas
plantas, con capacidad de unirse a glucanos de patógenos,
podrian intervenir en el reconocimiento ya sea para
incompatibilidad como para compatibilidad (Schmidt y Ebel,
1987) pero éstas son hasta ahora especulaciones.

En los sistemas altamente especificos comoel que está en
estudio aquí, cabe esperar cambios metabólicos en el hospedante
que requieren la sintesis de nuevos RNAy enzimas claves como
RNA polimerasas II y Ribonucleasas (Chakravorty 1977;
Chakravorty et al. 1974; Chakravorty et al. 1980). Estos
cambios producidos durante etapas tempranas de la infección con
roya fueron estudiados en varios hospedantes (Chakravorty y
Shaw 1977; Ealing et al. 1984; 1985; 1986) e incluyen por
ejemplo cambios en ribonucleasas respecto a pH, especificidad
de sustrato, estabilidad térmica, Kmy Vmax.en roya del tallo
en trigo y roya del lino (Chakravorty et al. 1974 b,c). La
pregunta que debe dilucidarse es si estas RNA polimerasas y
ribonucleasas están involucradas en la expresión de
interacciones gen a gen especificas o sólo en aquellas de
“compatibilidad básica” de hospedante y patógeno.

El modelo de complementación entre subunidades producidas
por el hospedante y por el patógeno, descripto en el punto
anterior, no fue confirmada (Sutton y Shaw 1982) y se propuso
que las diferencias encontradas en polimerasas y ribonucleasas
pueden ser atribuidas a las cantidades relativas de diferentes
isozimas durante la patogénesis.

En cuanto a cambios proteicos inducidos por infección con
patógenos se describieron diferencias en polipéptidos de
plantas infectadas con roya respecto a plantas sanas en los
sistemas Avena-Ruccinia__gorgnata (Yamamoto y Tani 1979) y
trigo-roya del tallo (Pure et al. 1979). En estos trabajos no
se compararon interacciones compatibles e incompatibles por lo
que no puede hablarse de especificidad. En el sistema
lino-Melampsgrafi__lini, Von Broembsen y Hadwiger (1972)
describieron cambios proteicos específicos en cuatro
interacciones incompatibles entre 6-18 horas después de la
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inoculación. En cebada infectadada con oidio, Manners et al.
(1985) describieron inhibición en la síntesis de polipéptidos
en interacciones incompatibles.

Cambios proteicos no especificos fueron descriptos también
en interacciones incompatibles de trigo-Erisxghe___graminis
LriLici como consecuencia de la inducción con un no patógeno
Enisiphe_gnaminis_hgndei (Schweizer et al. 1989). En este
sistema se clonó el cDNA que -codifica para estos cambios
inespecíficos habiéndose caracterizado a uno de ellos como una
peroxidasa.

En cuanto al clonado de genes específicos del
reconocimiento entre hospedante y patógeno, no han podido aun
aislarse ni en el hospedante ni en el patógeno, con excepción
del clonado de genes de avirulencia de Bseudgmgnas__sïningae
mencionado anteriormente (Staskawicz et al. 1985, Kobashi et
al. 1990).

Algunos autores han descripto también disminuciones en la
traducción de RNAde plantas susceptibles comparadas con las de
plantas sanas (Manners y Scott 1985).
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OBJETIVOS

De lo expuesto anteriormente se desprende la falta de
información acerca de los productos especificos de hospedante y
patógeno que intervienen en el reconocimiento de ambos
organismos y la escasez de sistemas genéticos apropiados para
poder asignar productos inducibles durante la infección con un
patógeno a determinados genes de reacción del hospedante, o
mejor aún a determinada interacción de genes de hospedante y
patógeno. La identificación de estos productos específicos hará
posible el clonado de secuencias de cDNAespecificas que a
suvez facilitará el clonado del/los gen/es involucrados en el
reconocimiento hospedante-patógeno.

A partir de un sistema bien caracterizado desde el punto de
vista genético, compuesto por lineas isogenicas o
cuasi-isogénicas del hospedante ILiLiQnm__afiñLiynmy clones
genéticamente relacionados del patógeno Eugciniam_recgndita
tritigi, son objetivos de esta tesis:

- Estudio a nivel molecular de la organización de segmentos
"isofénicos" en trigo que incluyen genes de reacción a 2*
reggndita__tnitigi y genes que codifican para proteinas de
reserva. Identificación de marcadores génicos de genes de
reacción a P. reQQndiLa_LniLiQi

Detección de cambios polipeptidicos en interacciones
compatibles e incompatibles a lo largo del proceso de infección
con el patógeno roya de la hoja.

- Identificación de polipéptidos específicos de relaciones
hospedante-patógeno compatibles y/o incompatibles,
diferenciándolos de cambiospolipeptidicos inespecificos.

Determinación de variaciones a nivel de traducción de
RNAsmensajeros específicos de diferentes interacciones
compatibles e incompatibles a lo largo del proceso de
infección.
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- Asignación de los cambios proteicos y/o de RNAs
mensajeros a las interacciones génicas en estudio.

—En base a los datos obtenidos, discutir Ias alternativas
de determinación del sentido de reconocimiento: "compatibilidad
vs. incompatibilidad específica“ para el presente sistema.

- Clonado e identificación de secuencias de cDNA que
codifican para alguna de las proteinas diferenciales
detectadas.



MATERIALES
Y

METONS
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1. H l . J l. J, .

A. Hospedante y patógeno

La variedad Sinvalocho M.A. de Initicum__nestiyum es un
producto del cruzamiento de Klein Sin Rival x 38 M.A., y lleva
el gen Ao de reacción a roya de la hoja (Favret 1965, Favret et
al 1969, Franzone et al 1982, Mujica et al 1972). La mutante
Gamma lR fue obtenida por tratamiento mutagénico de Sinvalocho
M.A. con rayos gama segguida de cruzamientos con la linea madre
y selección en la 3° y 4° generación (Favret 1965, Favret et al
1969, Franzone et al 11982). Análisis genéticos han demostrado
que los cambios en la reacción a roya de la hoja están asociados
con dos genes nuevos: A1 y A2. El gen A1 es un derivado del gen
Ao original de Sinvalocho M.A. pero que se encuentra en otro
cromosomadado que segrega independientemente: es decir, se
produjo una transposición. Una relocación de Ai a la posición
original por recombinación, dió lugar al gen A2 (Favret et al
1969).

Las lineas Sinvalocho M.A. y GammalR son por lo tanto cuasi
isogénicas, difiriendo en genes de reacción a roya y en genes
ligados a éstos, comoson los de proteinas de reserva.

Enfrentado con el clon F01 de B+_RQQQndiLQ_LniLiQi(antes
llamado 66), el gen Ao para reacción a roya de la hoja presente
en Sinvalocho M.A. es de expresión recesiva. Por otro lado, este
mismo gen se comporta como dominante cuando se lo enfrenta al
clon F02 (Franzone et al, 1982). Hay otro gen en Sinvalocho M.A.
para reacción a F02 que también es de expresión dominante.

El clon F01 de roya establece una reacción compatible con el
mutante Gamma lR (ver tabla 1). El clon F02 (antes llamado 20)
está genéticamente relacionado a F01. Este ultimo es
posiblemente heterocigota para el alelo recesivo po que
interacciona con el gen Ao de Sinvalocho M.A., mientras que F02
es homocigota para el mismo gen (Franzone et al. 1982, Suárez et
al. 1984).

La incompatibilidad de Gamma1R—F02se debe a los genes de
reacción A1 y A2, ambos de expresión dominante, y que participan
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a veces uno y a veces ambos en la reacción (Franzone et al.
1982).

El clon Fs de roya (antes llamado 77) interacciona de manera
opuesta a F01 (ver tabla 1). La reacción de Gammalk a F03 está
conferida por dos genes: uno de ellos es el mismoque reacciona
con F02 y el otro segrega independientemente (F. Saoco),
comunicación personal).

Finalmente la incompatibilidad de Sinvalocho M.A.—F02podria
estar relacionada con la inccompatibilidad con F03. Esta
sugerencia está basada en el hecho que mutantes espontáneas que
mustran compatibilidad con F03, simultaneamente se vuelven
incompatibles con F02 (F. Sacco, comunicación personal).

La tabla 1 resume las interacciones H-P del sistema en
estudio y los genes involucrados en ellas.



clones del patógeno

F01 F02 F03

Lineas isogénicas Popo PoPo poPo
de trigo P1P1 P1P1 P2P2

p2p2 P2P2 PaPs

Sinvalocho M.A (Ao) [-1 [-1 [+1
Gamma lR (A1A2A3) [+1 [-1 [‘1

Los genes del patógeno, en estado dicariótico, se
representan como pn (los de virulencia) y Pn (los de
avirulencia) de acuerdo a las interacciones específicas con
genes de reacción a plantas. El clon F01 es heterocigota para el
gen Po. En el caso de los genes de reacción al patógeno, en el
hospedante solo se indica uno de los dos alelos pues las plantas
son homocigotas. [-] indica incompatibilidad; [+1 indica
compatibilidad.

B. Cepas bacterianas:

Las cepas bacterianas utilizadas para el clonado de lamda
gth fueron: NM514(hf+) que da placas claras cuando lamda gth
lleva un inserto en el gen CI y practicamente no da placa con
lambda parental; L87 (hf-) da placas Claras con 1amda
recombinante y placas turbias con lambda parental.

Para clonar el plásmido pcDNAII recombinante se utilizó la
cepa 1NV1alpha F“.

El clon A207de gliadinas fue cedido gentilmente por el Dr.
Okita.

2_ Beagtjngs gnjmjcgs .

La 358-Metionina (actividad especifica 1083 Ci/mmol); la
L-[3,4,5-3H(N)]-Leucina (actividad especifica 142.3 Ci/mmol) y
el 32P adCTP (actividad específica 3000 Ci/mmol) fueron
obtenidos de New England Nuclear, USA. El lisado de



reticulocitos fue adquirido de Bethesda Research Labgíatory
(BRL), EEUU.

Las enzimas utilizadas fueron de New England Biolabs
(Beverly, EEUU)y Bethesda Research Laboratory.

Los sistemas para síntesis de cDNA y clonado fueron
obtenidos de Amersham(Reino Unido) e In vitrogen (California,
EEUU).

El resto de los reactivos finos fueron de Sigma Chemicals
Co, EEUU.
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PARTE EXPERIMENTAL

3. QQndiciQnes.de.craciment'' LLlnS'’QJllfiQlfinJL-' . lasng

Se utilizó el método de “sandwich” (Myhill & Konzac 1967)
para hacer germinar semillas en hidroponia y crecer plántulas en
cámaras de cria alternando periodos de 12 hs. a 20 oC y 6000
lux, con períodos de 12 hs. a 16 °C en oscuridad.

Se determinó a través de la medida de largo de primera hoja
en qué momento la misma podía considerarse totalmente expandida,
evitando así que efectos sobre el desarrollo asociados a la
enfermedad influyan en los resultados.

Conel objeto de aislar proteínas. plántulas de 8 días
fueron artificialmente inoculadas con un exceso de uredosporas
de roya mezcladas con talco (1/3 p/p) en cámaras húmedas.
Plántulas control, fueron “inoculadas” con talco bajo las mismas
condiciones.

Para el aislamiento de RNA,se inocularon 50 plántulas de
ocho días y de cada una de las líneas (crecidas en las
condiciones previamente detalladas) con cada uno de los clones
del patógeno por separado. A distintos tiempos después de
efectuada la inoculación, las hojas se cortaron a la altura de
la vaina y se determinó el peso fresco de cada muestra. Las
mismas se congelaron y conservaron a -7O °C hasta el momento de
ser procesadas.
4.
A diferentes intervalos después de la inoculación, diez

hojas de cada inoculación hospedante-patógeno y controles
inoculados solo con talco, se pusieron a absorver a través de
las raíces, una solución con aminoácido radiactivo conteniendo
100 uCi de L-[3,4,5-3H(N)]-Leucina o 20 uCi de 36S-Metionina en
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400 ul de agua destilada. Se utilizaron bolsitas de polietileno
para realizar este ensayo (Figura 1) haciendo pulsos de
marcación de 4 a 12 hs.4.1.2.

A distintos tiempos de la infección se cortaron cinco o diez
hojas, dependiendo del ensayo, y se pusieron a absorver una
solución de aminoácido radiactivo conteniendo 20 uCi de
35S-Metionina en 100 ul de agua destilada, a través de sus
vainas en tubos cónicos (Figura 2). En este caso se realizaron
pulsos de marcación de 4 horas. Después de cada tratamiento, las
muestras fueron pesadas y congeladas a -7O oC hasta su
procesamiento. De aqui en más, a menos que se explicite, todos
los procedimientos fueron llevados a cabo a 4°C en un baño con
hielo.
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Eignna_l: Sistema de marcación de proteínas sintetizadas "de

novo" a través de raíz.
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FigurQWZ:Sistema de marcación de proteínas sintetizadas "de
novo" a través de vaina.
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4.2.
El procedimiento de extracción de proteínas de hoja fue

adaptado de métodos previamente descriptos (Yamoto y Tani 1982).
Se llevaron a cabo homogenizaciones en mortero en presencia de
nitrógeno líquido. Mientras las hojas estaban aún congeladas. se
agregó 0.5 m1 de buffer conteniendo Tris HC] 50 mM(pH 7,6);
MgClz 1 mM; B-mercaptoetanol lmM y cloruro de fenil metil
sulfónico 1 mM. Los homogenatos fueron transferidos a tubos y
centrifugados a 1000 xg por 5 min. Los sobrenadantes fueron
ultracentrifugados a 100.000 xg en una ultracentrífuga Beckman
en un rotor oscilante SW4Opor 2 hs.

Los precipitados resultantes (fracción particulada o de
membrana), fueron resuspendidos en buffer para muestra de
electroforesis y hervidos de 2 a 3 min.

A los sobrenadantes se les agregó 8 volúmenes de acetona
fría. Luego de 16 hs. a -20 °C, las proteínas precipitadas
(fracción soluble), fueron recogidas por centrifugación a 12602
x3 por 10 min. Los precipitados fueron resuspendidos en buffer
para muestra de electroforesis y hervidos 5 min. El Esquema 1
resume el método de fraccionamiento



52
Esgnema_1: Fraccionamiento de proteínas marcadas “in vivo"

con 3°S-Hetionina

Homogenato de hojas 1 ml de buffer pH 7.6

Centrifugación 1000 xg 5 min.

1
Precipitado descartado Sobrenadante

Centrifugacion a 100.000 xg 2hs.

precipitado, resuspendido Sobrenadante
en buffer de electroforesis

FRACCIONPARTICULADA Precipitado en ocho volúmenes
de acetona

Centrifugación a 12.030 xg 10 min.

Resuspención en buffer de electroforesis

FRACCION SOLUELE

4.3- H a. ., a 1 a. !.v.! g . r

Se pipetearon alicuotas del 1° homogenato en pequeños
cuadrados de papel Whatman 3 MM, se hirvieron 10 min. en TCA 10
% y se lavaron con TCA10 % frio, luego con alcohsl 96 % (v/v) y
finalmente con acetona. Luego de secar los papeles bajo una
lámpara incandescente, se los puso en viales, se agregó líquido
de centelleo y se midió la radiactividad inccrporada a las
proteínas en un espectrofotómetro de centelleo liquido (Packard
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3330). Lo mismose hizo para medir la cantidad incorporada en
cada una de las fracciones proteicas y asi poder sembrar una
cantidad de radiactividad comparable en cada calle del gel.

4.4. ¿Laminas
Se probaron dos métodos de electroforesis en geles

desnaturalizantesq
4.4.1. Método de Chua y Bennoun (1975). Se hicieron

electroforesis en geles al 12,6%. El gel separador contenía:
14,8 ml de agua; 16,6 ml de una soluciún de
Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8); 8 m] de buffer Tris-HCl 2 M
(pH 9,18); 0,4 ml 10% SDS; 160 ul de persuliato de amonio; 20 ul
de TEMED.El gel espaciador contenía b,3 ml de agua; Zml de
solución de Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8); 2,5 ml de buffer
Tris-sulfato 0,2 M (pH6,1); 100 ul de persulfato de amonio; 16
ul de TEMED.El buffer de corrida del reservorio inferior
contenía Tris-HCl 0,01 M (pH 9,18). El buffer del reservorio
superior contenía: Tris borato (pHB,64).

El buffer de muestra utilizado era: Tris-HCl 0,2 MpHS,
EDTA 10 mM, sacarosa 0,5 M, 0,01 X azul de bromoienol,
B-Mercaptoetanol bOmM, 5 % SUS.

4.4.2. Método de Laemli modificado poe Altman et al. (1963).
Se realizaron electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamída (SDS-PAGE)al 10 %.

El gel separador contenía 20 ml de agua; 12,5 ml de Trís-HCl
1,5 M pH 8,8; 0,5 ml de SDS al 10 %; 200 ul de persulfato de
amonio al 10 %; 17 ml de una solución de
Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8); 27 ul de TEMED. El gel
espaciador contenía 6 ml de agua; 2,b0 ml de Tris-HCl 0,5 M pH
6,8; 0,1 ml de SDS al 10 %; 100 ul de persulfato de amonio al 10
%; 1,2b ml de la misma solución de Acrílamida-Bisacrilamida y 16
ul de TEMED.

El buffer de corrida contenían glícina, 1,8 g de Tris base,
y 0,6 g de SDS.

La composición del buffer de muestras para electroforesis 2x
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fue la siguiente: 0,5 ml de agua; 1,75 ml de Tris-HCl 0,5 MpH
6,8; 0,5 ml de Bmercaptoetanol; 0,25 ml de azul de bromofenol al
0,05%. Luego se le agrega 1 volumen de SDS al 10% y 100 ul de
glicerol al 75%.

En ambos métodos se sembraron 30000 cpm (insolubles en TCA)
en cada calle.

Como marcador de peso molecular, tanto en los geles de
proteínas sintetizadas “in vivo” comoen los geles de proteinas
sintetizadas “in vitro“ se utilizaron estandares de Sigma
(MW-SDS-7OL)y de BioRad (161-0305). El primero contenía
albúmina (66000 D), ovoalbúmina (45000 D), gliceraldehído
3-fosfato deshidrogenasa (36000 D), anhidrasa carbónica (29000
D), tripsinógeno (24000 D), inhibidor de tripsina (21500 D),
alactoalbúmina (14200 D). El estándar de BioRad contenía:

fosforilasa b (97400 D), Seroalbumina bovina (66000 D),
ovoalbúmina (45000 D), anhidrasa carbónica (31000 D), inhibidor
de tripsina (21500 D) y lisozima (14000 D).

La corrida se realizó a 20 mAdurante 5 hs hasta que el
frente de azul de bromofenol llegara al extremo del gel.

Los geles fueron fijados con TCA12 % durante media hora,
tratados con alcohol 50 % primero y luego se les hizo
tratamiento para fluorografía.

4.5. ILaLamiento_2ara_ílncrggnaíia

Se probaron dos metodos de fluorografia:

4.5.1 ILaLamisnLQ_ccn_fialicilaLQ_ds.ñgdig: después de fijado
el gel se lavó con 50%etanol varias veces para neutralizarlo.
Se realizó luego incubación con Salicilato de Sodio 1 Mdurante
20 min a temperatura ambiente.

4.5.2 Ïratamienio_cbn“BBQ:DMñQ:se siguió el protocolo de
Bonner et al. (1974). Se efectuaron tres lavados de 30 min. cada
uno con agitación continua con Dimetil Sulfoxido (DMSO). Luego
el gel fue tratado con una solución conteniendo 20% de
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2,5-Difeniloxazol (PPO)en Dimetil Sulfoxido (p/p) durante tres
horas. Se dejó hidratar dos horas en agua previamente al secado.

Después del tratamiento de fluorografia los geles se secaron
y se expusieron a films autoradiograficos Agfa-Gevaert o Kodak
x-Omat por lapsos de 1 a 5 semanas a —7O OC con pantallas
intensificadoras Cronex lightning plus o KodakX-Omatdentro de
un cassette apropiado.
4.6
A distintos tiempos después de la infección, se cortaron

diez hojas de las interacciones Gamma 1R"F01 y Sinvalocho
M.A.—F01asi como de los controles de ambas lineas inoculados
solo con talco. Las hojas se congelaron a —70°Chasta el momento
de su procesamiento.

Las muestras se procesaron segun método de Mauch and
Staehelin (1989). Las hojas se homogenizaron en mortero con
nitrógeno liquido. Se adicionaron 4 ml de buffer conteniendo
citrato de sodio 0,1 M, pH 4.6, EDTA5 mM,ascorbato de sodio 10
mM,fluoruro de fenil-metil sulfónico 1 mMy B-mercaptoetanol 10
mM. El extracto se centrifugó a 20.000 xg por 20 minutos y las
proteínas del sobrenadante se precipitaron por adición de
sulfato de amonio a 95%de saturación. Después de centrifugar a
20.000 xg por 20 minutos el precipitado se resuspendió en
Tris-HCL lO mM, pH 7.5 y se precipitaron con 8 volúmenes de
acetona -20°C durante 16 horas. Las proteinas se centrifugaron a
12.000 xg por 10 minutos se secaron y resuspendieron en buffer
de muestra para electroforesis como se describió para las
proteínas marcadas con 36S-Metionina. Las muestras se corrieron
en geles desnaturalizantes SDS-PAGEsegun metodologia ya
descripta. Las proteinas se visualizaron con Azul brillante de
Coomassie R.
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Se realizó en base a la técnica de Taylor et al. (1982).
Se homogenizaron las hojas en un mortero estéril con

nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino. Se transfirió a
un vaso de precipitados, y se agregó (por gramo de tejido) 1 ml
Tris HCl 2 M pH 8, 2 m1 EDTA 0,5 M, 1 ml SDS 20%. Se agregó 1/2
vol de fenol por gr. de tejido, previamente equilibrado en TE,
se agitó durante media hora y se agregó 1/2 vol de cloroformo
agitando durante lO minutos más. Se pasó a un tubo de
centrífuga, se centrifugó 10 min. a 12600xg, se transfirió la
fase acuosa a otro tubo y se la extrajo esta vez con 1/2 vol de
fenol:cloroformo (1:1, v/v). Se realizaron dos extracciones más
pero esta vez con cloroformozalcohol isoamílico 24:1. Luego se
agregó LiCl 6 Mhasta una concentración final de 2,5 M. Se dejó
toda la noche precipitando a —6 oC Al día siguiente se
centrifugó 15 min. a 12602xg, se dejó secar el precipitado al
aire, se resuspendió en agua destilada tratada con
dietilpirocarbonato y se precipitó con acetato de sodio y
etanol. Se lavó con alcohol 70%y se resuspendió en TE (TrisCl
10 mM pH 8, EDTA l mM).

5.2. Elegtngforeaia_de_BNA

El RNAse corrió en un gel desnaturalizante con formaldehído
(Maniatis et al. 1982). Se preparó un gel de agarosa al 1,5% de
la siguiente manera:

Se disolvieron, calentando, 1,5 g de agarosa en 73 ml de
agua destilada. Se dejó enfriar a temperatura ambiente hasta
60°C y se agregaron 10 ml de buffer MOPS 10x (MOPS 0.2 M;
Acetato de sodio 0.05 M; EDTA 0.01 M), 16,2 ml de 37%
formaldehído, y Bromuro de etidio a una concentración de 0,5
ug/ml.

La muestra se preparó de la siguiente manera:
Se disolvió el RNAen un volumen apropiado de 50% formamida,
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6% formaldehído y MOPS 1x. Se incubó a 65°C por 2 min y se
sembraron 10 ug en cada calle.

La corrida se realizó en buffer MOPS1x durante 5 hs a un
voltaje constante de 50 Voltios.

5.3 Inaducgián_de_BNA_mensaieno

Estos ensayos se realizaron utilizando un lisado de
reticulocitos de conejo comercial. Se partió de 3 ug de RNA
total de todas las combinaciones H-P en estudio y de las
plántulas inoculadas solamente con talco.

La reacción se efectuó con

1,3 ul 2 M Acetato de potasio pH 7
1,0 ul BbS-Metionina (10 uCi)
3,0 ul mezcla de aminoácidos
1,0 ul RNA(Sus/ul)

10,0 ul lisado
13,7 ul H20

Se incubaron 2 hs. a 30 °C. Se incluyó un mRNA de globina
comocontrol y un tratamiento control negativo, sin mRNA.

5.4. Electroforesis de las proteínas sintetizadas “in vitro“

Los productos obtenidos de la traducción "in vitro” se
corrieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, se
fijaron, se trataron con 20 %2,5-difeniloxazol, se secaron y se
expusieron como ya se describiera para las proteínas
sintetizadas “in vivo“.
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6.1. elecmfgneaisjeMMM
Debido a que el proteinograma de un extracto total de

proteinas del grano. obtenido mediante una separación
electroforética en geles de poliacrilamida es complejo, con gran
superposición de bandas, se propusieron algunas modificaciones
en los métodos de extracción y en la preparación de geles, con
el objeto de mejorar la separación de los componentesproteicos
en estudio.

Se tomaron tres granos de cada una de las líneas, Sinvalocho
M.A. y Gamma1R, se homogeneizaron en mortero y Se transvasaron
a tubos de 1,8 ml. La extracción de gliadinas y glutelinas se
realizó con 0,3 ml/grano de buffer compuesto por 50%propanol,
2-mercaptoetanol al 2%y ácido acético al 1% (Thompson et al )
durante una noche a 60°C. Se centrifugó y al sobrenadante se le
agregó 100 ul de iodoacetamida neutralizando con NaOH. Se
precipitó con NaCl 2M, agregando Tris pH 8 hasta una
concentración final Tris-cloruro de sodio 0,94 M. Se mantuvo a
4°C, se centrifugó a 5000 g por 10 min. y el precipitado se lavó
con agua y se resuspendió en buffer. El precipitado de la
extracción propanol-acética se reextrajo de igual forma, se lavó
con propanol 50%y se resuspendió también en buffer.

Se realizaron geles desnaturalizantes al 12 % y geles en
gradiente de 7,5 a 15 %, de poliacrilamida estos últimos para
mejorar la resolución de las gliadinas de menor peso molecular
sin perder 1a buena definición de la fracción de glutelinas. Se
siguió el protocolo de Chua y Bennoun (1975) descripto
anteriormente.

6.2.Extracción_y.
A partir de plántulas de 10 dias de edad de las lineas

Sinvalocho M.A. y GammalR, crecidas en cámara de cría (IB-20°C,
12 hs de fotoperiodo y 6000 lux) se extrajo DNAsegún protocolo
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de Taylor et al (1982). Se siguieron los mismospasos descriptos
en la extracción de RNA hasta la extracción con
cloroformo-isoamilico. Luego se añadió a la fase acuosa 3 vol de
etanol frio y se recogió el DNAenrrollándolo en una varilla. Se
resuspendió en TE.

La purificación se llevó a cabo en un gradiente de CsCl en
tubos con 4,5 m1 de TE, CsCl a una concentración final de 0,95
gr/ml, y Bromuro de etidio a una concentración final de 600
ug/ml. La corrida se hizo en una ultracentrifuga Beckmandurante
36 hs a 40.000 rpm utilizando un rotor osoilante (swinging) SW
65.

Se colectó el DNAy, para eliminar el Bromuro de etidio se
añadió 1 Vol de 1 -butanol saturado en agua, se agitó
vigorosamente, se centrifugó a 1.500 g por 3‘ para separar las
dos fases y se transfirió la fase acuosa inferior a otro tubo.
Esto se repitió hasta que desapareció el color, debido al
Bromurode etidio, de la fase acuosa.

Se corrió en un gel de agarosa 0,8 % p/v en TAE 1x (0,04 M
Tris-acetato, 0,002 MEDTA)para chequear su integridad, usando
como buffer de corrida TAE1x.
6.3.
Se digirió 10 ug de DNAde las dos variedades por separado

con 0,5 ul de dos enzimas de restricción, BamH1 y Hind III (10
U/ul) también por separado, 2 ul del buffer adecuado (ClNa 100
mMpara Bam HI y NaCl 60 mMpara Hind III), y agua hasta un
volumen final de 20 ul. Se incubó 2 hs a 37 oC.

Se corrió un gel de agarosa al 0,8 % en TAE1 x durante toda
la noche a 20 voltios, usando como buffer de corrida TAE1 x.

Se sembró DNAde fago lambda cortado con Hind III como
marcador de peso molecular.

El DNA se desnaturalizó tratando al gel con solución
desnaturaizante (NaOH0,5 M, NaCl 1,5 M) y luego con solución de
neutralización (Tris-HCl 0,5 MpH 7,4, NaCl 3 M).

Más tarde el gel fue transferido a nitrocelulosa por
“Southern blot” en 20x SSC (NaCl 3 M, citrato de trisodio 0,3 M)
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durante toda la noche (Maniatis et al. 1982).

Se horneó el filtro a 80 0C por 2 hs. en un secador de
geles.

6.4 ExuacucnjejlasmiqcaiLjregaración _d€=_&Qndfl_L

Se extrajeron plásmidos a partir del clon A207 de a
gliadinas (Okita et al 1982) para luego ser marcados por el
método de iniciación al azar ("random priming”) y usado como
sonda para la hibridización.

La extracción se hizo según el método de Birnboim (Birnboim
H.C. 1987) modificado. Brevemente:

Se cultivaron las bacterias en LB con ampicilina a una
concentración final de 50 ug/ml durante una noche a 37 OC con
agitación. Se centrifugaron 1,5 m1 de cultivo en un tubo
eppendorf para bajar las bacterias. Se resuspendió en 100 ul de
TEG (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, TrisCl 25 mMpH 8, con 40 ug de
lisozima) y se dejó a O°C urante 5 min. Se agregan 200 ul de una
solución alcalina (NaOH 0,2 M, 1 % SDS). Se mezcló bien y se
dejó a O oC durante 5 min. Luego se agregó 150 ul de solucion de
alta sal (KAc 3 M, ácido fórmico 1,8 M) y se dejó a O oC 15 min.
Se centrifugó en una microcentrifuga 10 min. y se transfirió el
sobrenadante (aprox 350 ul) a otro tubo. Se agregó 900 ul de
etanol frío y se dejó 30 min. a -20 oC. Se centrifugó y se secó
el pelet al vacio. Se resuspendió el precipitado en 100 ul de
Mops-acetato (0,1 M NaAc, 0,05 MMops, pH 8) y se precipitó con
200 ul de etanol 30 min. a -20 oC. Se centrifugó nuevamente. se
secó el precipitado y se resuspendió en 40 ul de TE.

El marcado por iniciación al azar (“random priming”) se
realizó de la siguiente manera:

DNAplasmídico 1 ul (aprox 0,5 ug)
5 x buffer 4 ul

10 x dNTPS 2 ul

a-SZP dCTP 12 ul (120 uCi)
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Se mezcló suavemente y se agregó 1 U/ug DNA de DNA

Polimerasa 1.
Se incubó a temperatura ambiente durante 2-3 hs.
El buffer utilizado fue OLB, que contiene (el 5 x): 500 mM

PIPES pH 6,6; 25 mMMgClz; 50 mMDTT; 1,25 mg/ml hexanucleótidos
sintéticos que funcionan como iniciadores al azar; 1 mg/ml
Seroalbumina bobina.

Se paró la reacción con 2 ul de EDTA0,5 M en 100 ul de
agua.

MadisiámdiradiacMidadgnmmmdai

Se tomó una alícuota de 1 ul antes y otra después de la
incubación y se precipitaron con 500 ul de 5% TCA 1% PPi con la
adición de 100 ug de tRNAde levadura. Se dejó a -20 oC durante
10 min., se filtró sobre papel de fibra de vidrio al vacio. Se
lavó varias veces con 5%TCA, se secó bajo lámpara, se añadió
líquido de centelleo y se midió radiactividad. La primera
medición corresponde a las cuentas iniciales precipitables por
TCAó TCAiniciales.

La segunda medición corresponde a cuentas precipitables por
TCAincorporadas finalmente, o TCAfinales. Junto con la segunda
alícuota se tomó lul de la mezcla que se colocó sobre un círculo
de papel Whatman 3 MM.se secó y se contó igual que antes. Esta
medición será la de cuentas totales (CT).

Se precipitó luego la sonda dos veces con acetato de amonio
2 Mfinal y 2,5 voLumenesde etanol para separar los nucleótidos
no incorporados y se resuspendió en 100 ul de TE.

El %de incorporación se calculó de la siguiente manera:

%de incorporación: ICA finales - IQA_1nigiales_ x 100.
CT

La actividad especifica de la sonda se calculó de la
siguiente manera:



Actividad especifica: TCAtotales / ug DNA

TCAtotales = TCAfinaleol de resuspención (100ml).

6.5_ “.1 .1 .. . .. GQ;

La pre-hibridación y la hibridación se efectuaron en:

2 x SSC

0.2 % BSA

0.2 % Ficoll 400
%Polivinilpirrolidona 40

1 % SDS

Se pre-hibrido durante 6 horas a 67 0C. Luego se incorporó
la sonda previamente desnaturalizada (2 min. a 100 0C). Se
hibridó durante 16 hs. a la misma temperatura. El filtro fue
luego lavado sucesivamente en 2 x SSC; l x SSC; 0.3 x SSC ; 0.1
x SSC, todos en 0.1 % SDS a 67 OC, y expuesto luego a pelicula
autoradiografica Kodak X-Omata —70°Ccon cassettes conteniendo
placas intensificadoras.

Se construyó una colección de cDNAa partir de mRNAde Gamma
lR-FOl y otra a partir de Sinvalocho-F01 ambos del tercer dia
del proceso de infección.7.1 apariindejmu

Para aislar RNAmensajero se utilizaron dos metodos:

- Columna de oligo dT celulosa
- Papel de poly U. Se utizó papel de afinidad para RNA

mensajero Hybond-mAP de Amersham.
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En ambos caso se partió de 500 ug de RNAtotal para obtener

alrededor de 10 ug de mRNA.

En el caso de la columna de oligo dT celulosa se siguió el
protocolo de Maniatis et al. (1982).

Cuando se aisló por papel de poly U, se procedió de la
siguiente manera.

—Se humedeció el papel de poly-U con NaCl 0,5M (20 ul/cmz),
se dejó secar completamente por 10 min.

—Se desnaturalizó el RNAresuspendido en agua esteril a 65°
durante 5 min. Inmediatamente se colocó la muestra en hielo
adicionando NaCl a una concentración final de 0,5 M.

- Se adicionó el RNAsobre el papel de poly U (en un volumen
de 20ml) dejando absorver durante 2 min. sobre Parafilm.

— Se dejó secar el papel de poly U sobre papel de filtro
durante 2 min.

—Se tranfirió el papel a un tubo estéril y se lavó con 0,5
MNaCl (por lo menos 5 ml /cm2) por 5 min., dos veces.

— Se lavó con 70% etanol (5ml/cm2) por 2 min. con agitación
contínua para remover sales.

- Se dejó secar sobre papel de filtro.
- Se transfirió a un tubo de microcentrifuga y se adicionó

400ul de agua estéril.
— Se calentó a 70°C por 5 min. Este paso libera alrederor

del 95% del poly A‘ mRNA.
—Se agitó y Se pasó la solución a un nuevo tubo.
—Se precipitó el RNAmensajero libre de sales con Acetato

0,3 Mde sodio y 2,5 volumenes de etanol.

7.2 Sintesis de QDNAdoble cadena a partir de mBNA

A partir de poli A* obtenido como se describió
anteriormente, se construyó CDNAutilizando el sistema de
sintesis de Amersham (Reino Unido). El esquema 1 resume los
pasos de la síntesis. La sintesis de la primera cadena de cDNA
se efectuó con transcriptasa reversa utilizando oligo dT como
primer. La reacción se efectuó de la siguiente forma:



buffer 5x 1° cadena 4 ul
Pirofosfato de sodio ul
Inhibidor de RNAsas (HPRI) 1 ul
Mexcla de deoxinucleótidos
trifosfato 2 ul
Oligo dT 1 ul
32P dCTP 2 ul *

mRNA 5 ul

Ama 4ul

Vol. final 20 ul

Se adicionaron 20 unidades
incubó a 42°C durante 40 min.

La segunda cadena se construyó con el
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de transcriptasa reversa y se

método de RNAsa H y

ul
,5 ul

DNApolimerasa l. La mezcla de reacción contenía:
Mezcla de reacción 1° cadena 20
Buffer 2° cadena 37
Ribonucleasa de E¿QQli 0
DNApolimerasa I de E¿ggli
Agua cantidad necesaria para

La

60 min. Para inactivar las enzimas se inc

Se obtuvieron los extremos romos trat
T4 polimerasa e incubando 10 min. a 37°
con 4 ul de EDTA 0,25 M pH 8.

El CDNAdoble cadena se purificó por
precipitó con acetato de amonio y etanol.7.3

Una alícuota del cDNA se corrió
comprobar integridad y tamaño del mismo.
de agarosa 0,8% (p/v) en NaCl 0,05
muestras se diluyeron en una solución de

reacción se incubó a 12°C por 60 min.

.8 unidades
23 unidades

100 ul

y luego a 22°C por
ubó a 70° por 10 min.

de
. Se detuvo la reacción
ando con 2 unidades

fenol/cloroformo y se

en gel alcalino para
Se preparó una solución

M y EDTA 0,001 M. Las

NaOH 250 mM, EDTA 5 mM,
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Ficoll 400 2,5% y verde de bromocresol 0,025%. El gel se
equilibró durante 30 min. en una solución de NaOHy EDTA1 mM.
La electroforesis se efectuó a 30 voltios durante 6 hs. El gel
fue luego secado y expuesto a películas KODAKX-Omat con
pantallas amplificadoras a —70°C.

7.4 EmolonamientLdeuDNA

El cDNAobtenido se fraccionó por peso molecular en columna
de Bio-Gel A-50m equilibrada en Tris-HCl 10 mMpH 7,5; NaCl 100
mMy EDTAl mMdurante 24 hs. a un flujo de 1 ml/h. Se siguió el
protocolo detallado por Huynhet al. (1985). Se recogieron 15
fracciones de lb ul c/u y fueron leídas en contador de centelleo
líquido. Una alícuota de cada una de las fracciones obtenidas se
corrió en gel alcalino. Se unieron las dos fracciones de mayor
peso molecular y las dos fracciones siguientes en peso
molecular. Estas fracciones se precipitaron con acetato de sodio
y etanol.

7.5 QuantflicaciánJelJDNAJghlecadenamtenidQ

La cantidad de cDNA obtenida se calculó de la siguiente
forma:

cDNA ng: 2a x 350b x 4° Ang

A: % de a 32dCTP incorporado x Y nmoles

Y: Cantidad de dCTP sin marcar en la mezcla de segunda
cadena.

c: n° de deoxinucleótidos incorporados
b: peso de un nanomol de dNMP
a: dos cadenas de cDNAsintetizadas.
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7.6 lemdeelJDNA

Se siguió el protocolo del sistema provisto por Amersham de
clonado en lambda gth.

Metilación de sitios Eco RI internos en el cDNA.Se
utilizaron 20 unidades de Eco RI metilasa y se incubó durante 60
min. a 37°C. Luego se incubó a 70°C por 10 min.

- Adición de extremos cohesivos Eco RI al cDNA.Se efectuó
con 1 ug de extremos y 5 unidades de DNAligasa de T4 por 10
min. Se detuvo 1a reacción incubando 10 min. a 70°C.

— Digestión con Eco RI del cDNAcon extremos unidos. Se
efectuó con 100 unidades de Eco RI durante 5 hs. a 37°C.

- Separación de los extremos Eco R1 no unidos del cDNA. Se
utilizó una columna provista por el sistema de Amersham.Se
equilibró en buffer STE y se recogió la muestra de cDNA en 10
fracciones. Se midió la radiactividad (Cherencov) de todas las
fracciones recogidas en contador de centelleo líquido. Se
tomaron las dos fracciones de mayor radiactividad separando asi
los extremos libres que eluyen en las últimas fracciones. Se
precipitó el cDNAcon extremos Eco RI cohesivos con acetato de
sodio y etanol. Se resuspendíó el cDNAen una concentración de
100 ug/ml.

—Ligamiento del cDNAa los brazos de lambda gth.

El cDNA obtenido se ligó con 1 ug de brazos de lambda gth
con 2,5 unidades de DNAligasa T4. Como control negativo se
ligaron los brazos de lambda sin adición de inserto. La reacción
se incubó a 15°C durante 16-20 hs. La mezcla ligada se precipitó
con acetato de sodio y etanol.

—Empaquetamiento de la mezcla de ligamiento.
Se utilizó un extracto de empaquetamiento comercial de

Amersham.
La incubación se efectuó a 20 °C durante 120 min.
Se adicionó 0,5 ml de buffer SMy 10 ul de cloroformo. Se

guardó a 4°C.
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—Titulación de la colección de cDNA.
100 ul de distintas diluciones de la suapención conteniendo

fagos recombinantes (102 a 104) se incubaron con 100 ul de
celulas NM514(hf1+) y lOOul de otras diluciones (104 a 108),
con ia cepa LBV. La adsorción se efectuó a 37°C durante 16 min.

Se plaqueó con agarosa diluída ( top”—agarosa) sobre cajas
de Petri (de 9 y 13 cm de diámetro).

Los fagos recombinantes se reconocieron por la aparición de
placas claras aL adsorver con NM514.

H. Qonstruccion-deiunamieccionjegmluumncial

Unaalternativa a la estrategia anteriormente mencionada, ee
la construcción de una colección de CDNAdiferencial. En este
caso el cDNA correspondiente al RNAmensajero inducido en el
sistema Gamma1R-F01 se arresta con RNAmensajero de un sistema
no inducido (GammalRmTestigo). Este último RNAes biotinilado
de forma tal que después del arresto los híbridos CDNA*RNA
biotinilados pueden ser complejados con estreptoavidina, dejando
libres los CDNAsespecíficos del sistema inducido. El siguiente
esquema resume los pasos comprendidos por este protocolo.

mRNAinducido mRNAno inducidom
mRNA mRNA

einteBiB de GDNA fotobiotinileción

, {7/7m
M.... .. . .. lll!!AAAAA

hibrido cDNA-RNA RNAbiocinilado

npcmm

Hibridación del mRNAfotoniotinilado con cDNAG
. . . n . . . . . . . V V V V V V VVI V PcEHIF-""-!É. . . . . .

32? cDNA i ¡
secuencias diferenciales híbridos mRNA-CDNA

secuenc lee comunes

Separación de los híbridos con estreptoavidinaM ’r
' ' ' ' ' ' ' ’ " ¡v\pvvv>v/>vemmdiferencial m i

complejos fotobiotina
eetreptoavidina\

adición de adaptadores ' , Liaode el vector no
nïvpalindrómlcos n. anndróm'l o—.-., - .mn.nrfl #—-'

/
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Se utilizó un sistema de ln_yitng_gen para la construcción

de esta colección diferencial.

8.1 E l. I. .1 .. _

20 ug del RNAmensajero no inducido (Gamma1R testigo) se
resuspendieron en 30 ul de agua estéril fueron biotinilados
según protocolo de “In vitro Gen“. Se utilizó fotobiotina
provista por el sistema en una concentración final de 1 mg/ml.
El tubo conteniendo el mRNAcon la fotobiotina se colocó en
hielo y se expuso a una lámpara de 500 Watts durante 20 min. a
una distancia de 10 cm y con un sistema de refrigeración para
impedir el calentamiento de 1a muestra. Se adicionó Tris base
0,1M pH9 y se llevó a un volumen final de 200 ul. Se extrajo
luego con un volumen de 2-butanol. Se repitió la extracción
hasta que la fase butanólica apareció clara. Se precipitó con
acetato de sodio y etanol. Se centrifugó y el precipitado
apareció anaranjado lo que representa un indicio de buena
biotinilación. Se resuspendió en 30 ul de agua estéril. Se
repitió el ciclo de biotinilación una vez más.

8.2.MMMJÜ‘
Se siguió un protocolo similar al descripto anteriormente

sólo que se partió de 2-3 ug de mRNAde Gamma lE-FOi. El mRNAse
trato con 2 mMMeHgdurante 5 min. a temperatura ambiente para
desnaturalizar el RNA,previo a la reacción con transcriptasa
reversa. La misma se incubó durante 60 min. a 42 °C. Se detuvo
la reacción con EDTAy se adicionó b ug de tRNA.

Se efectuó una extracción con fenol/Cloroformo y se
precipitó con acetato de amonio y etanol. El CDNAobtenido se
resuspendió en 50 ul de 0.5 M NaOHy se incubó a 55°C 15 min. Se
precipitó con acetato de sodio y etanol.
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8.3.”.1 .l .. l l.

Se adicionó el mRNAbiotinilado al cDNAresuspendido en agua
estéril y se precipitaron con acetato de sodio y etanol. Se
resuspendió en 10 ul de agua estéril, se adicionó 10 ul de
buffer de hibridación 2x y se incubó 1 min. a 100 oC. Luego se
incubó a 68 °C 24 hs. seguido de una incubación a 55 0C durante
5 min.

Posteriormente se llevó a hielo y se adicionó 30 ul de
buffer Hepes/ EDTAseguido por lO ul de estreptoavidina. Se
incubó 10 min. a temperatura ambiente y se realizó una
extracción con fenol/cloroformo. Se reextrajo la fase orgánica y
se unieron ambas fases acuosas. Se repitió la incubación con
estreptoavidina. Finalmente la fase acuosa se precipitó con
acetato de sodio y etanol.

8.4.WWW
El cDNAcorrespondiente al mRNAde GammalR-F01 previamente

sustraído con el mRNA no inducido (Gamma lR control) se
resuspendió en 53 ul de agua estéril. Se adicionaron 2 ul de
dNTPs 25 mM; 5 ul de una mezcla de hexanucleótidos; 167,5 ul de
buffer de 2° cadena; 12,5 ul de BSA 1 mg/ml; b ul de 10 mMNAD+;
5 ul de DNApolimerasa I. Se incubó a 15 °C durante 90 min. y
luego otros 30 min- a temperatura ambiente. La reacción se
detuvo incubando a 70°C por 10 min. Se adicionó l ul de DNA
polimerasa T4 y se incubó a temperatura ambiente 30 min. Se
efectuó una extracción con fenol/cloroformo y se precipitó con
acetato de amonio y etanol.

8.5.MMM].
8.5.1WWW
Se utilizaron adaptadores no palindrómicos fosforilados

provistos en el sistema In Vitro Gen, con un extremo “CACA”
protruyente en 3' que permite la ligada al vector pcDNAIIque se
utizó en el clonado (EsquemaII).
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Se resuspendió el cDNAdoble cadena en 13 ul de agua estéril

y se adicionaron 2 ul de buffer de ligamiento, 3 ul de
adaptadores BstX I y 2 ul de T4 DNAligasa. Se incubó a 15 oC
durante 12 hs. La reacción se detuvo con 1 ul de 0,5 M EDTA.

El CDNAunido a los adaptadores se trató con RNasa durante
10 min. a 37 oC.

8.5.2Selecciánjelmmlioumño

Se seleccionó el CDNApara ser clonado en gel de agarosa. Al
mismo tiempo se separó el cDNAde los adaptadores que estaban en
exceso. El gel se preparó al 1% en buffer Tris-acético.
Paralelamente a la muestra de cDNAse corrió un marcador de peso
molecular para facilitar la selección del CDNApor tamaño. El
gel se corrió a 5 voltios/cm hasta que el colorante (Azul de
Bromofenol) hubo migrado entre 4 y 6 cm. Posteriormente el gel
se tiñó con bromuro de etidio protegido de la luz. Tomando como
referencia la migración del marcador de peso molecular se cortó
el fragmento de agarosa conteniendo cDNAscon un tamaño minimo
de 700 kb). E1 cDNAseleccionado se electroeluyó durante 3 hs. a
10 voltios/cm en 1/4x buffer Tris acético. Unavez electroeluído
el cDNA se resuspendió en el mismo buffer, se agregó 1 ul de 5
mg/ml de tRNApara favorecer la precipitación, se extrajo con
fenol/cloroformo y se precipitó con acetato de amonio y etanol.

8.5.3 Ligada.dfil_QDNA_fil_XfiQLQI_BQDNA_ll

El vector utilizado es un pcDNAII construido por In Vitro
Gen, cortado en BstX 1 (Esquema.II ). Es un vector no
palindrómico y por lo tanto no es necesario fosfatasearlo,
evitando algunas de las desventajas de esas metodologia como la
aparición de un númeroconsiderable de falsos positivos.

El cDNA se resuspendió en lO ul de agua estéril. Se
adicionaron 3,5 ul de buffer 10x de ligamiento; 7 ul de una
dilución 1/10 del vector comercial pcDNA II y 0,5 ul de T4
ligasa en un volumen final de 35 ul.
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Simultáneamente se efectúo un control positivo de ligada con

un inserto control de 350 pb con 50 ng de inserto, 5 ul del
vector diluido 1/10 en un volumen final de lO ul. Comocontrol
negativo se religó el vector pcDNAII cortado con BstX I.

Las muestras se incubaron a 15°C durante 12 hs.

86A.hmflmmnm

Con los productos del ligamiento se procedió a realizar una
transformación en pequeña escala para determinar eficiencia de
transformación y evaluar el numerode clones recombinantes.

1 ul de cada uno de los productos del ligamiento y 1 ul de
plásmido SC control (conteniendo 10 pg/ul) se pusieron en tubos
tipo "Falcon" conteniendo 2 ul de B mercaptoetanol 0,5 My 40 ul
de células competentes INVaF'. Se dejó en hielo 30 min. Se
incubó 60 seg. a 42 °C e inmediatamente se puso en hielo 2 min.
Se adicionó medio SOC y se incubó a 37°C durante 1 hora en
agitación. Se plaqueó con “top” agarosa conteniendo 1 mM final
de IPTG y l mg de X-Gal sobre cajas de Petri (de 9 cm de
diámetro) con LB agar con 100 ug/ml de ampicilina. El número de
recombinantes se determinó evaluando el número de colonias
blancas. El porcentaje de religada del vector fue de alrededor
del 20 %evidenciado por el número de colonias azules.

En base a los datos obtenidos se encaró una transformación a
gran escala siguiendo el mismoprotocolo pero utilizando 1 ml de
células, todo el resto de la mezcla de ligamiento y 50 ul de B
mercaptoetanol. La incubación a 37°C se efectuó con 9 ml de
medio SOC. Después de 1 hora se centrifugó b min. a 3000 xg. Se
resuspendió el precipitado en 2,5 ml de medio. La colección de
cDNAse guardó en glicerol a una concentración final 15 %. Entre
100 y 400 ul de la misma se plagueron en cajas de Petri con LB
agar con ampicilina como se describió anteriormente. Se
incubaron las placas a 37°C por 24 hs.

9.Emüfimflüjgumujuümnfiü
Para determinar si las colonias recombinantes eran realmente
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clones diferenciales o si por lo contrario se trata_ de clones
provenientes de cDNA presentes en ambas poblaciones de Gamma
1R-F01 y GammalR control y que no han sido bien arrestados, se
levantaron filtros réplica de los clones recombinantes. Para
ello se siguió el protocolo de Maniatis (1990) sin
modificaciones.

Para la búsqueda diferencial se procedió a la hibridación de
los filtros réplica con dos sondas marcadas radiactivamente: una
a partir del mRNAmensajero de GammalR-F01 y otro a partir de
GammaIR testigo, ambos del dia 5 posterior a la inoculación.

La reacción de marcación de los cDNAs se realizó de la
siguiente forma:

10 ul de mRNAen agua estéril
0,5 ul de 0,1 M MeHgOH
Se incubó 5 min. a temperatura ambiente. Se agrego 1,25 ul

de 0,7 MB mercaptoetanol. Se colocó en hielo y se adicionó:
0,2 ul de oligo dT (1 mg/ml)
0,5 ul de inhibidor de RNasa

ul de buffer RT
ul de 32P dCTP(5 uCi de actividad especifica

3000Ci/mmol)
1 ul de dNTPs (150 uM)
1 ul de transcriptasa reversa

0101

Se incubó la mezcla de reacción por 40 min a 42°C. Se
adicionó 1 ul de 25 mMdCTP y se incubó otros 20 min. a 42°C.

Se paró la reacción con 2 ul de EDTAy se hidrolizó el mRNA
templado con NaOH a una concentración de 0.5 M a 55°C por 15
min. Luego se neutralizó con un volúmen de Tris-acético 1 M pH
5. Se adicionó 1 ul de tRNA(5 ug/ul) y se precipitó con acetato
de amonio y etanol. Se resuspendió la sonda en agua estéril y se
utilizó para hibridar filtros réplica.

La pre-hibridación y la hibridación se realizaron en una
solución conteniendo:

0,1 % PAES
6x SSPE

1 % SDS

0,01% NaPPi
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Los filtros se incubaron con la solución de pre-hibridación

por lo menos 1 hora y se hibridaron entre 4 y 12 horas.

Se efectuaron los siguientes lavados: 6x SSC, 0,1 % SDS; 2x
SSC, 0,1% SDS; 0,2x SSC, 0,1 % SDS todos por 15 min.

Los filtros se expusieron a peliculas Kodak X-Omaten
cassattes con pantallas intensificadoras.

9.1MinkfmanaciMe
Se siguió el protocolo de Zhou et al. (1990) sin

modificaciones excepto que se realizó una extracción con
fenol/cloroformo después de la separación del DNAcromosómico y
antes de la precipitación con etanol.

9.2 Enepanación de glásmidgs a gran escala

Tanto para la preparación de plámidos como para la
purificación por polietilenglicol se siguió el protocolo de
Maniatis et al. (1990) sin modificaciones.

Alrededor de 2 ug de DNAde los plásmidos de interés fueron
incubados con las enzimas Hind III (20 unidades) y Xho I (20
unidades) con los respectivos buffers provistos por los
proveedores de las enzimas (BRL, New England Biolabs)
restricción comerciales en un volumen final de 20 ul.



9.4WWW
Los plásmidos recombinantes obtenidos
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en la colección
CDNAdiferencial sin digerir y digeridos con Hind III y Bam
se corrieron en geles de
buffer TAEdependiendo del tamaño del
protocolo de Maniatis et al.

agaroaa de 0,6; 0,8 ó 1 % (p/v)

(1982).
plásmido. Se siguió

de
HI

en
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1. DEIEBMlNAQlQN_DEL_MQMENIQ_QBIlMQ_DE_1NQQULAQIQN

Conel objeto de evaluar los efectos génicos de la
reacción a Bnccinia__2229ndiia__LniLici, evitando la mayor
cantidad de efectos no asociados a dicha reacción,
particularmente los derivados del desarrollo de la hoja y el
efecto indirecto de la enfermedad en este proceso, se
realizaron experimentos para determinar a cuántos dias desde
el momentode la siembra era aconsejable inocular.

El gráfico l muestra la curva de elongación de primera
hoja promedio desde el momentode emergencia hasta el dia 15
de las dos líneas aqui estudiadas

Alrededor de los dias 8 y 9 el crecimiento se hace más
gradual, la primera hoja está totalmente expandida y la
segunda hoja está apenas emergiendo. No hubo diferencias
significativas en el crecimiento desde este momentohasta la
aparición de síntomas entre plantas resistentes, plantas
susceptibles y controles sin inocular. Se considera este
periodo el más adecuado para la inoculación con el patógeno ya
que las hojas son aún suficientemente jóvenes para que la
infección sea efectiva y por lo mencionado anteriormente se
evitan efectos colaterales de crecimiento que puedan estar
asociados a la reacción a roya.

2. EMALQAQIQN_DEL_GRADQ_DE_BEAQQIQH_X_SINIQMAIQLQGlAl

La reacción hipersensible es evidente siete dias después
de la inoculación (Figura 3) siendo el número de manchas
hipersensibles promedio de 24/hoja. En las plantas
susceptibles los uresdosoros del hongo aparecen hacia el
décimo día después de la inoculación siendo el número de
pústulas promedio de 67/ hoja (Figura 4), en las condiciones
de crecimiento e inoculación utilizadas.
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G .E. J: Curva de elongación de primera hoja en función del
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Con el objeto de determinar el momentoóptimo de inocula
ción de las plántulas de trigo, para evitar la mayorcantidad
de efectos génicos no asociados directamente a la reacción a

' ' ' ' se efectuaron mediciones de largo de
desde emergencia en adelante. Se graficó el

promedio de largo de primera hoja (cm) obtenido a partir de 10
hojas, de cada día y de ambas líneas, en función de los días
desde emergencia.

primera hoja
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Se inocularon plantas de Sinvalocho M.A. con el clon F01
originando una interacción incompatible, que es visible a los 7
dias posteriores a la inoculación reveladas como
pequeñas manchascloróticas alrededor del sitio de penetración
del hongo.

aparición de
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FiguraQA: BeMuQmpe.Mle .

Pústulas del clon F01 desarrollando sobre el hospedante
susceptible, GammalR. Estas pústulas son visibles hacia el
día 10 después de 1a inoculación.3.WMMVQ



La optimización del sitema de marcación de proteinas
sintetizadas “de novo” es importante pues los experimentos de
tinción de geles con Azul brillante de Coomassie R no
revelaron cambiospolipeptidicos reproducibles entre plantas
resistentes, susceptibles o controles sin inocular (Figura 5).
Además mediante pulsos de marcación con aminoácidos
radiactivos se está evaluando el momentoen que comienza a
inducirse la sintesis o la mismaes detenida, y permite que su
comportamiento pueda ser seguido en los dias subsiguientes.
Esto no es posible cuando se evalúan los patrones
electroforéticos de proteinas “frias” pues en este caso si los
cambios son cuantitativos, el métodode tinción de proteinas
totales no es muysensible, por ser acumulativo sobre todo en
presencia de un nivel basal alto del mismo polipéptido que
puede enmascarar inducciones o inhibiciones en la velocidad de
sintesis. El primer método ensayado de “marcado” de proteinas
sintetizados “in vivo” fue la absorción a través de raíz del
aminoácido radiactivo. Debido a que los niveles de
incorporación fueron muy bajos con un promedio de
incorporación de 5%, se probó un segundo método de marcación,
mas directo, a través de la vaina. En este caso hubo buena
incorporación (Tabla 2) con un promedio de incorporación entre
40-60% y por lo tanto se adoptó este método de marcación para
todos los ensayos subsiguientes. Determinaciones previas
hechas en condiciones similares a las utilizadas en este
trabajo, indican que la absición de las hojas no afecta el
desarrollo de la reacción frente al patógeno (Hector Saione,
comunicación personal).
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3.2- Q .Í i . . _7 ¡l J l E .

Hojas infectadas con roya fueron colocadas en tubos para
permitir la incorporación de pulsos de metionina o leucina
radiactiva a través de 1a vaina. Las proteinas marcadas se
fraccionaron y corrieron en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes pero con distintos buffers de
corrida. La comparación de los dos sistemas de electroforesis
ensayados, demostró que la resolución de las bandas
polipeptidicas fue mejor cuando se siguió el protocolo de
Altman, descripto en la sección anterior. Asimismo cuando se
compararon dos métodos de tratamiento del gel para
fluorografia utilizando salicilato de sodio o PPO-DMSO,el
sistema más eficaz en cuanto a intensidad de bandas fue el de
PPO-DMSO.
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Elgnra__fi: Electroforesis de proteínas totales de hoja a
distintos tiempos post-infección de las líneas GammalR y
Sinvalocho inoculadas con el clon F01 y controles sin inocular.

Las plantas fueron cultivadas e inoculadas en condiciones
controladas según se indica en Materiales y Métodos. A
diferentes tiempos posteriores a la infección se cortaron diez
hojas de cada tratamiento, congelandose a —70°C hasta el
momento de su procesamiento. Las muestras de proteinas totales
obtenidas se corrieron en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes según método de Altman. El gel
se coloreó con azul brillante de Coomassie R.



3.3.
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3.3.1.WW" irme.so_de_infección

Con el objeto de detectar en qué momento del proceso de
infección se expresan los productos de los genes
intervinientes en el reconocimiento especifico de hospedante y
patógeno, se tomaron hojas de una interacción incompatible
(Sinvalocho M.A.-F01) y de una interacción compatible (Gamma
1R-F01) asi como de los correspondientes controles y se
incorporó metionina radiactiva mediante pulsos en las
proteínas sintetizadas “de novo”, por el método de absorción a
través de vaina, como se describe en Materiales y Métodos.

Luego de los tratamientos, secado y exposición de los
geles se obtuvieron autoradiografias que permitieron comparar
los patrones electroforéticos de los polipéptidos a lo largo
del proceso de infección. Durante los primeros dos dias
posteriores a la inoculación, no se detectaron cambios
polipeptidicos evidentes tanto en interacciones compatibles
comoincompatibles respecto a los controles sin inocular
(Figura 6 A). En la interacción compatible GammalR-F01 hacia
el segundo día, se induce una banda polipeptídica de 85 kDa
pero su intensidad se hace maximahacia el tercer dia y se
mantiene hasta la aparición de pústulas (dia 10).

Por otra parte se detectaron polipéptidos que Se expresan
hacia el tercer dia de infección y mantienen su intensidad
durante los días siguientes, no solo en hojas infectadas sino
también en controles inoculados con talco solamente (Bandas de
74 y 80 kDa). Estos polipéptidos que se inducen en forma
inespecifica podrian estar involucrados en un mecanismode
respuesta generalizada comoes el caso conocido comorespuesta
a la herida inducida por etileno.

En la interacción incompatible Sinvalocho M.A.-F01, no se
detectaron cambios moyconspicuos en el patrón electroforético
de proteínas a lo largo del proceso de infección entre plantas
infectadas y plantas control (Figura 6 B).
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En 1a fracción particulada hay una banda que se induce en
la interacción compatible GammalR-F01 hacia el tercer dia
después de 1a inoculación, cuya especificidad se discute en la
sección siguiente (Figura 7 B).
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Eignra 5: Patrones electroforétioos correspondientes
proteínas sintetizadas “de novo“ durante el proceso
infección desde el primer día posterior a la inoculación.

A. Interacción compatible
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. Interacción incompatible.

abcdefghij k
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Las plántulas fueron cultivadas en condiciones controladas

para ser inoculadas y procesadas comose indicó en Materiales
y Métodos. A diferentes tiempos posteriores a la infección se
cortaron y se expusieron hojas a absorver 35S-Metionina por
los extremos cortados. Los homogenatosfueron ultracentrifuga
dos y los sobrenadantes procesados para electroforesis en con
diciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Alrededor de 100.000
cpmde proteinas marcadas de la fracción soluble se sembraron
en geles y luego se evidenciaron por autoradiografia.

A: Muestras de la linea GammalR inoculadas con el clon F01 y
plantas control.
a,b: primer día posterior a 1a inoculación; c,d: segundo día;
e,f: tercer día; g,h: cuarto día; i,j: quinto dia.
a,c,e,g,i: hojas inoculadas solamente con talco a diferentes
tiempos de infección.
b,d,f,h,j: hojas inoculadas con la raza F01.
Las bandas de 80 y 74 kDa se inducen inespecíficamente en hojas
infectadas y controles sin inocular. La banda de 85 kDa se
induce específicamente en las hojas infectadas.

B: Muestras de Sinvalocho M.A. inoculadas con el Clon F01 y
controles sin inocular.
a,b: primer día posterior a la inoculación; c,d: segundodía;
e,f: tercer día; g,h: cuarto día i,j: quinto día; k,l: séptimo
día.
a,c,e,g,i,k: hojas inoculadas solo con talco.
b,d,f,h,j,1: hojas inoculadas con la raza F01.
No se observan cambios muy conspicuos.
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Debido a que los primeros cambios polipeptídicos de
importancia relacionados con la infección se detectaron hacia
el tercer dia después de la inoculación, el estudio de la
especificidad de dichos polipéptidos se centró en este
momento. Se compararon todas las interacciones compatibles e
incompatibles descriptas en la tabla 1, así como los
correspondientes controles.

3.3.2.1. Mariación. en la tasa de_sjn1esjs anLejga en
BlantaLiníecLadas

Para las distintas interacciones hospedante-patógeno se
estimó la tasa de síntesis proteica midiendo 1a radiactividad
incorporada en el material precipitable en presencia de TCAal
10%(Tabla 2A). Resulta interesante resaltar que se detectó un
incremento en la síntesis proteica global en todas las plantas
inoculadas, al compararlas con los respectivos controles sin
infectar, excepto en el caso de las interacciones que
involucran a la raza F02 cuya tasa de síntesis proteica no
difieren significativamente del control a un nivel de
significación del 5% (Prueba de Tukey).

Las diferencias en las tasas de incorporación entre
interacciones compatibles e incompatibles (Tabla 2B) no fueron
estadisticamnete significativas por lo que se deduce que si
bien el proceso de inoculación con esporas fúngicas activa
globalmente la síntesis de proteinas, esta activación no
dependedel resultado de la interacción.



TablaE:Incorporacióndeiws-Metioninaenpolgpéptidossintetizado;"de

"novo"

A.Valoresabsolutosderadiactividadincorporadaenrelacióna

radiactividadBuministradq

Interacciónc.p.minsolublesenTCA/c.p.m.totales

MldeextractosuministradaS/Hl
Expel.lExper.2Exper.lhxpeu.a

SinvalochuM.A.(¡noculadacontalco)28.49888.35070.19?56.9AU SinvalochoM.A.-FO1“4.62438.08967.000“3.240 SinvalochuM.A.-F0h32.23722.02558.38038.305 SinvalochuM.A.-FQw12.91936.07322.04653.283 GammaIR(inuculadacontalcu)6.47018.98515.386¿4.húó
GammalR-FO.30.92338.25654.06551.h20 GammalR-FQu27.03733.29654.760QB.536 GammalR-Füq17.25920.26422.50223.346



B.Porcentaiedeincorporaciondesms-Metioninaenpolipeptidos

sintetizados"denovo“,

Interacczonporcentajede1ncorporaciou

(cpminsolublesenTCA/valoresvalor

cpmtotales) x100transformadosmedlu

Exp.lExp.2Exp.lExp.2

SinvalochoM.A.(inoculadacontalco)40.6AB.139.643.9Q1.7 SinvalochuM.A.-FU‘[-J66.574.254.659.5b7.0* SínvalochoM.A.-FUp[-155.357.598.0“9.348.7 SinvalochoM.A.-Fun[+158.667.7“9.955.458.7* GammalH(inoculadacontalco)42.058.940.146.743.5 GammaIR-F0.[+357.27Q.A“9.159.65k.4&GammaIR—Fl;[-J49.468.644.655.950.3 GammalR-Flh[-J76.786.861.168.76Q.9*

Seinocularonplántulasdeochodiasconesporas.cortandosealtercerdia

lasláminasfolíaresparasuministrarunpulsoradiactivoatravésdesubase.
Sehomgoneizaronhojasdelosdistintostratamientosysemidióla radiactividadasociadaalmaterialinsolubleenTCAenuncontadordecentellen liquido.Latablamuestralosporcentajesdeincorporacionobtenidosendos experimentosindependientes.

‘zLosvaloresdeporcentajesdeincorporacionsetransfoumaronparapode:

compararlosporanálisisdevarianza

bzPromediodelosvalorestransformados.
“zInteraccionesquedifierendelashojasinoculadascontalcoaunnivel

de5%deSignificación.



A fin de observar si este incremento generalizado de la
síntesis proteica se refleja en la aparición de bandas
especificas se analizaron los patrones de bandas por
electroforesis. Se detectaron cambios polipeptidicos
reproducibles en seis bandas polipeptidicas, 5
correspondientes a la fracción soluble y una correspondiente a
la fracción particulada. Las bandas diferenciales fueron
cuantificadas con un densitómetro y los valores de absorbancia
graficados para cada una de las interacciones en estudio
(Gráficos 2 y 3).

La tabla 8 resume la cuantificación de las diferencias en
intensidad de las bandas polipeptidicas en estudio en las
distintas interacciones hospedante-patógeno. En todos los
casos, para determinar aumento o disminución en intensidad de
bandas polipeptidicas se compararoncalles que presentaban la
misma intensidad de una banda independiente del proceso de
infección, tomada como referencia. Para ello se midieron
varias autorradiografias de diferentes geles y distintos
tiempos de exposición.

a) I _ l . l. .1 i !_ 1 i 1.. .1.

¡.E E . J

* BandaumiadaíwtsnaccmneLMmpatmles' Lenciall.
Bfinflí.JEL_39 kDa. Se detectó incremento en radiactividad

asociada a una banda polipeptidica de 39 kDa en interacciones
incompatibles (Gamma 1R-F03 y Sinvalocho M.A.-F01) en
comparación con interacciones compatibles o controles sin
infectar (Figura 7A, calles b y c). Esta fue la única banda
que se pudo detectar asociada con una reacción de resistencia.
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*B¡ .¡ .I . l.“
Leniemedadi

EnndRJBLjiLkDa. Una banda de 15 kDa correspondiente a la
fracción particulada es específica de la interacción Gamma
lR-F01 (Figura 7B, calle i). Esta banda está ausente en Gamma
lR control y en cualquier otra interacción compatible o
incompatible.



Igbla3| Resumenesquemáticodeloscambiospolipeptidicosdetectadosen
diferentesinteraccioneshospedante-patoqenoaltercerdiadelprocesode infección.

Radiactividadrelativaasuriadacun

bandaspolipeptidicas(unidadesarbitrarias)

interacción—--"--————-«---------------v

fracción

particuladaFracciónsoluble(KD)

SinvalochoM.A.(inoculadacontalco)
SinvalochoM.A.-FU,[-J SinvalochuM.A.-Fun[-J SinvalochoM.A.-F15[+3 GammalR(inoculadacontalco) GammalR-FO.[+3 GammaIRFU»[-3 GammalRFlh[-J

¡n
(U

l0.29O.h4 l0.570.80 0.430.570.37 0‘250.940.95 0.180.84Oubó 0.630.63O.QB 0,630.630.93

n

oo
(Ub'n

ooooO-«oo

0000000

o-nooO-«oo

LasbandaspolipeptidicasdiferencialesestánidentificadaspOrsuspesos

molecularesenlapartesuperiordelatabla.

Losnúmeroscorrespondenaunindicearbitrarioderadiactividadasociadaa

cadabanda.EsteíndiceTueestimadodespuésdemedirdensitométricamentevarias autoradiografias(diferentestiemposdeexposiciónydiferentesgeles).El
indicefuecalculadocomo:lecturadensitométricaparaunabandadeterminada/lecturadensitométricaparalabandadelamismamovilidadquemuestraelmáximo deincorporación.Lnscambiosenlavelocidaddesintesisrelativade

polipéptidosdetectadosincluyennosoloaumentossinotambiéncasosde disminuciónenincorporacióndeisótoposabandasparticulares.
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Bandfl__mmde____&h____kDa. En la misma combinación
hospedante-patógeno, Gamma 1R—F01. una banda de 85 kDa
correspondiente a la fracción soluble, mencionada en los
ensayos de curva de tiempo, presenta un incremento en
intensidad sólo en esta interacción, no así en las demas
combinaciones que involucran a la mutante GammalR (Figura 7A,
calles a,c,e). En Sinvalocho M.A. una banda de similar
movilidad, está presente en todas las interacciones que
involucran a Sinvalocho M.A. (Figura 7A, calles b y d) y en
plantas inoculadas solo con talco (Figura 7A, calle f) El
Gráfico l muestra la cuantificación de la radiactividad
asociada a esta banda medida en densitómetro.

Tanto las bandas de 15 kDa como la de Bb kDa podrían estar
asociadas a la acoión de los genes A1/A2 ya que están
presentes en GammalR y no en Sinvalocho. En este caso A1/A2
confieren compatibilidad cuando GammaIR es enfrentada con el
clon F01.

Banda___de___22__kDa. Una banda de 22 kDa se induce
inespecificamente en Sinvalocho M.A. inoculadas con razas
compatibles o incompatibles (Figura 8).

b_ L. . .. . .1 l a l i 1. -1.

!.E _. J

*
Algunas de las bandas proteicas normalmente presentes en

plantas no infectadas muestran una disminución específica en
su intensidad de marcación en algunas interacciones.
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Ejgura__1: Patrones electroforéticos de proteínas sintetizadas
"de novo" al tercer día del proceso de infección.

A.

MWKDaabcdefghijkl

Se cultivaron plántulas de trigo para ser inoculadas y
procesadas como se describe en Materiales y Métodos. Alrededor
de 30.000 cpm de proteínas de las fracciones solubles y
particuladas se sometieron a electroforesis en SBS-PAGEy se
Visualizaron por fluorografía representativa de varios
ensayos. Las flechas indican las bandas que mostraron
diferencias reproducibles en radiactividad en interacciones
hospedante-patógeno específicas después del análisis de
resultados de varios experimentos independientes.
A: SDS-PAGEen gel 10%. a-f: fracción soluble; g-l: fracción
particulada; a,g: Gamma1R-F01; b,h: Sinvalocho M.A.—F01;c,i:
Gamma1R-F03; d,j: Sinvalocho M.A.—F03; e,k: hojas de Gamma lR
inoculadas con talco; f,1: hojas de Sinvalocho M.A. inoculadas
con talco.
B: SDSsPAGEen gel en gradiente 10-20%. a-f: fracción soluble;
g-h: fracción particulada. a,g: Gamma1R—F02;b,h: Sinvalooho
M.A.—F02;c,i: Gamma1R=F01; d,j: Sinvalocho M.A.—F01; e,k:
Hojas de Gamma lR inoculadas con talco; f,l: hojas de
Sinvalocho M.A. inoculadas con talco.
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Banda_de_fij_kDa. Una banda de 37 kDa está presente con
intensidad similar en todos los sistemas ensayados, excepto en
la interacción incompatible Sinvalocho M.A.—FO1(Figura 2A,
calle bl. El comportamiento de esta banda está asociado con el
gen Ao que confiere incompatibilidad al clon F01.

* Bandamociadasmompatmilmad

Banda_de_fiz_kna. La incorporación de abS-Metionona a una
banda de 52 kDa se suprime en GammalR-FOi. comportamiento que
estaria asociado a la acción de los genes Ai/Az.

Banda_de 25 kDa. Una banda de 28 kDa posiblemente en
asociación con el gen Ao ya que si bien está presente en todas
las combinaciones que involucran a GammaJR con cualquier raza
virulenta o avirulenta y aún GammalR control, disminuye de
intensidad en la interacción Sinvalocho M.A.—F03.

¡kB! ng- .¡ I _.].].i!

Banda_d&_2&tha. Otra banda de 23 kDa está presente en
Sinvalocho M.A. control y en Sinvalocho-F01 pero su intensidad
disminuye en las interacciones Sinvalocho-FOz y Sinvalocho-FOs
(Figura 8).



99

Gráiico_2: Cuantificación de la radiactividad asociada a la
banda polipeptídica de 85 kDa.

Gon. lR-FO.

i

y

Sinvnloccho H.A.-FO.

.'

Gun-I lR-FQ: É Sinvalocho "JL-FO;

L.—a H

Ganan.¡R control Sinvniocho ILA. control

H

Lectura de la banda polipeptidica de 85 kDa de un
autoradiograma tipico, correspondiente a la figura 7A, con un
densitómetro (Corning 780). Los valores correspondientes a la
Absorbancia de cada banda se obtienen teniendo en cuenta
intensidad y ancho de banda. En Gamma lR hay un pico
correspondiente a la banda de 85 kDa que no está presente en
GammalR-FOa ni en Gamma lR control. En Sinvalocho M.A. una
banda con movilidad similar está presente en todas las
interacciones incluido el control.
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Gráfico 3: Cuantificación de la radiactividad asociada a las
bandas polipeptidicas de 52 y 28 kD.

un
¡auna DE52 un. ¡“"9“ “e ¿a '

Gan-n lR-FO.

Gan-n lR-FQ. San. lR-FQ. Sinv-locho "JL-FG:
i
x

i

i

Gan-- IR control
SIM. IR control Simul°ch° "'A'

control

La lectura corresponde a un autoradiograma típico comoel
de la Figura 7A. El pico de absorción correspondiente a la
banda de 52 kDa no aparece en GammalR-F01 a diferencia de lo
que ocurre en GammalR-FOs y GammalR testigo. La banda de 28
kDa presenta un pico de absorción menor en Sinvalocho M.A.—FO3
comparadocon las demás interacciones.
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Eiguna__5: Electroforesis de proteínas sintetizadas “de novo“,
marcadas con 358-Metionina y corridas en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 10%durante 4 hs en las
mismascondiciones descriptas anteriormente.

Se sembraron 30.000 cpm en cada calle.
Sinvalocho M.A.—F01; b: Gamma lR-FOl; C: Sinvalocho

.A.-F02; d: Gamma lR-FOz: e: Sinvalocho M.A. Testigo; f:
amma lR Testigo; g: Sinvalocho M.A.—FOs: Gamma1R-F03.GZIP
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4. QARAQIERLZAQHml_JEL_JLEL_BAIBQNES“ELEQIBQEQBEIIQQS_DE

ERQIELNAS_SINIEI1ZADAS_LLN_MlÏBQL

Una vez determinada la asociación de polipéptidos
específicos con ciertas relaciones hospedante-patógeno, fue de
interés para el presente trabajo determinar a que nivel está
dada la regulación de los cambios arriba mencionados, es decir
si son debidos a síntesis o degradación de mRNAsespecificos,
modificaciones de proteínas preexistentes, etc. Para ello se
encaró la detección de los RNA mensajeros correspondientes
mediante analisis por SBS-PAGEde las proteinas sintetizadas
“in vitro”, en un sistema libre de células consistente en un
lisado de reticulocitos de conejo.

4.1.CurvadeLiempoJe '_'
QILJLDLBLQQciones _cgm21tibles__e_incompaum

A partir de hojas de Sinvalocho M.A. y GammalR inoculadas
con la raza F01 y de los respectivos controles inoculados solo
con talco se procedió a la purificación de RNAdesde el primer
dia posterior a la inoculación hasta el séptimo dia mediante
extracción en un medio con detergente. partición con solventes
orgánicos y precipitación diferencial con LiCl. El rendimiento
promedio de RNA obtenido con la metodología descripta en
Materiales y Métodos fue de 400 ug RNA/grde tejido fresco. Se
chequeó el estado del mismoa través de electroforesis en gel
de agarosa en condiciones desnaturalizantes. El resultado se
muestra en la figura 9.

Se observan varias bandas debido a que el RNA total
incluye rRNA de cloroplastos y mitocondrias además del
citoplasmático (rRNA‘s de cloroplastos: 238, 168; 58 y 4,58:
rRNA's de mitocondrias: 268: 185 y 58 rRNAs citoplasmáticos:
188 y 288). La buena definición de estas bandas nos indica la
integridad (calidad) del RNAobtenido libre de degradación.



103

Eignna_9: Gel de agarosa para RNA.Chequeo del RNA a utilizar
en las traducciones “in Vitro .

Gel de agarosa a1 1,5% con formaldehído
(desnaturaiizante). El RNA se incuba a 60 0C 5 min. en
presencia de 50% formamida y 6% formaldehído para desarmar
estructuras secundarias. Se sembraron 10 ug RNAen cada calle.
La corrida se realizó durante 5 hs a 5 Volts/cm.
Calles: a) Gamma lR-FOz; b) Sinvalocho M.A.—Testigo: c)
Gamma1R-Testigo; d) Gamma1R-F01: e) Sinvalocho M.A.—FO:; f)
Sinvalocho M.A.—F02.
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La Figura 10 A, muestra una curva de tiempo de las
proteinas sintetizadas “in vitro“ reflejo de los RNAs
mensajeros de 1a interacción Gamma lR-F01 del segundo a1
séptimo dia de infección. Los patrones electroforéticos de
polipéptidos marcados con 35S-Metionina obtenidos de plantas
inoculadas con el clon F01 y de plantas control muestra que
los primeros cambios polipeptidicos detectables (Bandas de
20,5 y 24 kDa) ocurren hacia el tercer dia después de la
infección, en correspondencia con los cambios detectados en
los experimentos de marcación "in vivo“.

Un RNA mensajero con actividad codificante para un
polipéptido de 20.5 kDa se induce espontaneamente hacia el
tercer dia (Figura 10A,calle d) posterior a la inoculación
pero su actividad incrementa significativamente en estadios
tardios del proceso de infección (Figura 10 A, calles f,h y
j). Un comportamiento similar ocurre con el mRNAque codifica
para un polipéptido de 32.5 kDa que se induce levemente en la
interacción Gamma1R-F01hacia el tercer dia (ver Figura 11,
calle f) aumentando su intensidad en los dias subsiguientes
(Figura 10 A, calles h y j). Una banda de 24 kDa se induce
también hacia el tercer día para alcanzar un máximoal cuarto
dia y luego disminuir en dias posteriores. Por otra parte, hay
una banda polipeptídica de 34 kDa presente tanto en plantas
control como en plantas inoculadas, con un comportamiento
opuesto ya que su intensidad decrece en plantas inoculadas en
correlación con el proceso de infección (Figura 10 A, comparar
dia 5 (calle g) y dia 7 (calle i).

En la interacción incompatible Sinvalocho M.A.-F01, no se
detectaron cambios polipeptidicos conspicuos durante el
proceso de infección (Figura 10 B). Se detectó una inducción
leve de una banda de 20.5 kDa en plantas inoculadas, con una
movilidad similar a la mencionada en la interacción Gamma
1R-F01 siendo su intensidad mayor hacia el dia 5 del proceso
de infección (Figura 10 B, calle h). Una banda de 32,5 kDAse
insinúa en las plantas inoculadas a partir del tercer dia
(Figura 10 B) confirmándose su presencia en el experimento del
punto 5.2. (Figura 11, calle b).
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Ejgnra 1Q: Electroforesis de proteínas sintetizadas “in vitro”
a partir de RNAmensajeros de plántulas inoculadas con el clon
F01 a distintos tiempos posteriores a la infección y de
plantas control, inoculadas sólo con talco.
A

E..abcdef9hijkM
“¡un “a

gw“

A. a,c,e,g,i: GammalR inoculadas sólo con talco. b,d,f,h, y j
Gamma lR inoculadas con roya; a,b: día 2; C,d: día 3; e,f: día
4; g,h: día 5: 1,3: día 7; k: control endógeno.
B. a,c,e: Sinvalocho M.A. inoculadas solo con talco; b,d,f,g,h:
Sinvalocho inoculadas con roya. i: control endógeno (sin
adición de RNA);a,b: dia 1; c,d: dia 2; e,f: día 3; g: dia4;h: dia 5.
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Conel objeto de evaluar la expresión de genes activos en
interacciones especificas y distinguirlos de aquellas
respuestas de tipo genera], se inoculó con tres razas del
patógeno a las dos lineas isogénicas de trigo. Se evaluó la
acumulación diferencial de RNAs mensajeros en las seis
interacciones hospedante-patógeno descriptas en la Tabla 1 y
en plantas inoculadas solamente con talco.

Debido a que los primeros cambios en polipéptidos
sintetizados "in vitro” se detectaron hacia el tercer dia del
proceso de infección. tanto en interacciones compatibles como
incompatibles, el analisis comparativo de los patrones
electroforéticos correspondientes a todas las interacciones en
estudio se efectuó en este periodo de tiempo. La figura ll,
muestra el resultado de la electroforesis de patrones
polipeptidicos de las proteínas sintetizadas "in vitro”. La
comparación de los patrones electroforéticos permite
determinar cuáles de los cambios polipeptídicos detectados
durante el proceso de infección (34: 32,5; 24 y 20,5 kDa) son
específicos de la interacción GammalR-FOi y cuáles ocurren
también en otras interacciones compatibles e incompatibles.
indicando entonCes que serian cambios probablemente
ineSpecificos. La tabla 3 resume los cambios detectados en los
polipéptidos sintetizados "in vitro” al tercer dia del proceso
de infección. ."'cas

Se encontraron dos bandas cuya intensidad aumenta en dos
interacciones especificas. Una banda de 24 kDa en la
interacción compatible GammalR-FOi (Figura 11) y una banda de
21,5 kDa en la interacción incompatible Sinvalocho M.A.—F02.
Esta última banda está presente en todas las interacciones en
estudio que involucran a Gamma IR incluyendo plantas
inoculadas solamente con talco pero su intensidad es muydébil
en todas las interacciones de Sinvalocho M.A. incluyendo los
controles, con la excepción de la mencionada interacción.
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*BandaLachiadas_cm_deJLenminadas_nazas_jel_gatiugenQ

Los patrones electroforéticos de las figuras 5 y 6
indicaban que una banda de 32,5 kDa se inducia en las
interacciones que involucraban a la raza F01,
independientemente del tipo de infección (compatible o
incompatible). La Figura 11 confirma este comportamiento y
claramente muestra que esta banda es especifica de dichas
interacciones estando ausente en hojas control y en otras
interacciones analizadas.

La banda de 20,5 kDa a pesar de estar presente en todas
las interacciones incluyendo plantas inoculadas solo con
talco, es mas conspicua en aquellas relaciones
hospedante-patógeno que involucran al clon F01.

La figura 12 confirma la inducción de las bandas de 32,5
kDa y 20,5 kDa en el sistema Sinvalocho-F01 y se detecta
también un aumento en intensidad en una banda de 23,5 kDa en
este sistema (calle c) comparadocon el control (calle d) y
con el sistema Sinvalocho M.A.-F03 (calles a y b).

*E iq .1 .1 . ..
hamdantejiamgenc

Los RNAmensajeros que codifican las bandas polipeptidicas
de 14,5 y 13,5 kDa muestran un incremento en la traducción en
las interacciones incompatibles GammalR-FOa y GammalR-F02.
El comportamiento de estas bandas en Sinvalocho M.A. es
diferente comparado con el de GammalR. La banda de 13,5 kDa
es independiente de le infección mientras que la banda de 14,5
kDa decrece en intensidad en Sinvalocho M.A.-F02 y Sinvalocho
M.A. F03.
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Eignna ll: Patrones electroforétjcos de proteínas sintetizadas
“in vitro” a partir de RNAde distintas interacciones
hospedanteepatógeno compatibles e incompatibles al tercer día
del proceso de infección.

a: Sinvalocho M.A. control. b: Sinvalocho M.A.—F01; c:
Sinvalocho M.A.-F03; d: Sinvalocho-FOz; e: Gamma1R-control;
f: Gamma lR-Fol; Gamma lR-FOs; Gamma lR-FOz.



distintas a partir de mRNAsde dos
distintas). o: Sinvalocho control; d: Sinvalocho M.A.-F01.
Los patrones o y d son iguales por lo que se
reproducibilidad de los patrones electroforé***os.
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Eignna_12: Patrón electroforético de proteinas sintetizadas
in vitro” a partir de RNA mensajero de plántulas de

Sinvalocho inoculadas con los clones F01 y Füs y controles
sin inocular, al tercer dia del proceso de infección.

abcdpm

;: vitro“
,racciones también

y b: Sinvalocho M.A.—F03 (dos tradu*n‘-nes “in
ev

asegura la
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Si bien la mayoria de las diferencias detectadas tanto “in

vivo" como “in vitro“, son cambios tempranos y por lo tanto es
poco probable que se trate de proteínas relacionadas con la
patogénesis (Proteínas PR), se verificó esta posibilidad. Se
realizó una extracción de proteinas ácidas a dos tiempos a lo
largo del proceso de infección en interacciones compatibles e
incompatibles.

El primer punto se tomó al cuarto dia, período en que los
cambios especificos ya eran detectables tanto en experimentos
de marcación "in vivo” como en ensayos de traducción “in
vitro“. El segundo punto se tomó al séptimo dia, en un estadio
avanzado, cuando la reacción hipersensible ya es notoria y la
aparición de pústulas es inminente.

La figura 13 muestra los patrones electroforéticos de las
proteínas obtenidas en la fracción ácida, de las lineas
isogénicas inoculadas con el clon F01 y los respectivos
controles. A pesar que los cambios a nivel proteico y a nivel
de mRNAson detectables en estas interacciones a los tres dias
de efectuada la inoculación, los patrones de proteinas ácidas
presentan diferencias recién hacia el séptimo dia. En ese
momentouna banda polipeptidica de alrededor de 10 KDa es
evidente en la interacción compatible GammalR-F01 pero no en
la interacción incompatible Sinvalocho-F01.
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: Patrón electroforético de proteinas extraídas en
medio ácido.

abcdei'gh

4-10 kpa

Alvcuarto y séptimo dias posteriores a la infección se
cortaron 10 hojas de GammalR y Sinvalocho M.A. inoculadas
con el clon F01 y de los respectivos controles sin infectar y
se realizó una extracción en medio ácido, según se describió
en materiales y métodos. Las proteinas se corrieron en
SDS-PAGEy el gel fue coloreado con Azul brillante de
Coomassie R.
a—d: Cuarto día; e-h: séptimo dia; a y e: Gamma1R-Testigo; b
y f: Gamma 1R-F01; c y g: Sinvalocho testigo; d y h
Sinvalocho-F01.



Comose mencionara anteriormente, la organización de genes
de reacción a E¿_reggndita en segmentos isofénicos alternando
con genes caracterizados de gliadinas y/o glutelinas, hace
interesante estudiar tanto a nivel proteico comoa nivel de
DNA,las posibles variaciones entre Sinvalocho M.A. y su
mutante Gamma 1R de estos genes ligados que pueden servir de
marcadores de las diferencias en los genes de reacción.

Comoconsecuencia del ligamiento entre estas dos familias
de genes, es esperable encontrar patrones electroforéticos
distintos tanto a nivel de proteinas como a nivel de DNA
debidos a rearreglos cromosómicos como consecuencia de la
mutagénesis inducida.6.1

Ya se conocía que los patrones de gliadinas de Sinvalocho
M.A. y su mutante Gamma lR muestran diferencias en los
patrones de gliadinas estando una de las bandas difeerenciales
asociada a uno de los genes de reacción al patógeno (Favret et
al. 1969, Favret 1969).

En este trabajo se analizó el patrón de glutelinas de alto
peso molecular de las lineas isogénicas Sinvalocho M.A. y
GammalR. En la figura 14 se observa el patrón electroforético
de ambas líneas isogénicas en el que se destaca la existencia
de una banda en Sinvalocho con una migración distinta de la
que presenta la mutante Gamma lR. Se corrió un control
correspondiente a la línea Chinese Spring de la cual se cuenta
con líneas de sustitución. Esta linea presenta 4 bandas de
glutelinas de alto peso molecular. Para la localización
cromosómica de la banda de diferente movilidad, se corrió una
muestra correspondiente a la línea Chinese Spring sin el
cromosoma lB (por la literatura se conoe que esa banda esta
codificada en este cromosoma) con 4 dosis del 1D (Nuli 1B,
Tetra 1D) y otra de Chinese Spring Monotelosómico para el
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cromosoma 1B). En estas muestras no aparece la banda que se
corresponde con la presente en Chinese Spring y que a su vez
tiene la misma migración que la de Sinvalocho M.A. Para
confirmar que también la banda de Sinvalocho está codificada
en este cromosoma, se utilizaron líneas de sustitución
cromosómica intervarietal, obtenidas por el Ing. Enrique
Suárez-lnst. Recursos Biológicos, de Chinese Spring portadoras
del cromosoma 1 B de Sinvalocho M.A. Los resultados indican
que en este caso también se confirza que el gen que codifica
la banda que difiere en movilidad entre las lineas cuasi
isogénicas está localizado en el cromosoma 6B. En este
cromosomase localiza también el gen de reacción (Ao) a la
raza F01 del patógeno.
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E131;an
Patrón electroforético de glutelinas de alto peso molecular

en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 %.
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6.2. E .l. . i 1 . 1 l [HE

En el laboratorio se cuenta con una serie de clones tanto
de gliadinas como de glutelinas que se utilizaron para este
análisis. El clon glia A207fue gentilmente cedido por el Dr
Okita, Wash. State University (ver Okita et al. 1982 y
Materiales y Métodos).

En 1a Sección Materiales y Metodos se describe el origen
de la mutante GammalR a partir de la variedad original,
Sinvalocho M.A. El mismo se interpreta como el resultado de
una transposición que involucra los mencionados genes de
reacción afectando a su vez la expresión de los genes de
proteinas de reserva (Favret 1969).

Con el objeto entonces de:
* Analizar el efecto de la transposición genética

postulada en este sistema, en cuanto a rearreglos a nivel del
DNAen la zona de interés.

* Realizar la búsqueda de un marcador molecular a partir
del cual encarar futuros experimentos de clonado de los genes
de resistencia y/o suceptibilidad específicos por caminado
cromosómico (Watson et al. 1983).

se realizó el siguiente experimento:
Se extrajo y purificó DNAde las dos variedades de trigo

como se describió anteriormente. Se trataron 10 ug de DNAde
cada variedad por separado con dos enzimas de restricción:
Hind III y BamHI, también por separado. Se eligieron enzimas
con bajo númerode corte para este experimento para facilitar
la comparación de los patrones de restricción de las dos
variedades de trigo, ya que hay menos fragmentos de
restricción capaces de hibridar.

Se corrió el DNAdigerido en un gel de agarosa al 0,8% y
se transfirió a nitrocelulosa mediante la técnica de Southern
blot.

Se realizó la hibridación de este filtro usando comosonda
a plásmidos marcados radiactivamente con a32P—dCTPextraídos
del clon glia A207obtenido por Okita (Okita et al. 1982).

Debido a que los genes de gliadinas a/B de trigo están
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genéticamente ligados a los genes de resistencia a roya, no
seria extraño esperar, entonces, que los cambios en la
secuencia de DNA de 1a región de interés producidos por las
translocaciones y reordenamientos que dieron origen a la
variedad Gamma IR a partir de Sinvalocho M.A., se vean
reflejados en cambios en los fragmentos de restricción que
hibriden con la sonda usada.

El resultado se muestra en la siguiente figura.
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Eiguna_15: DNAde ambas variedades de trigo cortado con dos
enzimas de restricción distintas (por separado), corrido en
gel de agarosa al 0,8%, transferido a nitrocelulosa e
hibridado usando como sonda a plásmidos extraídos del clon
Glía A207 marcado con 32P-dCTP.

Calles: a) Sv—HindIII; b) Gamma-HindIII: c) Sv-Hinf I; d) Ga
ma-Hinfl.

pmabpc d

El porcentaje de incorporación de nucleótidos fue del 20%y la
actividad especifica de la sonda de 107 cpm/ug DNA.

Comose observa en la foto, hay 4 bandas de 22400, 17800, 8900
1000 pares de bases que son idénticas en ambas variedades cortadas
con Hind III. Ademas aparece otra banda también de 22400 pb que es
igual en ambas variedades cortadas con Hinf I. Sin embargo una band
de 11200 pb aparece cuando el DNAde Sinvaiocho M.A es tratado con
Hind 111 pero no aparece cuando el DNAde GammalR es tratado con l
mismaenzima, indicando la existencia de reordenamientos estructuv
rales o mutaciones en segmentos cromosómicos Vecinos. Este fragment
podria servir, a su vez, comomarcador molecular en experimentos de



caminado cromosómico.
7

Del análisis de los cambios producidos a nivel de RNA
mensajero, se puede inferir la posibilidad de clonar el cDNA
correspondiente a estos mensajeros inducidos especificamente.
Debido a que la interacción Gamma1R-F01 fue la que presentó
los cambios más conspicuos a nivel de mRNA, se eligió este
sistema para realizar una colección de cDNAs.Paralelamente se
construyó también una colección de cDNAs correspondiente al
mRNAde la interacción Sinvalocho-F01. En ambos casos se
partió de mRNAdel tercer dia del proceso de infección. Se
utilizó como vector el fago lambda gtiO ye que se deseaba
obtener una colección de cDNAscon un número alto de clones
para aumentar la probabilidad de detectar algún clon
diferencial.

7.1 lenado_en JamhdaJtLO

7.1.151:13:32,154
El cDNAobtenido como se detalla en Materiales y Métodos

fue corrido en un gel alcalino de agarosa, habiéndose
observado una población de moléculas de distinto tamaño con
predominancia de aquellas que van de 9 a 4 kb (Figura 16). La
cantidad de cDNAobtenida a partir de mRNA de Gamma 1R-F01
calculada como se detalló anteriormente, en base a las cpm
precipitables en TCA,arrojó un valor de 170 ng:

% de = mumEiLablmnflA = _3_7_Q_O___= 0,6 °/o
incorporación cpmtotales 58200

A: 0,08 x 10 mmol = 0,06

ng cDNA = 2 x 350x 4x 0,06 = 168 ng
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EM:
Una alícuota del cDNA2o cadena marcado con BZP dCTP se corrié

en un gel de agarosa alcalino al 1 %. La autoradiografía se obtuvc
por exposición del gel seco a una película Kodak X-Omat a —7OOC.I
tamaño de CDNAmayoritario está alrededor de b kb.

57o , ' f

¿31.: t

Se realizó un fraccionamiento del cDNA para clonar las
fracciones de mayor peso molecular. En la figura 17 se observa
dicho fraccionamiento. Se seleccionaron las primeras 3
fracciones y por otro lado las tres subsiguientes y fueron
clonadas separadamente.
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El CDNAmarcado con a32P dCTP se fraccionó en columna de
Biogel A 50m.

no de cpm en

en
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el
se midieron en contador de

función de las fracciones en orden correlativo.
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1227.1.2WWng
La colección de cDNAfue construida como se describe en

Materiales y Métodos. La cantidad de clones recombinantes
obtenida fue de 4.8. 104 pfu/ 500 ul.

El análisis de fagos recombinantes a través de la
hibridación con filtros réplica con dos sondas, una del
sistema Gamma1R-F01 y otra de un sistema no inducido (Gamma
lR-Testigo o Sinvalocho M.A.-F01). Todos los clones positivos
en Gamma1R-F01 dieron señal positiva con Gamma 1R-Testigo o
Sinvalocho M.A.-F01._ Esto fue corroborado en un segundo
análisis de las colecciones de cDNA. Se analizó
aproximadamente un 80% de la colección de cDNAGammalR-FOi.
Tampocose detectaron clones diferenciales en la colección de
Sinvalocho-F01.

Debido a que los RNAmensajeros buscados (correspondientes
a las proteinas de 20,5, 24 y 32,5 kDa de Gamma lR-F01)
traducidos in_"xitro representan un bajo porcentaje de la
población de RNAmensajeros totales hacia el tercer día del
proceso de infección (menor a 0,01 %) es que la detección de
los respectivos clones es poco probable. En base a estos
resultados se probó una estrategia distinta consistente en la
construcción de una colección de cDNAsdiferencial que reduce
el análisis de la búsqueda de clones diferenciales pues en
teoria sólo se clona lo que es específico de la interacción de
interés.

7.2
la sección Materiales y Métodos Se describió el procedimiento
para la construcción de una colección de cDNAdiferencial a
partir de RNAmensajero de la interacción GammalR-F01 del 5°
dia del proceso de infección. Para realizar la hibridación
sustractiva se utilizó RNAmensajero de Gamma lR inoculada
sólo con talco. Se partió de mRNAdel 5° dia de infección pues
la abundancia de los mensajeros de interés es mayor que en
dias anteriores (Figura Gamma1R inoculada sólo con talco no
presenta inducción de esos mRNAo los presenta en muy baja
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proporción.
Se obtuvo aproximadamente 600 ug de cDNA segunda cadena

calcuLado como se indicó anteriormente.

7.2. 1. Hibridación- sustractiya

E; arresto del cDNAprimera cadena de GammalR-Foi con el
RNAmensajero no inducido, secuestra la mayor parte del cDNA,
quedando como simple cadena sólo ei mRNAdiferencial (más del

95% de las cpm inconporadas al cDNAson removidas).
La Figura 18 muestra el gel en el cual se separó el cDNAa

clonar del exceso de adaptadores y de moléculas de cDNAde
bajo peso molecular. El cDNAen esta etapa ya no es detectable
por tinción con Bromuro de etidio e iluminación con luz U.V.
pues en esta etapa ya se efectuó la hibridación sustrativa
habiendo quedado sólo un mínimo porcentaje (no más del 1%) del
cDNAtotal.

E;gura“lfi: Electroforesis del cDNAde Gamma1R-F01 una vez
arrestado con el mRNA de GammalR testigo en gel de agarosa
al 1%.

a: cDNAdiferencial. No es visible con U.V pues a lo sumo
quedaron 6 ug de cDNAdiferencial.

b: Marcador de peso molecular. En base a1 marcador de
peso molecular se separó el cDNA desde alrededor de 500 bp
hasta aproximadamente 4000bp. Esta fracción fue electroeluída
de la agarosa.
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7.2.2. Transformación

El porcentaje de religamiento del vector sólo fue
Oaproximadamente del 20 A cuando se utilizó e] cDNA como

inserto y de] 8%cuando se utilizó el inserto contro].
Esto era esperable pues 1a cantidad de cDNAque se ligó al

vector es menor incluso a la cantidad de inserto control (50
ug). Si se obtuvieron aproximadamente 600 ng de cDNAdoble
cadena y suponiendo que un 1%corresponde al mRNAde interés,
habría a lo sumo 6 ng de cDNA.una vez arrestado. Por ello no
era esperable obtener un número de clones recombinantes
elevado.

Se realizaron dos transformaciones, con los productos
obtenidos de dos sintesis de CDNAobtenidos separadamente. Se
obtuvieron 33 clones recombinantes de la primera
transformación y 160 de la segunda.

7.2.3. 1dentificaciónjulpnesjeflmñjfiemncial

La búsqueda diferencial realizada con dos sondas
diferentes dió como resultado que la mayoria de los clones
obtenidos en la primera transformación dieron positivos, con
ambas sondas. Sólo los clones pr14.l, pr15.l y pr16.1 dieron
positivos con a1 sonda de Gamma1R-F01 y no con la sonda de
Gamma lR Testigo. (Figura 19). En este caso la actividad
específica de las sondas utilizadas fue de 1.5 x 107 y 2).:10'7
cpm/ug de mRNAtemplado.

Los experimentos de análisis de los clones recombinantes
se repitieron, llegandose al mismoresultado. El clon prl4.1
es el gue dio una señal mas intensa con la sonda GammalR-FOi
que con la sonda GammalR-Testigo, en un segundo análisis de
los clones recombinantes (Figura 19). En este caso la
actividad de la sonda fue de 9,4 x 106 y 1.9 x 10e cpm/ug de
mRNAtemplado respectivamente. Comocontrol negativo se utizo
un clon (23.1) portador del plásmido vector sin inserto. El
hecho de que haya muchas colonias positivas con ambas sondas
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es un indicio
efectiva y que quedan moléculas de cDNAsin

del
análisis de los plasmidos obtenidos a partir de los clones
14I, prlSI
insertos grandes de alrededor de 9 kb

Hind III y Xho I
obteniéndose varias bandas

de

arrestar que
realidad no son especificas sistema

pr15I y reveló que se trata de plásmidos
(figura 20).

cortados con para
que indioaría la presencia

sitios corte internos en el
4).

inserto (Figura 22,

Gamma 1R-FO1.

de que la hibridación sustractiva no es 100 %
en
El
pr

con
Fueron

liberar el inserto,
de

calle 3 y
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: Análisis de la búsqueda diferencial de clones
específicos del sistema GammalR-F01. Filtros réplica fueron
hibridados con las dos sondas: Gamma 1R-F01 y Gamma
1R-Testigo. Los filtros fueron lavados y expuestos a película
autoradiográfica. La mayoria de los clones dieron señal
positiva con ambas sondas excepto los clones pr141; 151 y 161.
I: primer análisis. II: Segundo análisis. A: sonda gamma
1R5F01 B: sonda GammalR testigo. a y b: controles positivos
de las sondas Gamma1R-F01 y Gamma1R»Testigo, respectivamente
(30 ng de mRNAde GammáIR). El clon 14 es el que dió una
señal más positiva.

ZC.
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Por otra parte el análisis de 50 clones de 1a segunda
colección de cDNAreveló que en este caso también 1a mayoría
de los clones dan señal positiva con ambas sondas (Figura
clones 1. 5, 6, 1], 12, 17, 18, 19, 25, 26, 27, 42 a 50). La
actividad de las sondas fue de 2,3 x 106 cpm/ug de mRNA
templado la de GammaIR-Testigo y 8,9x106 la de GammalR-FO1.
Ciertos clones dieron Señal más intensa cuando los filtros se
hibridaron con la sonda GammalR-F01 que con la sonda Gamma
lR-Testigo en relación al control negativo correspondiente al
vector sin inserto (clon 23). Ejemplos de este tipo son los
clones: 13, 14, 28, 29. 34, 35 y 36 (Figura 21).



128

ElgnrafigZQ: Electroforesis de algunos de los plasmjdos
recombinantes obtenidos a partir de 1a primera transformación
con CDNASde GammalR específicos digeridos con Hind III para
Jinearizarlos. Los plásmidus digeridos con Hind III y
no digerídos se carrieron en geles de agarosa 0,8 %(p/v).

de peso molecular, b: p23 (control positivo),
pr14. e:

a: marcador
p23-Hind III, d:

g: prlG-Hind III.
0 prl4-Hind 111, f: prlñ-Hind III,
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o : Análisis de la busqueda diferencial de clones
específicos del sistema Gamma1R-F01 provenientes de la segunda
transformación. Los clones señalados con (*) corresponden a los
que dieron señal más intensa con la sonda de Gamma1R-F01 que
con la sonda de Gamma1R-Testigo comparados con el respectivo
control negativo (clon 23). A: sonda Gamma1R—F01,B: sonda
GammalR-Testigo. ay b: controles positivos de las sondas Gamma
lR-F01 y Gamma 1R-Testigo respectivamente (80 ng de mRNAde
Gamma lR). '
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El análisis de los plásmidos recombinantes tanto de estos
clones diferenciales comode los que dan señal positiva con
ambas sondas se realizó en dos etapas. En primer lugar se
digirieron con Mind [II para linearizarlos (Figura 22A) y

determinar el tamaño de los plásmidos recombinantes.
acuerdo a estos
poder LB

resúltados aquellos que
movilidad del vector sin

difirieron en
inserto (clon 23), se cortaron

posterormente con Xho I. Esta doble digestión está dirigida
Liberar los

a
insertos portados por estos plásmidos (Ver

siguiente esquema).

E5! v _ 1 J “q. . q _ l . _¿, . . . í J

regionede..inSQrQiÓLdfi-.lQB.lnñfinmñ_dfi_QDflA_&n.filW
lL

pcDNA II

REVERSL PRIMER D SpóPRIMER D
EVGAMCTOSIDASE D S PROMOTER DpG
ATGACCATGATTACGCCAAGC TAÏTTAGGTGACACTATAG

EcoRl PI“ EcoRV85|Xl Notl Xhol Sph ¡Nail xbal ApllBstXI
CCAGTGTGCTGGAATTP’fiCK‘» AT;;A1CACACTGGCGGCCGCTFRALszIu-I AH I I MTTPHI u

+1 Nsll Hindi“ Krnl Sacl Bam)“ STI Im.AATACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGG ACCGAGCTCGGATCCAC AGTMCGGCCG

uIAIIACAATTC
u 4 run-nun 4-20?“. nmn R



El de
corridos en geles de agarosa
de

análisis estos

ellos liberaninsertos.

13]

plásmidos doblemente digeridos
al 1% (p/v) demostró que algunos
Por ejemplo el plásmido pr14A

diferencial libera un inserto de aproximadamente400 pb. Otros
de

no liberaron inserto
plásmidos loa que daban
1R-F01.
posiblemente porque se trate
agarosa demostró que algunos

11.2A y 50.2A
inserto de tamaño similar al
B).

clones no

señal positiva con la sonda Gamma
o los mismosno fueron visibles
de insertos muy Chicos. en gel de
de ellos liberan insertos. Los
diferenciales, son portadores de
clon 14.2A diferencial (Figura 22
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Figurah_22: Analisis de algunos de los plaamidos recombinantes
en geles de agarosa 1%(p/v).

A: plásmidos digeridos con Hind lll y Xho l (prlól) o con
Hind III para linearizarlos (resto de los plasmidos).

a: p28 (control negativo), b: p23-Hind Ill, c: pr 151. d:
prlSI-Hind Ill, e: pr 141, f: pr l41-Hind lll, g: pBA, h:
pBAeHind lll, i: p24A, j: p24A-Hind lll, k: plüA, l: plOA-Hind
Ill, m: p12A, n: plQA-Hind Ill, o: per, p: plóA-Hind lll, q:
pllA, r: pllA-Hind III, s: p25A, t: p25A-Hind III, u:
marcador de peso molecular (LambdaHind III).

B: plásmidos digeridos con Hind III y Xho I para liberarlos insertos.
a: marcador de peso molecular klambda Hind ll), b: pllA, c

y m: pliA-Hind lll y Xho I, d: pZB (vector sin inserto), e y o:
p28-Hind lll, f: p48A, g y r: p43A-Hind lll y Xho l, n: p4dA,
i y s: p4HA-Hind lll y Xho l, J: p49A‘ k y t: p49A-Hind Ill y
Xho l. l: lamda Hind lll, n: prl4AsHind III y Xho l, p:
p29A-Hind III y Xho l. q: p4lA—Hind lll y Xho I, u: pBOA-Hind
III y Xho I, v: lambda Hind Ill.

El haber detectado clones especificos de la interacción
GammalRmFU1implica un gran avance en el camino hacia el
clonado del o los genes que intervienen en el reconocimiento
especifico hospedante-patogeno dado que los mismos podrian
corresponder a dichos genes o a productos génicos tempranos
inducidos por estos genes de reconocimiento.



DISG'JSION



Los modelos moleculares acerca del reconocimiento
específico entre hospedante y patógeno no han podido ser
validados en la mayoria de los casos debido a falta de
evidencias a nivel molecular de qué compuestos están siendo
reconocidos, cuando los complejos génicos de hospedante y
patógeno interactúan. Comose mencionara anteriormente se han
detectado, en sistemas análogos al aqui estudiado, cambios en
enzimas claves como RNA polimerasa II, ribonucleasas,
inducción generalizada de RNAsy proteínas pero en la mayoría
de los casos dichos cambios no han podido ser asociados con
determinantes de especificidad (Chakravory y Shaw1977). Esto
ha sido consecuencia de la utilización de sistemas génicos con
un fondo genético no homogéneo que no permiten asignar cambios
a nivel proteico o de mRNA,a determinadas interacciones entre
pares de genes de hospedante y patógeno. En muchos de los
trabajos que reportan cambios polipeptídicos en hojas
infectadas con roya, no puede hablarse de especificidad porque
no se han comparado combinaciones compatibles e incompatibles
(Yamamotoy Tani 1979; Pure et al. 1979). En pocos casos se
han detectado (von Broembsen y Hadwiger, 1972) proteinas
específicas de determinadas interacciones H-P o inducción o
disminución en la traducibilidad de RNAs mensajeros
específicos (Manners y Scott, 1985).

Por lo expuesto resulta sumamenteinteresante el estudio
de este sistema, bien caracterizado desde el punto de vista
genético, que permite asignar determinados cambios
polipeptidicos y/o de RNAmensajeros a determinada interacción
de genes (uno del hospedante y uno del patógeno).
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Los ensayos de curvas de tiempo de la expresión de los
genes involucrados en la interacción hospedante-patógeno
trigo-roya de 1a hoja, demuestran que los primeros cambios
polipeptidicos reproducibles ocurrren hacia el tercer día del
proceso de infección tanto en interacciones compatibles como
incompatibles. Este es un periodo relativamente temprano si se
considera que el proceso de germinación de esporas, entrada
por estomas de las hifas resultantes hasta la formación de los
apresorios en las primeras células lleva dos dias y que los
primeros sintomas de hipersensibilidad en el caso de
resistencia son evidentes recién el dia 7 posterior a la
inoculación y la aparición de pústulas ocurre recién hacia el
décimo dia en plantas susceptibles. El tiempo de aparición de
éstos cambios concuerda con evidencias reportadas en sistemas
análogos (Pure et al. 1987). Si bien desde el punto de vista
sintomático la expresión de la incompatibilidad es tardía de
acuerdo a la clasificación de Rohringer y Heitefuss (1984) con
síntomas de hipersensibilidad a los siete dias después de la
inoculación (en plantas creciendo entre 20 y 22 oC) se
detectan cambios polipeptidicos con varios dias de
anterioridad.

Es interesante destacar que los cambiospolipeptidicos
acaecidos pudieron detectarse con pulsos de marcación con
3°S-Metionina en proteínas sintetizadas "de novo” y que no fue
posible detectarlos en patrones electoforéticos de proteínas
totales, por métodos de tinción con Azul brillante de
CoomassieR. Esto indica que la inducción/degradación de
proteinas es baja en términos cuantitativos. A pesar de ello,
la tasa de síntesis proteica en plantas inoculadas con roya
estimada en base a los datos de porcentaje de incorporación de
radiactividad a los polipéptidos sintetizados “de novo", varía
significativamente respecto a los de las plantas control. Este
incremento en 1a tasa de síntesis proteica fue similar en
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interacciones compatibles e incompatibles que involucraban a
las razas F01 y F03. El aumento en la tasa de sintesis
proteica fue detectado también en otros sistemas
hospedante-patógeno especificos (Mannerset al. 1985; Pure et
al. 1979; Von Broembsen y Hadwiger 1972; Yamamoto y Tani
1982).

Si bien en estos otros sistemas se ha detectado inducción
o disminución en la sintesis proteica (Manners et al. 1985;
Pure et al. 1979; Vanderplank 1984; von Broembsen y Hadwiger
1972; Schweizer et al. 1989) dichos cambios no han podido
adjudicarse de forma univoca a genes de reacción al patógeno
debido a diferencias en el fondo genético de hospedante y/o
patógeno. El sistema utilizado en el presente trabajo permite
adjudicar cambios polipeptidicos a interacciones génicas
específicas. Así, los polipéptidos de 15 kDa (fracción
particulada) y 85 kDa(fracción soluble) están asociados a la
interacción de los genes Ai/Az del hospedante GammalR y los
genes de virulencia P1 y p2 del clon F01 del patógeno. Esto
sugiere que los productos de ciertos genes, en este caso de
los genes Ai/Az serían esenciales para el desarrollo de la
enfermedad. Esta hipótesis concuerda con el modelo negativo de
reconocimiento descripto en la introducción. En el sistema
LQmniszfllndgflpnrlnm__ínlynm se describió la inducción de una
proteina específica relacionada a la interacción de una
variante fisiológica del hospedante y un biotipo del hongo (De
Witt et al. 1988). Por otra parte en esta misma interacción
una banda de 52 kDa disminuye especificamente en intensidad
por lo que podría inferirse que un producto constitutivo de la
línea GammalR está siendo degradado en forma específica o su
sintesis siendo disminuida especificamente cuando la planta se
inocula con el clon F01. En este caso la disminución en la
cantidad de proteina favorecería directa o indirectamente el
desarrollo del patógeno. La mismaconsideración puede hacerse
para la banda de 28 kDa en la interacción Sinvalocho M.A.—FOa.
En este caso, los genes interactuantes son Ao en el hospedante
y el gen de virulencia Po en el patógeno. Manners y Scott
(1985), también detectaron supresión de la síntesis de
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determinados polipéptidos en el sistema cebada-EnisxpheW.
Se detectó también un cambio polipeptidico especifico en

una interacción incompatible. Hay supresión de la sintesis de
un polipéptido de 37 kDa en la interacción incompatible
Sinvalocho M.A.-F01. En este caso, el reconocimiento
específico estaría dado por el gen Ao y el gen de avirulencia
Po. Este resultado sugiere que la inhibición de la función
génica o la degradación de proteinas especificas puede estar
involucrada en la resistencia de Sinvalocho M.A. al clon F01.
P o d r i a s e r u n a
proteína necesaria para el desarrollo de esta raza del
patógeno y su supresión especifica podria impedir el
desarrollo ulterior del hongo. Nose detectaron inducciones
especificas de incompatibilidad ya que la banda de 39 kDa se
induce en forma simultánea en dos interacciones incompatibles:
Gamma1R-F03 y Sinvalocho M.A.—F01, donde distintos genes
intervienen en el reconocimiento. Por lo tanto podría tratarse
de un polipéptido no especifico, asociado probablemente con
mecanismos secundarios de respuesta general. Este tipo de
inducción no específica es común a otros sistemas análogosdescriptoscomotrigo-WM
(Schweizer et al. 1989) y cebada-Eriaxphg_gram1nifi_f¿gp¿hgzdgi
(Davidson et al. 1988).

Otro caso de variación aparentemente inespecifica es la
banda de 23 kDa que disminuye en intensidad en las
interacciones Sinvalocho-F02 (incompatible) y Sivalocho
M.A.-F03 (compatible). Sin embargo como se ha verificado que
mutantes espontáneas susceptibles a F02 simultaneamente se
vuelven resistentes a F03 (Suárez comunicación personal) y
probablemente esté involucrado el gen P2 del patógeno en este
reconocimiento, la banda de 23 kDa podría en realidad ser
especifica y estar relacionada con este gen del patógeno.
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De la detección de cambios polipeptidicos en proteínas
sintetizadas “de novo" no puede inferirse una activación o
supresión génica en forma conclusiva pues los cambios
encontrados podrian responder a cambios post-traduccionales
(degradacirn, modificación de proteinas preexistentes, etc.).
Para probar si hay expresión génica diferencial se realizaron
estudios a nivel de RNAmensajeros en ensayos de traducción
“in vitro". Para ello se repitió el esquema de ensayos
comparativos de distintasinteracciones pero con RNAextraido a
distintos tiempos después de la infección.

Los patrones electroforéticos de polipéptidos sintetizados
"in vitro" a partir de RNAde plantas de GammalR inoculadas
con el clon F01 a través del tiempo, comparados con el control
sin infectar, muestran cambios significativos en varias
bandas. Los primeros cambios se detectaron hacia el tercer dia
del proceso de infección en concordancia con los experimentos
de marcación "in vivo". La inducción más notable corresponde a
un polipéptido de 32,5 kDa que se induce levemente hacia el
tercer dia pero su intensidad es muchomayor hacia el dea 5 y
7. El hecho que estos dos polipéptidos aumenten notablemente
su intensidad hacia el final del proceso de infección, podria
hacer pensar que se trata de productos del hongo, pues la
intensidad de banda es proporcional al desarrollo del mismo.
Sin embargo, estos dos polipéptidos están presentes también,
aunque com menor intensidad, en Sinvalocho M.A.—F01; esto
indicarea que por lo menos en Sinvalocho M.A. estos
polipéptidos son productos de la planta pues el hongo en las
interacciones incompatibles presenta un crecimiento limitado.

En correspondencia con experimentos de marcación de
proteínas "in vivo”, hay mRNAsque están menos representados o
la traducción de proteinas a partir de ellos es menos
eficiente en ciertas interacciones comoel caso del mRNAque
codifica el polipéptido de 34 kDa en la interacción Gamma
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1R-F01, especialmente en estadios avanzados del proceso de
infección (a partir del cuarto día).

El estudio de la especificidad de estos cambios a nivel de
RNAmensajero, incluyendo las seis interacciones disponibles,
indica que por lo menos dos polipéptidos sintetizados "in
vitro" a partir de mRNAsse inducen especificamente, uno en
compatibilidad (banda de 24 kDa en Gamma 1R-F01) y uno en
inCOmpatibilidad (Banda de 21,5 kDa en Sinvalocho M.A.-F02).
En el caso del mRNAcodificante para este último polipéptido,
el mismoes activo en todas las interacciones que involucran a
Gamma1R incluyendo plantas control. Esta expresión
diferencial entre Gamma 1R y Sinvalocho M.A. en plantas no
infectadas con roya, podria deberse a algunas de las pocas
diferencias del hospedante. Alternativamente el gen Ao de
Sinvalocho M.A. podría o bien modular la expresión de un gen
que se exprese constitutivamente en Gamma lR o bien la
sintesis de este polipéptido de 21,5 kDa podria estar
normalmente suprimida en Sinvalocho M.A. y la infección con
F02 induciría especificamente la transcripción de los RNAs
mensajeros.

Los experimentos de traducción de móia “in vitro" adedmás
de corroborar que por lo menos algunos de los cambios
polipeptídicos detectados "in vivo” pueden deberse a cambios a
cambios en los niveles de RNAs nmensaJeros en ciertas
interacciones hospedante-patógeno específicas, permitieron
establecer asociación de inducción de RNA mensajeros con la
raza F01 del patógeno, independientemente del tipo de
interacción. En este último caso, este producto especifico de
raza, podria ser inducido por el hongo o ser directamente un
producto del hongo que no determina tipo de interacción o es
un mecanismoed respuesta secundario. Esto es válido para las
bandas de 20,5 y 32,5 kDa, que se inducen con mayor intensidad
en periodos del proceso de infección (dias 5 y 7).

Igual que en los ensayos de síntesis de proteinas "de
novo” ciertas bandas se inducen en más de una interacción,
como la banda de 13,5 y 14,5 kDa en las interacciones
incompatibles Gamma1R-F03 y Gamma 1R-F02. Esto podría ser
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interpretado comouna respuesta de resistencia general comola
mencionada para la banda de 39 kDa en los experimentos "in
vivo”. Por ptro lado, en GammalR uno de los genes de reaccirn
al clon F02 (A2) es el mismoque confiere resistencia al clon
f03 (Tabla 1). Esto significa que las bandas de 14,5 y 18,5
kDa pueden ser productos de una inducción especifica del mRNA
codificado por este gen A2. El gen que codifica el polipéptido
de 13,5 kDa se expresa constitutivamente en Sinvalocho M.A. a
diferencia de lo que ocurre en Gamma lR. Las mismas
consideraciones hechas para la banda de 21,5 kDa en Sinvalocho
M.A.-F02son válidas para este caso.

La banda de 14,5 kDa presenta un comportamiento más
complejo y su interacción no es tan sencill. La intensidad de
esta banda disminuye en las interacciones Sinvalocho M.A.-F02
(incompatible) y Sinvalocho M.A.—F03,mientras que aumenta en
las interacciones incompatibles Gamma1R-F02 y Gamma 1R-F03.
Esta variación

simultánea en uno y otro sentido en la radiactividad
asociada a esta banda en todos las interacciones que
involucran al gen P2 del patógeno sugieren que este gen
estaría involucrado en la inducción del mRNAactivo para esta
banda. Seria un caso análogo a la banda de 23 kDa descripto en
los experimentos "in vivo”.

El hecho de que algunos RNAsse induzcan o su traducción
disminuya en más de una interacción a la vez, podria responder
a un mecanismo de respuesta secundario, como se planteó
anteriormente. El mecanismo de respuesta secundario más
conocido y que esta siendo estudiado en varios sistemas
hospedante-patógeno es la inducción de PRs o proteínas
relacionadas con la patogénesis (Mauch y Staehelin 1989,
Benhamou et al. 1989). En el sistema aquí analizado, las
inducciones inespecíficas (bandas de 39, 22 y 23 kDa) o las
especeficas de raza pero no de interacción (bandas de 32,5;
20,5; 13 y 14,5 kDa), podrían ser candidatos a formar parte de
este grupo de proteínas PR. Pero el análisis de las proteinas
de la fracción ácida demuestra que un sólo polipéptido se
induce en la interacción Gamma lR-FOl, y en estadios muy
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avanzados del periodo de infección. Se puede concluir entonces
que los cambios polipeptidicos y de RNAmensajeros tempranos.
detectados en este sistema, no corresponden a proteínas de
respuesta secundaria del tipo de las conocidas comoPRs.4.WWWW.

Como cita Damman (1987) en su discusión acerca de si la
especificidad es hacia compatibilidad o incompatibilidad, hay
diversidad de opiniones entre diferentes autores. La mayor
parte de las líneas de evidencia, como se mencionara en el
punto 5.1.1. de la Introducción, fundamentarian el
reconocimiento para incompatibilidad en sistemas
hospedante-patógeno altamente específicos que involucran
patógenos comoroyas. Estos autores sostienen que los sistemas
que involucran producción de toxinas y que avalan el
reconocimiento para compatibilidad (VanderPlank 1984) no son
comparables a los sistemas de reacción "gen a gen“ o "alelo a
gen”. En general también se sostiene que los sistemas
hospedante-patógeno, en los que existen respuestas del
hospedante como producción de fitoalexinas, lignificación,
etc., no responden al tipo de relación hospedante-patógeno
especificas. Sin embargo, hay sistemas que involucran royas y
en los cuales hay producción de fitoalexinas (trigo-E;
siniiígnmis, Cartwright y Rusel, 1980) y Avena-B¿__ggngnata,
Mayamaet al. 1980, 1982) y lignificación (trigo-E¿_gzaminis
f¿flp¿_hnifilgi, Beardmore et sl. 1983). Lo que probablemente
ocurre es que la producción de estas sustancias no sea
especifica, que sea un paso secundario producto del metabo

lismo de la planta inoculada con la raza incompatible del
patógeno, una vez establecido el primer reconocimiento
hospedante-patógeno.

En el sistema aquí estudiado hay ejemplos claros de
inducciones especificas en compatibilidad e incompatibiliad.
Tambien hay disminuciones específicas en ambos tipos de
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interaccion. De esto podria inferirse que habria
reconocimiento en ambos sentidos. Por otra parte,
aparentemente un mismo gen del hospedante podria por un lado
inducir la sintesis de un producto (p.e banda de 15 kDa y
banda de 85 kDa) que permita el desarrollo del patógeno en el
hospedante compatible (Gamma lR) al interactuar con el
correspondiente gen de virulencia. Por otro lado el mismo gen
induciria disminución específica de una proteína (banda de 52
kDa) que se expresa constitutivamente favorecienddo también el
dedsarrollo del hongo. A continuación se resumen las bandas
que han podido ser asignadas especificamente a pares de genes
interactuantes.

La detección de cambios a nivel de RNA mensajeros en
diferentes interacciones gen a gen en estudio permitió evaluar
la factibilidad de clonar los cDNAscorrespondientes a esos
mRNAsespecificos y elegir la interacción más adecuada para
ello. Conrespecto a este último punto se seleccionó la
interacción Gamma 1R-F01 hacia el 5° dia del proceso de
infección pues fue la que presentó cambios más conspicuos a
nivel de RNAmensajeros específicos tanto de interacción como
de raza.

A partir de esta interacción se aislaron al menos 10
clones diferencialmente inducidos con respecto al control
GammalR no infectado. Estos clones pueden codificar tanto
para proteinas especificas (como 1a de 24 kDa) o proteínas
inducidas por la raza F01 (20,5 y 32,5 kDa). También podrian
codificar para la proteina de 34 kDacuya sintesis disminuye
drásticamente en el control sin inocular mientras que continúa
sintetizándose activamente en GammalR inoculada con el clon
F01 hacia el dia 5 del proceso de infección. Del análisis de
especificidad de los cambios encontrados en estas lineas
isogénicas, discutido en las secciones anteriores, se
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desprende la alta probabilidad de que estos clones porten
secuencias intervinientes en el reconocimiento gen a gen de
hospedante y patógeno (genes A1/A2) o de secuencias inducidas
en forma temprana por dicho reconocimiento.

Hasta el presente no se reportó que haya podido aislarse
en plantas clones de cDNAespecificos intervinientes en el
reconocimiento entre hospedante y patógeno ya sea en sistemas
compatibles o incompatibles. En bacterias se ha clonado y
caracteerizado un gen de avirulencia de Esendgmgnns_syringae
py. glyginea (Staskawicz et al. 1984) que induce
incompatibilidad en soja a través de la producción de un
agente desencadenante de la reacción hipersensible (Keen et
al. 1990). También se han clonado genes de avirulencia de
BaendgmQnas_sxringae_px¿_tgmatgeque confieren especificidad
de cultivar en soja (Kobashi et al. 1990). En cambio en hongos
no han podido aún clonarse genes de "avirulencia" o
"virulencia".

En trigo, en un sistema hospedante-patógeno especifico
constituido por trigo y oídio (Erisyphe_graminis) se aislaron
clones de cDNAque codifican para una peroxidasa (Rebmannet
al. 1991). En este caso se trata de una proteina relacionada
con 1a patrgénesis que es inducida en trigo por un patógeno
avirulento (E¿___gnaminis____hgnde1) y que confiere
incompatibilidad a un patógeno virulento (EL__gnaminis
ininigi). Este no seria el caso de los clones de cDNAaislados
en el presente trabado ya que los productos codificados por
ellos no responden a este tipo de inducción no especifica.

Los clones aislados en este trabajo podrian ser utilizados
como sondas en colecciones de cDNAgenómico para llegar a
aislar los genes correspondientes. La simultánea detección de
marcadores genéticos ligados a los genes de reacción al
patógeno constituye una alternativa para llegar a estos genes
que intervienen en interacciones de tipo gen a gen. En este
caso se detectó a nivel de DNAuna banda diferencial en el
patrón de restricción de ambas lineas isogénicas utilizando un
clon de gliadinas. Al estar los genes de gliadinas ligados
estrechamente a los de reacción a roya, podria utilizarse este
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marcador para llegar por caminado o saltado cromosómico a los
genes de interés.

Tanto la caracterización de inducción/represión a nivel
proteico y a nivel de mRNA,comoel aislamiento de clones
diferenciales en un sistema compatible constituyen importantes
avances en el estudio del reconocimiento entre hospedante y
patógeno y son elementos cruciales para el aislamiento y
posterior estudio de expresión de genes de reacción a
patógenos, en particular genes de reacción a roya de la hoja.
La caracterizacirn de los promotores de genes quese inducen
comorespuesta a patógenos constituye, por si misma, un
objetivo de interés teórico y también práctico para su uso en
la construcción de quimeras genéticas para la expresión de
construcciones con secuencias estructurales foráneas. Estos
promotores podrian ser más eficientes que la utilización de
promotores de genes relacionados con la síntesis de etileno
que se usan actualmente en este contexto.
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- Los primeros cambios en los patrones polipeptídicos tanto

en interaccioneshospedante-patógeno compatibles como
incompatibles ocurren hacia el tercer día del proceso de
infección, siendo esta una etapa tmprana en el desarrollo de
esta enfermedad.

- Se han podido identificar polipéptidos cuya intensidad
incrementa o disminuye en forma especifica en determinadas
interacciones compatibles e incompatibles. Estos polipéptidos
son candidatos a Jugar un papel importante en las etapas
tempranas de reconocimiento.

- Los estudios a nivel de RNAmensajero han corroborado que
por lo menos algunos de los cambios proteicos detectados en los
experimentos "in vivo" se deben a cambios en los niveles
relativos de RNAmensajeros en determinado momento del proceso
de infección. El período en que ocurren estos cambios a nivel
de mRNAcoincide con los de los polipéptidosmarcados "in vivo"
(tercer dia).

- Los cambios polipeptídicos descriptos en este trabajo no
responden a cambios usualmente inducidos en forma inespecífica
en interacciones incompatibles comola producción de proteinas
PR.

- La utilización de un sistema geneticamente definido
permitió adjudicar determinados cambios polipeptidicos a l
ainteracción de pares de alelos/genes de hospedante y patógeno.

- Los cambios proteicos y de RNAmensajeros detectados en
el sistema trigo-roya de la hoja, indicarian que parece haber
recinocimiento tanto para compatibilidad como para
incompatibilidad según los genes interactuantes. Asimismola
expresión final del tipo de interacción puede deberse a la
inducción (modelo positivo) o a la represión (modelo negativo)
de producto específicos.
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- Se identificó un marcador genico correspondiente a una

secuencia codificante de una proteina de reserva (gliedina) que
está ligada a alguno de los genes de reacción a roya de 1a
hoja.

- Se aislaron clones de cDNAdiferenciales correspondientes
a RNAmensajeros inducidos en el sistema compatible Gamma
1R-F01hacia el dia 5 del proceso de infección que codificarían
para polipéptidos específicos de interacción o especificos de
raza .
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Unproblema central de la fitopatologia es esclarecer los
mecanismos de defensa a las enfermedades. Se reconoció la
presencia de genes específicos que interactúan determinando el
tipo de interacción. Los mecanismosmoleculares que determinan
si una interacción es compatible o incompatible no han sido aún
suficientemente dilucidados. Se postula que los mRNAsy
proteinas especificos codificados por estos genes, se
inducirían en una etapa temprana en el reconocimiento de ambos
organismos.

El sistema trigo-roya de la hoja fue elegido como modelo
para el estudio de relaciones hospedante-patógeno altamente
específicas. Se utilizaron dos lineas isogénicas de trigo
(Initigum__aestiyum) y tres clones genéticamente relacionados
del patógeno (Bngginia_recgndita_tnitigi). Este material con
fondo genético comúnpermite la identificación de polipéptidos
y de mRNAsespecíficos inducidos a causa de la infección con el
patógeno.

En primer lugar se caracterizaron los cambios
polipeptidicos inducidos a lo largo del proceso de infección a
través del marcado “in vivo“ con 358-Metionina de proteínas
sintetizadas "de novo“. En segundo lugar se caracterizaron los
mRNAs inducidos en las distintas interacciones
hospedante-patógeno a través de la síntesis "in vitro” de
polipéptidos en un sistema libre de células. Se analizaron los
patrones electroforéticos de estos polipéptidos en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida y posterior fluorografia.
Curvas de tiempo mostraron que los primeros cambios
polipeptidicos tanto "in vivo“ como“in vitro” se detectaron
hacia el tercer día del proceso de infección. La comparación de
seis interacciones caracterizadas y sus respectivos controles
sin inocular permitió asignar la inducción o disminución de
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determinadas bandas polipeptidicas a interacciones entre
genes/alelos del hospedante y genes del patógeno. En este
contexto se detectó:

a) inducción específica tanto a nivel de RNAcomo de
proteinas en interacciones compatibles (bandas de 85, 15 y 24
kDa) e incompatibles (bandas de 39 y 21,5 kDa).

b) disminución específica de polipéptidos "in vivo” (52 y
37 kDa) e “in vitro" (34 kDa).

c) dos mRNAs(20,5 y 32,5 kDa) inducidos especificamente en
las interacciones que involucran a la raza F01
independientemente del hospedante.

Se concluye la existencia de asociaciones entre mRNAsy
proteinas inducidas con interacciones compatibles como
incompatibles por lo que el reconocimiento específico para el
sistema trigo-roya de la hoja podría estar determinado por unas
u otras (o ambas) según los genes interactuantes. Se aislaron
clones de cDNAdiferenciales correspondientes a RNAmensajeros
inducidos en el sistema compatible Gamma1R-F01 hacia el dia 5
del proceso de infección que codificarían para polipéptidos
específicos de interacción o específicos de raza. Estos clones
podrán ser utilizados para llegar a aislar los genes que
intervienen en el reconocimiento de hospedante y patógeno.
Simultáneamente se identificó un marcador génico
correspondiente a una secuencia codificante de una proteina de
reserva (gliadina) que está ligada a alguno de los genes de
reacción a roya de la hoja y que podría utilizarse como vía
alternativa para aislar los genes de interés.
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