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Resumen

1 objetivo principal fue evaluar el mecanismo de RSI

en “Thompson Seedless”, al estimulo de los genes
(Lox2, Tipl, Nprl, Eirl). Se verificaron la activacion
de genes de defensa para hojas y raices, demostrando
la activacion sistémica por inoculacion de P. veronii R4
en ‘Thompson Seedless’. Mediante q-PCR observamos
la expresion del gen Lox2 en hojas de vid, con aumento
progresivo hasta (12 h de post inoculacion) de muestreo,
al analizar este mismo gen en raices no existio estimulo
alguno. Los niveles transcripcionales de los genes
Eirl y Tipl, fueron estimulados solo en raices al ser
expuestas por R4. Los niveles de estimulo del gen
Tlpl se relaciona con la habilidad que tiene R4 en
desarrollar el complejo de simbiosis inducido por la via
del etileno (ET). Los niveles de estimulo del gen Npr/
fueron constitutivos en hojas y raices, no encontrando
diferencias significativas entre plantas tratadas con PBS
o R4. Los resultados demuestran que R4, en contacto con
raices de ‘Thompson Seedless’, estimulan la expresion
de los genes Eirl, Lox2, Tlpl a 5 min, 6 y 12 h de post
inoculacion, permitiendo establecer la efectividad de
RSI dirigida por la cepa R4 en “Thompson Seedless”
confiriendo un estado de prealerta.
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Abstract

he main objective was to evaluate the mechanism

of RSI to “Thompson Seedless” for stimulus (Lox2,
Tlpl, Nprl, Eirl) genes. Activation of defense genes for
leaves and roots were checked, showing the systemic
activation by inoculation of P. veronii R4 in ‘Thompson
Seedless’. Observed by q-PCR gene expression Lox?2
in vine leaves with progressive increase up (12 h post
inoculation) sampling, analyzing this same gene in roots
did not exist any stimulus. The transcriptional levels of
genes Tlpl Eirl and were stimulated only in roots when
exposed to R4. Stimulus levels Tip/ relates gene having
R4 skill in symbiosis develop complex induced via the
ethylene (ET). Stimulation levels were constituent Npr/
gene in leaves and roots, with no significant differences
between plants treated with PBS or R4. The results
show that R4, contact roots of ‘“Thompson Seedless’,
stimulate the expression of Eirl, Lox2, Tlpl genes to
5 min, 6 and 12 h post inoculation, allowing establish
the effectiveness of RSI strain led R4 in “Thompson
Seedless” giving a state of pre-alert.

Key words: alicylic acid, Arabidopsis thaliana,
jasmonate, Vitis vinifera
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Introduccion

Vtis vinifera es una especie frutal que se encuentra
ampliamente distribuida en el mundo, sin
embargo, su produccion anual superior a 60 millones
de toneladas de uvas, presenta grandes desafios, por
la presencia de patogenos, desde la etapa de vivero,
hasta la post-cosecha (Kortekamp, 2006). Existen
suelos agricolas que conservan una variabilidad
de micro-ecosistema, capaces de regular problemas
fitopatologicos, por la presencia de rizobacterias
que promueven el crecimiento en plantas (PGPR).
Se ha reportado bacterias con estas caracteristicas de
los géneros: Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter,

Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Enterobacter,
Gluconoacetobacter, = Pseudomonas  (Somers y
Srinivasan, 2004).

Las plantas han desarrollado varios mecanismos
de adaptacion como respuesta a fluctuaciones
medioambientales (Parker et al., 1985). Entre estas
respuestas se destaca la actividad de proteinas asociadas
a membrana plasmatica (PM), que actian en la
percepcion de estimulos y transporte de solutos (Peer,
2011). Mostrando dos formas definidas de respuestas
sistémicas: Resistencia sistéemica adquirida (RSA) y
Resistenciasistéemica inducida (RSI), diferentes al de tipo
elicitor (Van Loon et al., 1998). La respuesta sistémica
RSA es inducida por patogenos, por incremento de
dcido salicilico (AS) sintetizado endégenamente en la
planta, siendo una molécula de sefializacion esencial
en la via de RSA (Métraux et al., 1990). Verhagen et
al., (2004), manifiestan que RSI proporciona a la planta
mayor capacidad de respuesta y frente a infecciones,
solo se activaria tras el contacto con el patogeno. La
colonizacion de raices por cepas no patogénicas PGPR,
dan paso a RSI, siendo ésta estrategia efectiva contra
el ataque de patdgenos, combatiéndolos a través de
un mecanismo de defensa dependiente ha Jasmonato/
Etileno (JA/ET) (Ton et al., 2002).

El mecanismo de respuesta del gen Nprl es
dependiente de la ruta de AS. Van der Ent ef al. (2009),
manifiesta que la colonizacion en raices de Arabidopsis
thaliana por Pseudomonas fluorescens WCS417r dirigen
la RSI, activando el factor de transcripcion MYB72
generando una cascada de transduccion de sefiales que
activan Nprl. Fueron escogidos genes que participan en
distintas etapas de regulacion fisioldgica y mecanismo
de defensa en plantas: Nprl (factor regulador a RSA
dependiente de AS); Eirl (transportador de flujo de
auxinas especifico para raices); Lox2 (lipoxigenasa que
lleva a la biosintesis de acido jasmonico (Al)); Tlpl
(pertenece a la familia de PR-5 de proteinas relacionadas
a patogenos (PR), con actividad antifungica).

Las investigaciones realizadas por el Laboratorio
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de Biotecnologica (INIA-La Platina) y Laboratorio de
Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental
(UTFSM), se logro seleccionar e identificar un nuevo
aislado de Pseudomonas veronii R4, de la rizdsfera
de cultivares de vifiedos “Thompson Seedless”, de
Santiago-Chile. Esta rizobacteria posee actividad
antagonista hacia el nematodo Xiphinema index., es
productora de la auxina acido indolil-3-acético (AIA),
e incrementa el desarrollo de raices adventicias en
hojas de vid. El trabajo de investigacion inicié con la
identificacion de genes de defensa que se ven activados
por la ruta de sefializacion para etileno, jasmonato, acido
salicilico y rutas directas de interaccion en raices. Para
el efecto se postula el objetivo, analizar los cambios en
la expresion de genes de defensa en vid “Thompson
Seedless” como respuesta a P. veronii R4, empleando
g-PCR.

Materiales y métodos

Preparacion del material vegetal

Se empled plantulas de “Thompson Seedless”
crecidas en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS;
Murashige y Skoog, 1962) suplementado con sacarosa al
2% (w/v), bajo condiciones controladas a: 200 uE m?s™!
con luz fluorescente; un fotoperiodo de 16/8 horas; 25° C
dia/noche, cumpliendo con las siguientes caracteristicas:
7 cm de altura; 6 hojas; raices con 4 cm de longitud;
obtenidas del Instituto de Investigaciones Agropecuarias,
del Laboratorio de Biotecnologia, (INIA-La Platina)
Santiago de Chile.

Preparacion del inéculo P. veronii R4

El aislado bacteriano fue incubado en 100 mL de
caldo King B hasta alcanzar (1.5 x 10° células mL™"),
tomando 50 mL del cultivo bacteriano, centrifugado a
3000 g 15 min’., enjuagado dos veces con un mismo
volumen de tampon PBS (pH 6.5) y re-suspendidas en la
misma solucion.

Inoculacién de P. veronii R4 en raices de ‘Thompson
Seedless’ y muestreo de tejidos

Las plantas de ‘“Thompson Seedless’ fueron retiradas
de sus recipientes sin causar dafios. Las raices de 9 plantas
fueron sumergidas en P. veronii R4 o el control tampdn
(PBS), por 5 min, con 18 plantas en total, transferidas
al medio de cultivo MS y 1 g L' de carbon activado.
Se recolectd hojas y raices de las tres plantas en los
tiempos de muestred, a 5 min, 6 y 12 horas, posteriores
a su inoculacion, obteniendo un total 36 muestras. Las
muestras fueron ubicadas individuamente en bolsas de
papel aluminio, para ser tratadas con nitrogeno liquido.
Todas las muestras fueron almacenadas a -80 °C.
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Extraccion de ARN total y sintesis del ADN
complementario

De 100 mg de tejido vegetal: raices u hojas, fueron
maceradas en presencia de nitrogeno liquido, hasta la
pulverizacion. E1 ARN total fue extraido de 36 muestras,
empleando el kit “FavorPrepTM Plant Total RNA
Mini Kit” (San Diego, California, U.S.A). Los ARN
se visualizaron en geles de agarosa al 1%, afiadiendo
bromuro de etidio, se mididé su absorbancia mediante
espectrofotometria oOptica (260 nm). Las posibles
contaminaciones con ADN genomico fueron eliminadas,
con 10 unidades de DNasa libre de RNasa (New
Englan Biolabs Inc., Ipswich, U.S.A). Los ARN fueron
chequeados por PCR convencional, empleando una
pareja de partidores para Ubiquitina. Partidor disefiado
por el Laboratorio de Biotecnologia INIA, VvUBQI1
sentido  (5’-GTGGTGGTATTATTGAGCCATC-‘3),
anti-sentido (5’-GCCGCACTCTTGCTGAT-*3).

La sintesis del ADNc, inicié con 1 pg de ARN
total, empleando el kit de Transcriptasa reversa del
virus Leukemia Murine Moloney (M-MLV RT) Reverse
Transcriptase (Promega, Madison, WI, U.S.A). Al
volumen de 10 pL: 1,25 pL de dNTPs (10 mM de c/u);
0,66 pL Recombinant RNasin (25 unidades); 1 pL de
M-MLV RT (200 unidades); 5 pL de buffer M-MMLV
5X (Promega. Madison. USA). La reaccion de RT-
PCR se realizo bajo las siguientes condiciones: 42 °C
por 60 min., 95 °C por 5 min y 4 °C por 15 min del
ADNc, se elimin6 todo remanente de ARN, mediante
“Ribonuclease H” (Promega, USA). Se midi6 por
espectrofotometria optica la concentracion final de las
muestras del ADNc, finalmente fueron diluidas a una
concentracion de 100 ng pL!' en 50 pL.

Identificacion y diseiio de partidores para genes de
importancia a RSI

Desde la base de datos A4. thaliana fue seleccionado
los genes: (Lox2, Tlpl, Eirl, Nprl), activados para RSI,
obteniéndose las secuencias nucleotidica y aminoacidos
de cada gen a estudiar de esta especie (http://www.
arabidopsis.org). La secuencia de aminoacidos de cada
proteina se traslado a la base de datos de Gramene, del
genoma para Vitis vinifera ‘Pinot Noir’ (http://www.
gramene.org/Vitis_vinifera/Info/Index) realizando la
busqueda por BLAST, obteniendo la informacion de
Secuencia parcial del transcripto (EST), para todos
los genes. A partir de los ESTs, se disefiaron partidores
especificos, empleando el programa online Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/
primer3plus.cgi/) (Untergasser et al., 2007). Se disefiaron
un total de 34 parejas de partidores (Nprl=10; Lox2=5;
Tlp1=7; Eir1=12). El nimero de nucleoétidos empleados
fue de entre 16 a 27, para productos de PCR no mayor
a 300 bp. La temperatura de alineamiento entre: 54 a 62

°C y un grado de diferencia para cada pareja de partidor.

Para determinar la eficiencia de los partidores se
evaluaron 5 TM (54; 56; 58; 60; 62 °C), mediante PCR
en gradiente bajo las siguientes condiciones: 95 °C por
3 min; 30 ciclos a 95 °C por 30 seg; 54 °C por 30 seg;
72 °C por 30 seg; la extension final 72 °C por 5 min.
El producto de PCR fue separado por electroforesis
en gel de agarosa al 1.50%, tefiido con bromuro de
etidio. También se procedio a realizar la optimizacion
para concentracion y temperatura en los partidores
seleccionados en g-PCR, verificando un solo producto
de amplificacion para la curva de Melting y las CT se
encuentren en el rango dinamico.

Clonaje y secuenciacion del producto amplificado a
cada gen en estudio

Los productos amplificados de cada gen: Lox2, Tip |,
Eirl; Nprl, fueron clonados en el vector pPGEM®-T
(Promega U.S.A), siguiendo las instrucciones del
fabricante, luego enviado a MACROGEN (http://
www.macrogen.com/eng/), obteniendo el resultado
de la secuenciacion. Se analizaron las secuencias de
los EST por Vector NTI Advance™10 (Invitrogen) y
comparadas con las disponibles en el Gen-Bank usando
BLASTN-NCBL.

PCR cuantitativa en tiempo real (q-PCR)

Los niveles de transcriptos fueron determinadas
por g-PCR, para sus tres replicas biologicas y técnicas,
empleando el equipo “StepOne Real Time PCR system”
(Applied Biosystems, EEUU). Se us6 el método de
cuantificaciéon relativa, mediante cuantificacion del
numero de moléculas de los genes (Lox2, Eirl, Npri,
Tlp1) para cada muestra (cuantificacion absoluta) y su
normalizacion (obtencion de la razén entre los genes
y el numero de moléculas de Ubiquitina y el factor
de elongacion EF1-a), teniendo la curva estandar y
regresion lineal de la eficiencia, bajo el programa de
ciclaje de PCR recomendado por el fabricante. Las
reacciones de q-PCR se llevaron a un volumen de 20
pL, constituidos por 10 pL de “FAST SYBR® Green
PCR Master Mix (2X)” (Applied Biosystems, Foster,
City, CA, USA) (Varnier et al., 2009), 2 nL. de ADNc
(equivalente a 100 ng de templado) y partidores con
una concentracion final de 300 nM pL! sentido y 300
nM pL! anti-sentido y su temperatura de alineamiento
y en 8 uL de contenido de ADNc. La cuantificacion
relativa se realiz6 en razon del numero de transcritos de
genes (Eirl, Npri, Lox2, Tlpl) y del gen constitutivo
de referencia Ubiquitina. Los resultados corresponden
a experimentos realizados por triplicado, con tres
replicas técnicas para q-PCR. Se indica el promedio +
desviacion estandar DS, bajo el paquete utilitario Excel
2010.
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Resultados y discusion

Obtencion de ARN total de alta calidad

El empleo del kit “FavorPrepTM Plant Total RNA
Mini Kit”, mostro ser eficiencia para la obtencion del
ARN total, de tejidos (hojas y raices), seleccionando
muestras de calidad e integridad de ARN total para
las 36 muestras analizadas. Se observé limpieza y
definicion de las bandas correspondientes a (ARNr) 28S
y 18S (Figura lay 1b).

“Thompaon Seedless”> K4/5 min
ARN ng 100 mg:

“Thompaon Seclless” R4'02 h
ARN ng 106 mg*:

199 125 213 129 31 245 227 2581

Figura 1. Extraccion de ARN total de hojas y raices
de ‘Thompson Seedless’. Inoculado con R4/5 min (a)
y R4/12 min (b)

El rendimiento de extraccion de ARN total en
(ARN ng 100 mg') de hojas (H) y raices (R), de plantas
expuestas por 5 min a P. veronii R4 (Figura 1a), plantas
expuestas por 12 h a P, veronii R4 (Figura 1b). Indice
de pureza (Abs 260/280) y analisis electroforético de
acidos nucleicos.

De 1 pL de muestra el mayor promedio de
concentracion fue de 377 ng 100 mg™! de tejido analizado.
Las hojas muestreadas de plantas tratadas con PBS, se
obtiene promedios de 226 ng 100 mg' ARN total y
en plantas sometidas de P. veronii R4 de 245 ng 100
mg"' ARN total. Mientras que en raices muestreadas y
expuestas a PBS y P. veronii R4 se encontraron valores
de 245y 189 ng 100 mg' de ARN total, respectivamente
(Cuadro 1).

Al trabajar con el kit FavorPrepTM de extraccion
de ARN, ofrece una alternativa rapida y facil de ejecutar
entre tres a cuatro horas, comparativamente con los
protocolos de extraccion de ARN total. Hao ef al
(2012), realizaron extracciones de ARN total en Vitis
berlandieri a base de tampones de extraccion (CTAB;
TRIS-HCL; EDTA; LiCl), que demandaron tiempos de
trabajo de hasta dos dias. Las concentraciones de ARN
total de hojas muestreadas, oscilaron para el tampon
PBS entre (181 a 274 ng 100 mg') y en presencia de
P. veronii R4 (178 a 351 ng 100 mg™"). De raices entre
(150 a 377 ng 100 mg"') y (123 a 254 ng 100 mg")
respectivamente. Se deduce que los tejidos foliares
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Cuadro 1. Concentracion promedio de ARN total
expresado en (ng 100 mg'), de tejido muestreado hojas
(H) y raices (R) en ‘Thompson Seedless’, expuestos por 5
min, 6 hy 12 h a P. veronii R4 o el control PBS

Sin bacteria P, veronii R4

Concentracion de (ng 100 mg™?) de
tejido muestreado

H R H R
5 min 181 153 178 123
6h 222 377 205 189
12h 274 150 351 254
Promedio 226 227 245 189

tuvieron mayor concentracion de ARN total a diferencia
de las raices, pero ambos casos estas concentraciones
fueron inferiores a las obtenidas por Morante et al.
(2014), quienes lograron obtener 880 a 950 ug g' de
ARN total a partir de un gramo de cultivo de células
en suspension de Vitis vinifera cv. Gamay, al ajuste del
protocolo con tampones constituidos de (TRIS-HCL,;
EDTA; NaCl; CTAB).

Los protocolos permiten ajustar los tampones
para aumentar la eficiencia de extraccion de ARN,
a diferencia de los kit de extraccion que pierden su
eficiencia para su empleo en diferentes tejidos y
genotipos con presencia de polifenoles.

Seleccion y validacion de los partidores para los
genes (Lox2, Eirl, Nprl, Tilpl) y secuenciacién del
ADNc

La temperatura de alineamiento Optimo para
cada partidor, fue determinada por PCR en gradiente,
empleando como templado el ADNc de raices y hojas.
Una vez determinada la TM 6ptima de las 34 parejas
de partidores fue seleccionado un partidor para cada

1.5
Kh

Figura 2. Recuperacién de los productos amplificados
paralos genes: Nprl, Tipl, Lox2, Eirl. Marcador estandar
de peso molecular Fermentas 100 bp. Carril M; Carriles
(1y2)gen Nprl; (3y4)gen Ipll; (Sy6) gen Lox2; (7y 8)
gen Eirl. Carril C- (agua)
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gen (partidor 11, partidor 2, partidor 5, partidor 3),
corroborando el tamafio de banda esperado (281 bp,
198 bp, 129 bp, 139 bp). Estas 4 parejas de partidores
mostraron un solo amplicon, visualizadas en geles de
agarosa (Figura 2).

Se confirm¢ el tamafio de sus amplicones de los
genes (Lox2, Eirl, Nprl, Tlpl) por secuenciacion, con
la identidad del 100% de similitud a trabajos de analisis
in silico, mostrando homologias con funciones putativas
relevantes para la fisiologia en Vitis vinifera, observadas
en el GenBank del NCBI, para los ESTs en los genes
estudiados (Cuadro 2).

El rendimiento de extraccion de ARN total en
(ARN ng 100 mg') de hojas (H) y raices (R), de
plantas expuestas por 5 min a P. veronii R4 (A), plantas
expuestas por 12 h a P. veronii R4 (B). Indice de pureza
(Abs 260/280) y analisis electroforético de acidos
nucleicos.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron
convincentes a la seleccion de genes, siendo especificos
para el gen Lox2, que permitié diferenciar la activacion
transcripcional del gen, en el tejido muestreado de
“Thompson Seedless”. Feussner y Wasternack (2002),
manifiestan que existen multiples isoformas de LOX en
una amplia gama de plantas y el caso de A. thaliana,
al menos seis genes de LOX han sido caracterizados.
La expresion del AtLox! es estimulado por hormonas

relacionadas a la respuestas adaptativas al estrés, tales
como, acido abscisico y metil jasmonato (Melan et al.,
1993) y AtLox2 ha sido identificado y relacionado en
biosintesis de jasmonato activado por heridas (Bell et
al., 1995). En este trabajo el disefo del partidor Lox2
fue especifico para una isoforma, dentro de una amplia
familia de los genes Lox. A diferencia Hao et al. (2012),
disefiaron partidores sin especificar qué isoforma de la
familia del gen LOX corresponde, para Vitis berlandieri
tratadas con el hongo micorrizante Glomus intraradices.
Caso contrario Zhang et al. (2006), desarrollan seis
partidores para la familia de genes LOX (AdLox! a
AdLox6) para medir los niveles de expresion diferencial
de LOX mediante q-PCR en Actinidia deliciosa (Kiwi).

Patron de estimulos de genes de defensa vegetales
en presencia de P. veronii R4

Respuestadel gen tipo Eirl. Laaplicacionde P. veronii
R4 en “Thompson Seedless” estimuld la expresion
del gen Eirl tras 5 min de exposicion en raices. Este
resultado demuestra un gen de respuesta temprana, y
que los niveles de expresion de Eirl van disminuyendo
en el tiempo para 6 a 12 horas de interaccion entre
planta-rizobacteria. “Thompson Seedless” tratadas
con R4 reflejaron niveles de expresion cuatro veces
mayor en raices, en comparacion a hojas (Figura 3a
y 3b). No se detectaron cambios en los niveles de

Cuadro 2. Seleccion de partidores para los genes de defensa en RSI e identificacion por homologia de los

productos amplificados con los ESTs en Vitis vinifera

Mejor HIT de BLASTN de NCBI Amplicon
) Temperatura
Gen Partidores Oreanismo Similitud Accesion de (pares de
g (%)  GenBank alineamiento  bases)
(O
Sentido Vitis vinifera
Lox2 5-TGATGGTCTCCTCCTGTGGG-3"  cv Fujiminori, 100 JQ281905.1 58 129
Anti-sentido Lipoxigenase 2
5-CTTGTTCGGATTTCGGTCCA-3’ (LOX2) RNAm
Sentido (I{I“trl;nzlgéﬁ;gor de
Eirl 5-TGGAACATCAAAATGCCAACA-3’ flujo de auxina); 100 XM 002266023.1 60 281
Anti-sentido (pin2, agrl,
5'-CAAACACAAAGGGGACAATCC-3" wavo)
Sentido
Nprl 5"-TGGCTGATGCCCAGAGGAC-3’ Vitis vinifera 100 XM_002281439.2 58 198
Anti-sentido NPR-like,
5’-AGTGCCGTTGCCCAGGTAT-3" RNAm
Sentido
Tipl 5'-CAAAGGGTCAGGCAAGTGTAGC-3’ 100 XM 003634158.1 60 139

Anti-sentido
5-GGCGAGTTGAAGGCAGAGC-3’

Vitis vinifera,
thaumatina-like
protein, RNAm

Ciencia y Tecnologia. 2016. 9(1): 1-9 5



Canchignia et al., 2015

expresion relativa del gen tipo Eirl en hojas, para
plantas tratadas con R4 (Figura 3a). Se confirmoé que
las raices expuestas al tampon PBS, reflejan niveles
bajos o sin expresion alguna del gen Eirl/ para sus
tejidos muestreados radiculares y foliares (Figura 3a
y 3b).

Los bajos niveles de expresion relativa del gen
Eirl en hojas, responde a la funcionalidad especifica
del gen, denominado también como (pin2, agrl
o wav6). Este acta en el transporte de flujo de
auxinas, siendo especifico para raices (Figura 3a). La
funcionalidad del gen Eir/ en A. thaliana, corresponde
a la familia de genes de plantas con similitudes
a los transportadores de membranas bacterianas,
expresado especificamente en raices para el flujo de
auxinas (Luschnig ef al., 1998). La expresion relativa
del gen Eirl responde de forma rapida al estimulo
generado por la inoculacion P. veronii R4 en raices,
es conocimiento a lo reportado por Effendi y Scherer
(2011), que observaron el aumento en los niveles
de expresion del gen pin2 al muestrear raices de A.
thalian expuesta a la auxina ANA durante (0, 30 y 60
min).

Los resultados indican que existe un beneficio
bacteria-planta donde se requieren de componentes
en sefalizacion de auxinas y transporte en raices.
Se propone la activacion de RSI, por el estimulo
especifico del gen Eirl inducido por una bacteria no
patogénica como P. veronii R4 a la colonizacion de
raices en ‘Thompson Seedless’. Esto concuerda con
lavicoli ef al. (2003) que indicaron que la presencia
de la proteina EIR1 es necesaria para la proteccion de
la raiz en el tratamiento por 2,4-DAPG, para activar la
RSI en A. thaliana mediada por P. fluorescens CHAO.

Respuesta del gen tipo Nprl. En aplicacion del
tampon PBS y P. veronii R4 en raices de “Thompson
Seedless”, los niveles de expresion del gen Nprl
son constitutivos. Esto refleja una respuesta
similar para ambos tejidos radiculares y foliares,
no encontramos diferencias significativas en los
niveles transcripcionales (Figura 3c y 3d), existiendo
expresion basal de este mensajero tipo Nprl en
ambas condiciones (R4 o PBS), para ambos tejidos
muestreados.

Los niveles transcripcionales alcanzados por
el mensajero de tipo Nprl, indican que no existen
diferencias significativas en hojas y raices de
‘Thompson Seedless’ cuando fueron expuestas a P.
veronii R4 o tampon PBS (Figura 3¢y 3d). Larespuesta
al estimulo del gen tipo Npr/ en ‘Thompson Seedless’
radicaria al tipo de inductor y planta que se trabaje,
dando como resultado un mecanismo de respuesta
variable para RSI. Spoel et al. (2003) observaron la
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activacion de NPR1 después de la infeccion por el
patogeno, y este bloquea en el citosol la expresion de
genes sensibles a jasmonato, llevando a la supresion
del gen Lox2 en A. thaliana. El gen Nprl de A. thaliana
ha demostrado ser un factor regulador importante en
la respuesta a RSA dependiente de acido salicilico
(AS) (Cao et al., 1994).

Respuesta del gen tipo Lox2. La aplicacion de P.
veronii R4 en raices de “Thompson Seedless” generd
cinco veces mayores niveles de expresion del gen
Lox2 en hojas, con un aumento progresivo detectado
hasta 12 h después de la inoculacion, lo que produjo
diferencias significativas frente a plantas tratadas con
el tampon PBS (Figura 3e). Por lo contrario, los tejidos
radiculares presentaron bajos niveles transcripcionales
del gen Lox2, a pesar que procedian de las mismas
plantas de donde se extrajeron las muestras de tejido
foliar, no detectandose diferencias significativas entre
las plantas tratadas con cepa R4 o tampon PBS.

Es importante indicar que existe una activacion
sistémica tras la inoculacion de P. veronii R4 en raices
de “Thompson Seedless”, que le confiere la expresion
relativa del gen Lox2 en los tejidos alejados a donde
se realizd su inoculacion (Figura 3e y 3f). Esta
observacion permitié establecer la efectividad de RSI
dirigida por R4 en “Thompson Seedless” confiriendo
un estado de prealerta, concordando con lo reportado
por Pozo et al. (2008) quienes detectaron que en
plantas de A. thaliana tratadas con metil jasmonato
(MelJa) y P. fluorescens WCS417 mostraron un patron
de expresion inducido del gen Lox2, dando paso
a la imprimacién por RSI. Verhagen et al. (2004)
manifiestan que RSI proporciona a la planta mayor
capacidad en responder rapida y eficientemente a una
infeccion, pero que solo se activaria tras el contacto
con el patégeno.

Este mecanismo de respuesta del gen
Lox2, dependera mucho de la interaccion del
microorganismo benéfico-planta, para conferir la
proteccion por RSI. Los niveles de expresion del gen
tipo Lox2 se ven incrementados en las hojas de vid
y disminuyen en raices, esta diferencia podria estar
asociada a la funcionalidad del gen lipoxigenasa
Lox2. Esto difiere con Stein ef al. (2008), quienes no
observaron diferencias en la expresion del gen Lox2
en hojas de A. thaliana, cuando las raices fueron
expuestas al hongo micorrizico Piriformospora indica
durante 0, 3 y 6 dias. De igual manera, Hao et al.
(2012) no observaron cambios en la expresion del gen
Lox, cuando plantas Vitis berlandieri fueron tratadas
con el hongo micorrizico Glomus intraradices. Los
resultado de esta investigacion permitieron verificar
que la activacion de los genes de defensa Eir/ y Lox2
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son estimulados P. veronii R4, que dan paso a RSI en
“Thompson Seedless”, confirmando la activacion por
la ruta de sefializacion via jasmonato por Lox2 y una
ruta directa por Eirl.

Respuesta del gen tipo TIlpl. Como se ilustra en
la Figura 3G, la aplicacion de P. veronii R4 en
“Thompson Seedless”, los niveles de expresion
son constitutivos para el gen tipo T/p! en hojas
muestreadas, expresandose de forma constitutiva
este gen, entre plantas tratadas con R4 o el tampon
PBS. No obstante, hubo diferencias entre los niveles
de expresion del gen Tipl en el tejido radicular por
la aplicacion de R4, hasta las 12 h después de la
inoculacion con P. veronii R4 con respecto al control
PBS (Figura 3h).

Los niveles transcripcionales del gen 7/p/ no
presentaron diferencias en hojas (5 min, 6 y 12 h), a
diferencia de raices, donde se observo un estimulo en
los niveles transcripcionales del gen 7/p/ en 12 horas
después de la inoculacion, esto se relaciona con la
habilidad que tiene R4 en desarrollar el complejo de
simbiosis y activar la RSI. Ademas, se observo que la
expresion relativa de los genes de defensa Eirl, Lox2
y Tlpl, en ‘Thompson Seedless’, se ven estimulados
en un solo tejido especifico (foliar o radicular)
(Figura 3g y 3h), es concordante con lo publicado por
Leodn et al. (2005), quienes estudiaron raices de A.
thaliana colonizadas por P. fluorescens WCS417 no
encontraron diferencia significativa en la expresion de
AtTLP1 en hojas, pero si la induccion de AtTLP1 en
raices.
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El estimulo del gen Tlpl, es especifica para
raices de “Thompson Seedless”, en respuesta a la
colonizacion de la rizobacteria R4, inducido por la
via del etileno (ET). Al estimular del gen Tlpl en
‘Thompson Seedless’, se daria paso al mecanismo
de proteccion para hongos necrotroficos y generar la
actividad antimicrobiana en la raiz. Tlp/ pertenece a
la familia de los PR-5 de las proteinas relacionadas a
patogenos PR, con actividad antifingica y aumenta la
resistencia a la infeccion por patdogenos (Datta et al.
1999). Las raices de la planta tienen la capacidad de
percibir las sefiales que estan presentes en la superficie
de ella, y traducir estas sefiales en respuestas de
defensas locales y sistémicas. El mecanismo de accion
de los TLPs, relacionado con la defensa vegetal,
esta asociada a la capacidad de hidrolizar los f-1,3
glucanos presentes en la pared celular de los hongos
(Grenier et al., 1999).

Conclusiones

a aplicacion de P. veronii R4 en “Thompson

Seedless”, ejerce un efecto sinérgico hacia la
planta, brindando un efecto de imprimacion, como
consecuencia una activacion rapida de las respuestas de
los genes de defensas antes ser expuestas a un patégeno.
Las raices de “Thompson Seedless” expuestas a la cepa
R4, estimulan la expresion de los genes Eirl, Lox2, Tipl
por 5 min, 6 y 12 h, permitiendo establecer la efectividad
de RSI dirigida por la cepa R4 en “Thompson Seedless”
confiriendo un estado de prealerta.
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